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Resumo

BENEDETTI, Lariza. Seletividade de herbicidas na cultura da soja em funcao
de diferentes umidades do solo. 2015. 75 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de POs-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

As mudancas climaticas estdo cada vez mais afetando a qualidade e a quantidade
da producdo agricola mundial. No estado do Rio Grande do Sul, a busca por
alternativas que maximizem a produtividade e contribuam para a sustentabilidade
econbmica do ecossistema varzea surge como uma justificativa para a utilizagdo
da cultura da soja nestas areas, visto que € uma das principais commodities do
agronegocio brasileiro. O controle quimico de plantas daninhas se constitui no
método de manejo mais adotado, porém, pouco se sabe como a cultura da soja
responde ao uso de herbicidas em diferentes umidades do solo. Desta forma, o
presente estudo teve por objetivo avaliar respostas fisiologicas e bioquimicas em
plantas de soja apds a aplicacdo de herbicidas recomendados para a cultura em
trés niveis de umidade do solo. O experimento foi arranjado em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial (7x3) com quatro repeticdes. Foi
utilizada a cultivar de soja BMX Poténcia RR, cultivadas em vasos (8L), mantendo-
se trés plantas por vaso as quais, no estadio V3 foram submetidas a trés umidades
do solo: Capacidade de campo, Solo seco (50% abaixo da capacidade de campo)
e Solo saturado (50% acima da capacidade de campo), seguido da aplicacdo dos
tratamentos herbicidas: Glyphosate, Sulfentrazone, S-metolachlor,
Glyphosate+Sulfentrazone, Glyphosate+S-metolachlor, Glyphosate+
Sulfentrazone+S-metolachlor, além do tratamento sem herbicida. Aos sete, 14 e 28
dias apos a aplicacdo (DAA) foram avaliados o indice de clorofilas, flavonoides,
balanco de nitrogénio e as trocas gasosas no terceiro trifélio completamente
desenvolvido. Neste periodo coletou-se ainda, material foliar para avaliacdo de
potencial osmoético, teor de prolina, peréxido de hidrogénio, peroxidacao de lipidios
e atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Para os pigmentos e indice de balanco de
nitrogénio houve pequena variacdo entre os tratamentos, ja as trocas gasosas
foram mais afetadas nas plantas em solo seco, principalmente aos 14 e 28 DAA,
com efeito acentuado pela presenca dos herbicidas. Aos sete DAA o herbicida
Glyphosate em solo seco resultou em maior ativacdo das enzimas antioxidantes
SOD e CAT, além da maior producdo de peroxido de hidrogénio estando,
provavelmente, vinculado ao aumento do estresse oxidativo causado por este
herbicida. Entretanto, apds 28 dias da aplicagdo, aumenta a sintese de prolina
neste tratamento, o que leva ao ajuste osmotico, e consequente menor atividade
enzimatica. Em solo saturado e capacidade de campo as respostas
desencadeadas pelos herbicidas Glyphosate, Sulfentrazone, S-metolachlor nao
seguem um padrdo, porém, de maneira geral, levam a um menor estresse
comparado ao solo seco. Os resultados deste estudo mostram que, embora a
variagdo na umidade do solo, altera o metabolismo da cultura da soja, a aplicacao
de herbicidas em condicbes de solo seco ou saturado acentua este efeito,
podendo resultar em prejuizos para a cultura.

Palavras-chave: Glycine max; mudancas climaticas; solo; controle quimico.



Abstract

BENEDETTI, Lariza. Herbicide selectivity on soybean crop in soil humidity
different function. 2015. 75 f. Dissertation (Master degree) — Post-Graduation
Program in Plant Physiology. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Climate change is increasingly affecting the quality and quantity of the world's
agricultural production. In the state of Rio Grande do Sul, the search for
alternatives that maximize productivity and contribute to the economic sustainability
of the wetland ecosystem emerges as a justification for the use of the soybean crop
in these areas, since it is one of the main commodities of Brazilian agribusiness.
Chemical weed control constitutes the most widely adopted management method,
however, little is known as the soybean crop responds to the use of herbicides in
different soil moisture. Thus, this study aimed to evaluate physiological and
biochemical responses in soy after applying herbicides recommended plants for
growing in three soil moisture levels. The experiment was arranged in a
randomized design in a factorial arrangement (7x3) with four replications. It was
used to cultivate soy BMX Power RR, grown in pots (8L), keeping three plants per
pot which, in stage V3 were subjected to three soil moisture: field capacity, Dry soil
(50% below capacity field) and saturated soil (50% above the field capacity),
followed by herbicide treatment: Glyphosate, Sulfentrazone, S-metolachlor,
Glyphosate + Sulfentrazone, Glyphosate + S-metolachlor, Glyphosate +
Sulfentrazone + S-metolachlor, beyond without herbicide treatment. At seven, 14
and 28 days after application (DAA) were evaluated chlorophyll content, flavonoids,
nitrogen balance and gas exchange in the third trefoil fully developed. This time
collected is still, leaf material for evaluation of osmotic potential, proline content,
hydrogen peroxide, lipid peroxidation and activity of antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX). For
pigments and nitrogen balance index was little variation between treatments, since
gas exchange were more affected in dry soil plants, especially at 14 and 28 DAA,
with marked effect by the presence of herbicides. At seven DAA the herbicide
Glyphosate in dry soil resulted in greater activation of antioxidant enzymes SOD
and CAT, as well as increased production of hydrogen peroxide and is probably
linked to increased oxidative stress caused by this herbicide. However, after 28
days from the application, increased synthesis of proline in this treatment, which
leads to osmotic adjustments and consequent lower enzymatic activity. In saturated
soil and field capacity responses triggered by Glyphosate herbicides,
Sulfentrazone, S-metolachlor does not follow a pattern, but, in general, lead to
lower stress compared to dry soil. The results of this study show that although the
variation in soil moisture, changes the soybean crop metabolism, the application of
herbicides in dry soil conditions or saturated accentuates this effect and may result
in damage to the crop.

Keywords: Glycine max; climate changes; soil; chemical control.
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1. INTRODUCAO

Muitas pesquisas relacionadas aos impactos das mudancas climaticas
na agricultura tém sido realizadas nos ultimos anos, com o intuito de avaliar os
efeitos, analisar tendéncias de resposta ao longo do periodo e criacdo de
estratégias de manejo. Mudancas na producdo global das principais culturas
sdo importantes propulsores dos precos de alimentos, seguranca alimentar e
decisbes do uso da terra. O desempenho destas culturas expostas a uma
determinada gestéo, solo e clima irdo determinar a produtividade média global
dos alimentos (LOBELL e FIELD, 2007). Tornando-se assim, necessario
entender o papel que a variabilidade climatica exerce sobre a qualidade e
quantidade das diversas culturas alimentares. Um cenario de mudancas
climaticas, que prevé precipitacbes intensas em diversas regides do nosso
planeta, tem sido objeto de estudos, pois diversas espécies cultivadas nao
adaptadas provavelmente irdo sofrer com o excesso hidrico, além disso,
estamos localizados na América do Sul, situando-se em uma regido suscetivel
a altas influéncias devido as mudancas climaticas (BAILEY-SERRES et al.,
2012; IPCC, 2014).

No estado do Rio Grande do Sul (RS), as areas de varzea sdao
exploradas principalmente com o cultivo de arroz irrigado, mas a baixa
rentabilidade da pecuaria e os baixos precos de mercado do arroz torna-se
necessario a busca por alternativas que maximizem a produtividade e
contribuam para a sustentabilidade econdémica do ecossistema varzea
(MARCHEZAN et al., 2002). As principais op¢des de espécies produtoras de
graos para diversificacdo do sistema de producdo em varzeas em rotacdo com
o arroz irrigado sdo o milho, o sorgo e a soja, destacando a cultura da soja
como uma das principais commodities do agronegaocio brasileiro e apresenta-se
como alternativa interessante e viavel para ocupar esse segmento (SILVA e
PARFITT, 2004; MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2015). Além de ser uma
alternativa econdémica, a soja facilita o controle de plantas invasoras a cultura
do arroz, sendo essa uma cultura de verdo com boa tolerancia a periodos

curtos de inundacdo o que proporciona boas garantias de comercializacéo,
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tornando tendéncia que o produtor aumente suas areas com este cultivo
(SCHOFFEL et al., 2001; CORREA et al., 2011;)

Segundo o USDA (The United States Department of Agriculture) os
Estados Unidos (EUA), Brasil e Argentina sdo responsaveis por 81% da
producdo mundial de soja em graos. No Brasil, € a cultura agricola que mais
cresceu nas Ultimas trés décadas e corresponde a 49% da éarea plantada em
gréos do pais. Para evidenciar sua importancia, na industria e no comércio
brasileiro, o grdo € componente essencial na fabricacdo de racfes animais
€ com uso crescente na alimentacdo humana, além de ser uma alternativa para
a fabricacé@o do biodiesel, combustivel capaz de reduzir em 78% a emisséo dos
gases causadores do efeito estufa na atmosfera (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2015).

Os dados do oitavo levantamento da safra 2014/15 divulgado pela
Conab (2015) indicam que a area plantada nesta safra no Brasil foi de
aproximadamente 31,5 milhdes ha, sendo 11 milhdes ha no Sul, com o RS
contribuindo com 5,2 milhées ha, alcancando uma produtividade estimada de
2.816 Kg hal. Fazendo comparacédo a safra de 2004/05, os dados do primeiro
levantamento desta safra divulgado pela Conab (2004), a area plantada foi de
22,5 milhdes ha no Brasil, 8,5 milhdes ha no Sul, sendo que o RS contribuiu
com 4 milhdes destes e produtividade de 2.280,0 Kg ha. Em 10 anos, no RS,
0S acréscimos observados na area plantada (26%) e na produtividade (23%),
possibilitaram ao estado alcancar, neste periodo agricola, o recorde de
producdo da oleaginosa, com produtividade média de 3.000 Kg hal. O
desempenho da soja nas diversas regides produtoras do pais aponta para uma
expectativa de producdo na temporada 2014/15 de 95 milhdes de toneladas,
representando incremento de 56% em relagédo ao produzido na safra 2004/05
de 60 milhdes de toneladas (CONAB, 2004; 2015).

A intensidade e a forma de exploracéo agricola das areas de varzea do
RS ao longo dos anos vém favorecendo a ocorréncia de plantas daninhas,
principalmente de gramineas. Caracteristicas como o rapido crescimento e
diversas similaridades com a cultura do arroz dificultam a utilizacdo de métodos
de controle. Uma forma de reduzir esse problema é a rotacdo de culturas, onde
a soja apresenta uma eficiéncia técnica destacada, ja que o uso de cultivares

de soja que possuam tolerancia ao glyphosate representa um dos métodos
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mais eficazes na recuperacdo destas areas, devido a possibilidade de
utilizacao desse herbicida total para o controle de plantas daninhas (ANDRES
et al., 2007; VERNETTI JUNIOR e NUNES, 2010).

O glyphosate € um herbicida ndo seletivo, de acéo sistémica do grupo
quimico glicina substituida, sendo aplicado em poOs-emergéncia. Sua ampla
utilizacdo em varias culturas tem-se mostrado vantajosa em relacdo a varios
métodos de controle de plantas daninhas. Aspectos relacionados a facilidade
de manuseio, eficacia de controle, ganhos de produtividade, entre outros,
tornaram esse herbicida, lider mundial de vendas (HARTZLER, 2006;
ROUNDUP ORIGINAL BULA, 2015).

O mecanismo de acdo do glyphosate é bastante singular, pois é o Unico
herbicida capaz de inibir especificamente a enzima 5-enolpiruvoilshikimate-3-
fosfato sintase (EPSPs), responsavel por catalisar a condensacdo do &cido
shiquimico e do fosfato piruvato, evitando, assim, a sintese de trés
aminoécidos arométicos — triptofano, fenilalanina e tirosina (JAWORSKI, 1972;
ZABLOTOWICZ e REDDY, 2004). Em virtude da interferéncia no processo
metabdlico de sintese desses aminoacidos, ha o aumento da concentracdo de
nitrato, etileno, acido cindmico e outros compostos, que atingem niveis toxicos
e ocasionam a interrupgéo do crescimento e a morte da planta (FERREIRA et
al., 2005). Assim, através do melhoramento genético e da biotecnologia, foi
possivel a transferéncia de genes com tolerancia ao glyphosate a uma planta
suscetivel, conferindo a esta a tolerancia ao glyphosate, como € o caso da soja
RR (GRUYS e SIKORSKI, 1999; MONSANTO, 2015).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas especificas, a persisténcia
do glyphosate no solo varia substancialmente apresentando alta capacidade de
adsorcao e devido a isto, diversos estudos tentam explicar os mecanismos de
ligacdo entre o glyphosate e o solo (MANY e BARRIUSO, 2005; TONI et al.,
2006). Solomon e Thompson (2003) sugerem que o glyphosate seja
considerado de elevada mobilidade em agua, devido a sua grande solubilidade
e de seus sais na agua, sendo que a unido forte e rapida dos sedimentos e
particulas do herbicida com a agua o removem da solu¢do do solo, tornando
assim sua persisténcia em agua menor em relacdo a persisténcia no solo

(PATERSON, 2004). Entretanto, ainda se faz necessario e importante o
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conhecimento do comportamento em diversas condi¢cdes ambientais (ANDREA
et al., 2004).

Registrado também para a cultura da soja o herbicida sulfentrazone
[2’,4’-dichloro-5-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-methyl-5-oxo0-1H-1,2,4-triazol-1-
yl) methanesulfonanilide], utilizado como pré-emergente, pertencente ao grupo
quimico ariltriazolinonas (BORAL 500 SC BULA, 2015). Nos solos brasileiros,
sua meia-vida é 180 dias, sendo a decomposi¢cdo microbiana a via mais
importante de degradacdo (RODRIGUES e ALMEIDA, 2011). Ao ser aplicado
no solo é absorvido pelas raizes e translocado pelo xilema até o ponto de acéo
onde, na presenca de luz, inibe a enzima protoporfirinogénio oxidase
(PROTOX), que atua na biossintese da clorofila, acumulando protoporfirina IX,
resultando na formacao de oxigénio livre, o qual pode causar a peroxidacado de
lipidios da membrana celular e consequentemente, a ruptura da mesma,
ocorrendo assim a morte das plantas suscetiveis. Segundo Roman et. al.
(2000), o sulfentrazone, quando aplicado em solo com baixos teores de matéria
organica e argila, pode causar danos significativos a esta oleaginosa e, sua
atividade aumentada com o teor de umidade do solo. Swantek et al. (1998),
avaliando injurias do herbicida sulfentrazone em cultivares tolerantes, também
relata que em solos onde ocorreram uma maior precipitacdo, houve sérios
danos devido a maior umidade do solo (HESS, 1993; REDDY e LOCKE, 1998).

Outro herbicida recomendado para a cultura da soja, também como pré-
emergente, € o0 s-metolachlor [2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(2-metoxi-1-
metiletil) acetamida], pertencente ao grupo quimico das cloroacetamidas, esta
registrado para uso no Brasil nas culturas de feijdo, milho, soja e cana-de-
acucar. O ingrediente ativo s-metolachlor € absorvido através do coledptilo das
gramineas e hipocotilo das folhas largas, e atua na gema terminal inibindo o
crescimento das plantas (DUAL GOLD BULA, 2015). Herbicidas do grupo
quimico das amidas possuem mecanismo de acdo associado a inibicdo da
parte aérea das plantas sendo absorvidos durante o processo germinativo das
sementes das plantas daninhas, influenciando em diversos processos
bioguimicos da plantula e inibindo a divisédo celular, a sintese de lipideos,
acidos graxos, ceras foliares, terpenos, flavondides, proteinas e divisao celular,
e também, por interferirem na regulacdo hormonal (WEED, 1994; LIEBL, 1995;
SILVA et al., 2007;).
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Além da interferéncia de plantas daninhas, a reducdo da produtividade e
da qualidade da soja pode ser atribuida aos fatores edéficos e climéticos que
também podem influenciar a eficacia de controle das plantas daninhas com
herbicidas. Desta forma, destaca-se a umidade do solo como um dos principais
fatores que atuam na persisténcia dos herbicidas alterando a concentracéo e a
mobilidade desses produtos no solo. Com o aumento da umidade, tem-se
menor retencdo da molécula do herbicida nas particulas do solo, deixando-o
mais soluvel e disponivel a absorcéo pelas raizes das plantas (ZHANG et al.,
2001). O contrario ocorre em condi¢cdes de solo com baixo conteudo de agua,
em que a adsorcdo do herbicida é maior pelas particulas do solo, ficando
disponivel em menor quantidade para absorcéo pelas plantas. Além disso, com
a diminuicdo da umidade do solo, h4d um provavel aumento na atividade
microbiana devido a maior aeracao do solo, o que contribui substancialmente
na degradacdo dos herbicidas, ja que a acdo microbiana € principal forma de
degradacédo (GOETZ, 1990; WITT e FLINT, 1997; FERRI e VIDAL, 2003).

Um dos processos mais importantes em relacdo aos herbicidas é a
sorcdo destes no solo, uma vez que determina a quantidade de herbicida, o
tempo que ele ficara retido no solo e sua disponibilidade na solugdo. A sorcao é
um processo dinamico fisico-quimico da interacdo herbicida-sedimento-agua,
correlacionado com a natureza dos sélidos no sistema (tamanho e distribuicdo
da particula, tipo de argila e matéria organica, capacidade de troca de cations e
anions), e a caracteristica do herbicida (pressdo de vapor, solubilidade em
agua, constante de dissociacdo eletrolitica, coeficiente de particdo octanol-
agua, entre outras). A proporcao do herbicida disponivel na solucdo do solo
pode afetar a absorcdo pelas plantas, a degradacdo microbiana, a fotolise, a
lixiviagdo e o transporte (LOCKE et al., 2008; KRAEMER et al., 2009).

A exposicao das plantas aos mais diversos estresses abioticos e bidticos
provocam alteracdes fisioldgicas e bioquimicas em seus tecidos, como
mudanca nas trocas gasosas, indice de pigmentos, ajuste osmotico e outros
metabdlitos para enfrentar certas situacbes adversas. Embora algumas
espécies possuem tolerancia a determinados ingredientes ativos, a aplicacéo
de herbicidas conjuntamente com a alteracdo do nivel de umidade do solo
pode causar estresse oxidativo levando ao aumento das espécies reativas de

oxigénio (EROs), que em condi¢cdes normais de crescimento possuem seu
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acumulo equilibrado. Sendo assim, em condi¢cdes ambientais desfavoraveis, as
plantas ativam um sistema de detoxificacdo sintetizando e promovendo a acéo
de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) (FOYER e NOCTOR, 2000; FIDALGO et
al., 2004; MICHALAK, 2006; SONG et.al., 2007).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar respostas
fisiologicas e bioquimicas em plantas de soja ap0s a aplicacdo de herbicidas

recomendados para a cultura em trés niveis de umidade do solo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Condigdes experimentais

O experimento foi conduzido no ano agricola 2014/15 em casa de
vegetacdo pertencente ao Departamento de Fitossanidade da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), no municipio de Capdo do Ledo/RS, em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (7x3) com quatro
repeticbes. O fator A foi composto pelos tratamentos herbicidas (Glyphosate,
Sulfentrazone, S-metolachlor, Glyphosate+Sulfentrazone, Glyphosate+S-
metolachlor, Glyphosate+Sulfentrazone+S-metolachlor), recomendados para a
cultura da soja, além do tratamento controle (auséncia de herbicida) e o fator B
consistiu de trés niveis de umidade do solo: Capacidade de campo, Solo Seco
(50% abaixo da capacidade de campo) e, Solo Saturado (50% acima da
capacidade de campo).

Foram utilizados vasos plasticos com capacidade de oito litros,
preenchidos com 8 Kg de solo homogeneizado, peneirado e adubado,
conforme a recomendac&o para a cultura (INDICACOES TECNICAS PARA A
CULTURA DA SOJA NO RS E SC, 2014). O solo utilizado foi um Planossolo
Hidromorfico Eutrdéfico tipico, com as seguintes caracteristicas: pH agua (1:1) =
5,6; CTC efetiva= 5,7cmolc dm3; Matéria Organica= 1,93%; Argila= 13%;
Classe de argila= 4; Ca= 3,6 cmolc dm=3; Mg= 1,8 cmolc dm3; Al trocavel= 0,1
cmolc dm3; P-Mehlich= 51,9 mg dm3; K= 51,9 mg dm=3. A andlise quimica foi
realizada no Laboratorio de Analise de Solos do Departamento de Solos da
UFPel.
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A cultivar de soja (Glycine max (L.) Merrill) utilizada foi a BMX Poténcia
RR, a qual possui em seu genoma a tolerancia ao glyphosate (MONSANTO,
2015), semeando oito sementes por vaso, tratadas com Standak Top®
(composto por inseticida Fipronil do grupo pirazol, e os fungicidas
Piraclostrobina do grupo das estrubirulinas e Metil Tiofanato do grupo dos
benzimidazois), mantendo-se 3 plantas por vaso ap0s emergir.

Diariamente as plantas foram irrigadas e, ao atingirem o estadio V3
(segunda folha trifoliolada completamente desenvolvida) determinou-se a
umidade do solo de cada vaso sendo considerado como capacidade de campo
a capacidade méaxima de retencdo da agua no solo. Esta foi determinada a
partir de irrigacdo em volume excessivo deixando o solo saturado de &gua e
com finalidade de evitar a evaporacdo da agua, cobriu-se a superficie dos
vasos com papel filme. Apos 24 horas, todos os vasos foram pesados com
auxilio de balanca até observar peso constante. A partir deste periodo, foram
estabelecidos os tratamentos compondo as diferentes umidades do solo onde,
diariamente os vasos foram novamente pesados e, para 0 tratamento
capacidade de campo, a reducdo no peso de cada vaso no dia seguinte, foi
reposta em igual volume de agua. Para o tratamento solo seco, apds a
pesagem, estes vasos receberam somente 50% do volume de &gua para
atingir a capacidade de campo. E, para o tratamento solo saturado, a reposi¢ao

de agua foi de 50% acima da capacidade de campo.

Figura 1. Plantas de soja no dia da aplicacdo dos tratamentos herbicidas e a disposi¢cdo dos
tratamentos de niveis de umidade: Solo saturado (Esquerda), Solo em Capacidade de Campo
(Centro) e Solo Seco (Direita). FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2014.
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O solo estando nos niveis adequados de umidade (Figura 1), conforme
seus respectivos tratamentos, procederam-se as aplicacbes dos herbicidas
com auxilio de pulverizador costal de precisao, pressurizado a COz2, equipado
com barra composta de quatro pontas de pulverizacéo jato plano do tipo leque,
série 110-02, espacadas em 50 cm, calibrado para distribuir um volume de
calda de 150 L ha'. As recomendacdes de aplicacdo para a cultura da soja e
as caracteristicas dos herbicidas estdo descritas abaixo, sendo 0os mesmos
aplicados de forma isolada e sequenciais.

- Glyphosate: Recomendacédo de 4,0 L ha ou 1920 g equivalente acido
hal; Nome quimico: N-(phosphonomethyl) glycine; Concentracdo: Sal de
Isopropilamina de Glyphosate 480 g L' (360 g L' e.a.); Tipo de
formulacdo: Concentrado  solavel; Grupo quimico: Glicina  substituida;
Mecanismo de acéo: Inibidor da EPSPS; Solubilidade em agua (Sw): 12 g L?
25°C; Pressdo de vapor (P): praticamente nula; Acido fraco e base fraca ao
mesmo tempo; Meia-vida (t ¥2) normalmente de 20 dias variando conforme o
tipo de solo.

- Sulfentrazone: Recomendacdo de 0,6 L ha! ou 0,3 Kg i.a. ha;
Concentragao: 2’,4’-dichloro-5-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-methyl-5-oxo-1H-
1,2,4-triazol-1-yl) methanesulfonanilide 50,0% m/v (500 g L) Ingredientes
Inertes 72,16% m/v (721,60 g L1); Tipo de formulacédo: Suspenséo
concentrada; Classe: Herbicida pré-emergente, seletivo condicional, de acédo
sistémica; Grupo quimico: Triazolona; Mecanismo de acdo: Inibidores da
PROTOX. Sw: 490 g L 25°C; P: 1,0 x 10° mm Hg a 25°C; Constante de
equilibrio de ionizagéo acido (pKa): 6,6; t %2 aproximadamente 180 dias.

- S-metolachlor: Recomendacédo de 1,2L ha?' ou 1,15Kg i.a. ha¥;
Concentragao: (S)-2-cloro—N-(2-etil-6—metil-fenil)-N-2-metoxi—-1-metil
—etil) acetamida 960 g L (96% m/v); Ingredientes inertes: 4% m/v; Tipo de
formulacdo: Concentrado emulsionavel; Classe: Herbicida pré-emergente com
acdo graminicida acentuada; Grupo quimico: Acetanilidas; Mecanismo de
acdo:Inibidores do crescimento da parte aérea. Sw: 530 g L1 25°C; P: 1,3 x 10°
mm Hg a 20°C; Constante de equilibrio de ionizacdo acido (pKa): 0,0; t %
aproximadamente 114 dias.

Sete, 14 e 28 dias da submissdo dos tratamentos, avaliaram-se as

plantas quanto a variaveis fisioldgicos e bioquimicos, conforme segue
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descricdo abaixo, sendo cada tratamento composto por quatro vasos e estes,
contendo trés plantas cada. A unidade experimental foi composta por uma

planta e o nimero de repeti¢cdes variou conforme a variavel analisada.

2.2. Indice de clorofila, flavonoides e balan¢o do nitrogénio

As avaliagbes foram realizadas no terceiro trifélio completamente
desenvolvido com auxilio de um clorofildbmetro modelo Dualex® (FORCE-A,
Orsay, France), procedendo duas leituras por planta em uma planta por vaso,
totalizando oito repeticbes por tratamento. Este equipamento portatil fornece
em Unica medicdo na folha, os indices de clorofila (Chl), flavonoides (Flv) e de
balanco do nitrogénio (NBI). O indice de Flv é estimado com base na técnica
de fluorescéncia utilizando dois comprimentos de onda de excitagdo: um no
comprimento de onda de UV a 375 nm que € absorvido por flavonoides,
localizados principalmente na epiderme, e um comprimento de onda de
referéncia que passa através da mesma, sem ser absorvido antes de atingir a
clorofila no mesofilo. A relacdo entre Chl/Flv permite a estimativa do indice de
NBI (ABDALLAH, 2012).

2.3. Trocas gasosas

As leituras de trocas gasosas foram realizadas no terceiro trifélio
completamente desenvolvido, em uma planta por vaso, com quatro repeticdes
por tratamento, utilizando-se o analisador portétil a infravermelho de CO:
modelo LI-6400XT (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA), com densidade de fluxo
de fétons fotossinteticamente ativo de 1.200 pmol fétons m=? s e concentracdo
de CO2 no interior da camara de 400 pmol CO2 mol?l. Medindo-se a taxa
assimilatéria liquida de COz2 (A, umol CO2 m™ s1), condutancia estomatica (gs,
mol H20 m2 s1), taxa transpiratéria (E, mmol H20 m? s) e, eficiéncia do uso
da agua (EUA) calculada a partir da relacdo entre a taxa fotossintética e

transpiratoria (A/E).

2.4. Potencial osmoético

Para a determinacdo do potencial osmotico (Ws) foi utilizado um
osmoémetro de presséo de vapor modelo 5600 VAPRO (Wescor, Logan, Utah,
EUA). O material vegetal (trifélios completamente desenvolvidos do terco
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meédio de cada planta) foi coletado aos sete, 14 e 28 DAA e armazenado em
Ultrafreezer a -80 °C, sendo este material utilizado para todas as andlises
descritas na sequéncia com quatro repeticbes por tratamento. Para o Ws,
aproximadamente 500 mg de cada amostra, com quatro repeticbes por
tratamento, onde as folhas foram macerados em tubos eppendorf utilizando-se
um bastéo de vidro, seguido de centrifugacdo a 12000 g a temperatura de 4 °C.
Os valores obtidos em mmol kg?! foram convertidos em Ws por meio da
equacgdo de Van't Hoff onde, Ws = -C x 2,58 x 103, sendo C o valor de

osmolalidade obtido em 10 pL de suco celular em cada medida.

2.5. Teor de prolina

Quantificado com base na metodologia adaptada de Bates et al. (1973).
Aproximadamente 300 mg de tecidos foliares foram macerados em 2,0 mL de
acido sulfossalicilico (3% m/v), com auxilio de pistilo e almofariz, sendo o
extrato transferido para tubos eppendorf seguido de centrifugacdo a 1000 g por
10 minutos em temperatura ambiente. Coletou-se 1,0 mL do sobrenadante o
qual foi transferido para tubo de ensaio e, apés, adicdo de 2,0 mL de &cido
glacial acético, 2,0 mL de ninhidrina acida e 2,0 mL de agua destilada, mantido
em banho-maria por 1 hora a 100 °C. Na sequéncia, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo e deixadas no escuro até atingirem temperatura
ambiente, posteriormente adicionou-se as mesmas 4,0 mL de tolueno para a
separacao das fases. A fracao incolor foi desprezada e a leitura das amostras
da fracdo com cor (parte superior) realizada em comprimento de onda a 520
nm. Os teores de prolina livre foram calculados com base na massa fresca,
segundo a formula: [(ug prolina mL? x mL tolueno)/115,5 yg umol?] / [(g

amostra)/5], expressos em pymol de prolina g* massa fresca.

2.6. Teores de perdxido de hidrogénio e peroxidacéao de lipidios

Os danos celulares nos tecidos foram determinados através do teor de
peroxido de hidrogénio (H202), conforme descrito por Loreto e Velikova (2001)
e os das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), via acumulo de
aldeido malénico (MDA), conforme descrito por Health e Packer (1968). Para
tal, 350 mg de folhas foram macerados, homogeneizados em 2,0 mL de acido

tricloroacético (TCA) (0,1% m/v) e centrifugados a 12000 g por 15 minutos.
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Para a quantificacdo do H202, adicionaram-se aliquotas de 0,2 mL do
sobrenadante a 0,8 mL de tampéao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1,0 mL
de iodeto de potassio 1 M. As leituras em espectrofotdometro foram realizadas a
390 nm sendo a concentragdo do H20:2 calculada através da comparacgéo das
leituras com curva padréo obtida a partir de diferentes concentracées de H20:2
e expressa em UM de H202 g de massa fresca.

Para medicdo da concentracdo de espécies reativas ao &cido
tiobarbittrico (TBARS) adicionou-se 250 yL do sobrenadante a 1,0 mL da
solucdo contendo &acido tiobarbitdrico (TBA) (0,5% m/v) e TCA (10% m/v).
Incubou-se 0 meio de reacdo em banho maria a 95 °C por 30 minutos
mantendo os tubos fechados, paralisando a reacao por resfriamento rdpido em
banho de gelo durante 10 minutos. A absorbancia das TBARS formadas foi
determinada em espectrofotdbmetro a 535 nm e 600 nm. O TBA forma
complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular, como
o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de peroxidacao. Com
estes valores calculou-se a concentracdo do complexo MDA/TBA pela seguinte
equacdao: [MDA] = (A535 — A600)/(¢.b), onde: ¢ (coeficiente de extingdo = 1,56 x
10° cm?) e b: (comprimento 6tico = 1). A peroxidacao foi expressa em nmol de
MDA g de massa fresca.

2.7. Ensaio enzimatico antioxidante

O extrato enzimatico para quantificacdo da atividade de enzimas do
metabolismo antioxidante foi obtido por meio da maceracdo de
aproximadamente 350 mg de massa fresca foliar em polivinilpolipirrolidona
(PVPP) (10 % p/p) e 2,0 mL de tampado de extracdo contendo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,8), EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 0,1 mM,
acido ascorbico 10 mM e agua, sendo centrifugado a 13000 g, a 4 °C por 20
minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado para as dosagens
enzimaticas. A partir deste extrato foi quantificado o teor de proteinas totais de
cada amostra pelo método de Bradford (1976), sendo expressas em mg g de
massa fresca.

- Atividade da Superéxido dismutase (SOD): Determinada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugédo do azul de nitrotetrazodlio (NBT)
(GIANNOPOLIS e RIES, 1977) em um meio de reagdo composto por fosfato de
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potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM,
riboflavina 2 pM, agua e o extrato enzimético. Os tubos contendo o meio de
reagdo foram iluminados por 7 minutos, em caixa adaptada com lampada
fluorescente (20 W). Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo na auséncia do
extrato enzimatico também foi iluminado, e o branco (padrédo de referéncia)
permaneceu no escuro. Realizaram-se as leituras a 560 nm e o calculo da
atividade da enzima feito pela equacdo: % de Inibicdo = (Asso amostra com
extrato enzimatico - Aseo controle sem extrato enzimatico) / (Asso controle sem
extrato enzimatico). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade da
enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢cdes de
ensaio, sendo expressa em U mg de proteina.

- Atividade da Catalase (CAT): Determinada segundo metodologia
descrita por AZEVEDO et al. (1998) com base no consumo de H:20:2
(coeficiente de extingdo 39,4 mM cm). O meio de reacdo foi composto por
tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), H202 12,5 Mm, agua e o extrato
enzimatico, sendo a atividade monitorada pelo decréscimo na absorbancia a
240 nm durante 1,5 minutos e expressa em pmol H202 min't mg? de proteina.

- Atividade da Ascorbato peroxidase (APX): Determinada segundo
NAKANO e ASADA (1981), com base na taxa de oxidagdo do ascorbato
(coeficiente de extingdo 2,8 mM cm™). O meio de reacdo foi composto de
tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), &cido ascoérbico 0,5 mM, H202 0,1
mM, &gua e o0 extrato enzimético, sendo a atividade monitorada pelo
decréscimo na absorbancia a 290 nm durante 1,5 minutos e expressa em umol

ASA mint mg? de proteina.

2.8. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5 % de
probabilidade, utilizando o software estatistico WinStat (MACHADO e
CONCEICAO, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para a variavel indice de clorofila (Chl), aos sete e 28 dias apds a
aplicacado (DAA) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura
2A e C). No entanto, aos 14 DAA, somente o herbicida sulfentrazone,
apresentou diferenca para os niveis de umidade do solo, com valores médios
significativamente inferiores em solo saturado (50% acima da capacidade de
campo) quando comparado ao solo seco (50% abaixo da capacidade de
campo) (Figura 2B). Um dos fatores mais importantes para o crescimento e
adaptacao das plantas aos mais variados ambientes € o contetdo de clorofilas
e carotendides (REGO e POSSAMAI, 2004). Desta forma, um herbicida ao
afetar o teor destes pigmentos na planta contribuira para um menor
crescimento e desenvolvimento. Rossi et al. (2003) relatam que a atividade do
sulfentrazone aumentou apos precipitacdo de 90 mm, ou seja, aumentando o
teor de umidade do solo torna-o mais disponivel, mesmo em solo de baixa
mobilidade para esse herbicida.

O efeito negativo do sulfentrazone possivelmente esté relacionado ao
seu modo de acdo que o caracteriza como destruidor de membranas celulares,
inibindo a enzima PROTOX, acumulando a protoporfirina IX rapidamente, por
conseguinte, na presenca de luz e oxigénio, a sua saida para o citoplasma
produz a forma reativa do oxigénio (oxigénio singlet), com consequente

peroxidacao dos lipidios da membrana celular (DAN HASS, 1993).
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Figura 2. indice de clorofila (Chl) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e
28 (C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
maidsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minUsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam os
desvios-padrdo das médias.
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A nao alteracdo do indice de Chl aos 28 DAA para este herbicida
(sulfentrazone) estd relacionado a sua degradacdo. Conforme descrito por
Brum et al. (2013) a degradacao € mais rapida em condi¢6es de maior umidade
do solo (80% da CC). A explicacdo para tal tendéncia remete ao fato da
umidade ter uma influéncia direta sobre a proliferacdo dos microrganismos
degradadores e suas atividades (MARTINEZ et al., 2010).

Quanto ao indice de flavondides, comparando-se os herbicidas dentro
de cada nivel de umidade do solo, podemos observar que ndao houve diferenca
significativa aos sete DAA (Figura 3A). Porém, para o herbicida s-metolachlor
houve diferenca significativa entre as umidades, sendo que em solo seco
observou-se valores inferiores aos demais. O s-metolachlor é considerado
como moderadamente persistente no solo e na agua e, para comprovar a
relacdo da mobilidade deste herbicida com a precipitacdo, Southwick (2009),
constatou que, durante estacdes de chuvas abaixo do normal, onde ha uma
reducdo no escoamento superficial total e fluxo de lixiviados, houve uma
reducdo de 93% no movimento do s-metolachlor correspondente através
destas rotas (escoamento superficial e lixiviagao).

A avaliacdo destes pigmentos aos 14 DAA resultou em diferenca
significativa, para o fator umidade do solo, na combinagdo dos herbicidas
glyphosate+sulfentrazone, sendo o maior indice observado em solo seco. Vale
ressaltar ainda que, nesta umidade do solo, a aplicacdo destes herbicidas de
forma combinada gerou uma maior sintese de flavonoides quando comparado
aos tratamentos controle (sem herbicida), glyphosate, s-metolachlor e
glyphosate+s-metolachlor (Figura 3B). Pouco se sabe a respeito do efeito da
agua sobre a formacdo de compostos fendlicos na planta, entre eles, os
flavonoides (BORTOLO et al.,, 2009). Em geral, o estresse hidrico pode
promover aumento na biossintese de compostos fendlicos, como observada
neste estudo, acentuando este efeito pela aplicacdo de herbicidas (MATERN e
GRIMMIG, 1994).

O glyphosate € um herbicida acido que no solo se encontra na forma
anidnica (predisposto a ficar na fase liquida e ser absorvido pelas plantas ou
ser lixiviado), mas apresenta um alto valor de koc que, ao entrar em contato
com o solo, é rapida e fortemente adsorvido, ndo sendo nem absorvido pelas

raizes nem lixiviado. Além disso, para o glyphosate e sulfentrazone, a
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biodegradacdo é o principal processo de degradacdo do herbicida sendo
transformados em compostos ndo-toxicos para as plantas (CARVALHO, 2013).

Aos 28 DAA houve diferenca significativa entre os niveis de umidade do
solo para o tratamento herbicida sulfentrazone, com valores superiores em solo
seco quando comparado ao solo saturado e, para o0s herbicidas
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor, também superior em solo seco,
porém diferindo significativamente do solo em capacidade de campo (figura
3C). Segundo Furlan (1998) e Andrade e Casali (1999) o estresse hidrico em
determinadas fases da cultura, leva a uma maior producdo de substancias do

metabolismo secundario, ativando mecanismos de defesa da planta.
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Figura 3. indice de flavonoides (Flv) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14
(B) e 28 (C) DAA de herbicidas com varia¢cdo na umidade do solo. Letras iguais ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras mindsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s

desvios-padrao das médias.
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Para o indice de balanco do nitrogénio (NBI), aos sete DAA nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 4A). Entretanto, aos 14 e 28
DAA, houve diferenca significativa para os niveis de umidade do solo apenas
para o herbicida sulfentrazone, onde, aos 14 DAA, valores significativamente
superior foram observados em solo seco em comparacao ao saturado e aos 28
DAA, a resposta foi inversa, maiores valores no solo saturado em relagdo ao
seco (Figura 4B e C). O NBI é uma variavel que considera a relacao entre o
indice de clorofila e flavonoides, dando uma estimativa do estado nutricional de
nitrogénio na planta (COELHO et al., 2012). Conforme relatado por Rossi et al.
(2003) aumentando o teor de umidade do solo torna o herbicida sulfentrazone
mais disponivel, e segundo Cerovic et al. (1999) ao submeter a cultura a uma
condicdo de estresse, remete a deficiéncia de nitrogénio onde a planta
direciona a elevacao da producdo de compostos fendlicos, pelo metabolismo
secundario, na camada epidérmica.

Conforme relatado por Blanco et al. (2010) o teor de agua no solo
influencia a atividade e persisténcia do herbicida onde, a reducédo na umidade
do solo pode beneficiar a adsor¢cdo do herbicida aos coldides do solo e
desfavorecer o desenvolvimento da comunidade microbiana edéafica,
participante dos processos de dissipacdo dos herbicidas. Desta forma, com o
herbicida adsorvido aos coldides o crescimento da comunidade microbiana é
prejudicado, ndo diminuindo a concentracdo deste no solo, explicando a

reducdo do indice NBI aos 28 DAA em solo seco.
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Figura 4. indice de balanco do nitrogénio (NBI) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos
sete (A), 14 (B) e 28 (C) DAA de herbicidas com variagdo na umidade do solo. Letras iguais
nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que,
letras mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras mindsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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As trocas gasosas, avaliadas em seguida das variaveis acima discutidas,
apresentaram uma maior variagdo entre os diferentes tratamentos para 0s
periodos analisados. A taxa de fotossintese liquida nas plantas de soja, aos
sete DAA dos tratamentos umidades do solo e herbicidas, ndo expressou
alteracdo significativa condicionado ao tratamento herbicida. Somente no
tratamento controle houve variagao significativa, com menor valor em solo seco
(Figura 5A). Este mesmo comportamento foi observado aos 14 DAA,
entretanto, observado também nos tratamentos com os herbicidas glyphosate,
s-metolachlor, glyphosate+sulfentrazone, glyphosate+s-metolachlor e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor (Figura 5B). Em analogia aos 28 DAA
(Figura 5C), as plantas controle ndo diferiram quanto a taxa fotossintética nas
diferentes umidades do solo, havendo diferenca significativa somente para os
herbicidas glyphosate, s-metolachlor, glyphosate+sulfentrazone e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor, sendo inferior em solo seco.

No fator umidade do solo, para as condi¢des de solo em capacidade de
campo e saturado, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
herbicidas aos 14 e 28 DAA. Porém, em solo seco aos 14 DAA, a fotossintese
foi superior com o herbicida sulfentrazone e significativamente inferior com os
herbicidas glyphosate+s-metolachlor (Figura 5B). Aos 28 DAA, reducao na taxa
fotossintética foi caracterizada pelo tratamento glyphosate+sulfentrazone+s-
metolachlor (Figura 5C).

Em relacdo a condutancia estomatica (gs), aos sete DAA ndo houve
diferenca significativa para oS herbicidas s-metolachlor,
glyphosate+sulfentrazone e glyphosate+s-metolachlor comparando as
umidades do solo. Entretanto, para os demais tratamentos herbicidas e o
controle, em solo seco obtiveram-se valores médios significativamente
inferiores. Ainda para este periodo de avaliacdo, a maior condutancia
estomética foi observada em solo saturado para o0s herbicidas
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor (Figura 6A). Nota-se que, aos 14 DAA
os valores de condutancia estomatica nas plantas de soja em solo saturado
foram superiores aos observados em solo seco e capacidade campo, para
todos os tratamentos herbicidas (Figura 6B). JA aos 28 DAA, somente no
tratamento controle, sulfentrazone e s-metolachlor os valores diferiram

significativamente, sendo superiores em solo saturado (Figura 6C).
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Figura 5. Taxa fotossintética (A) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e
28 (C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais n&do diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minusculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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Figura 6. Condutancia estomatica (gS) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A),
14 (B) e 28 (C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
maidsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minUsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam os
desvios-padrao das médias.
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Para a explicacédo da taxa fotossintética, aos sete DAA, existem algumas
controversias em relacéo a qual € o limitante primério da fotossintese sob seca:
fechamento estomético ou prejuizo metabodlico (FLEXAS et al., 2006). Ha um
consenso de que a reducgdo da difusdo de CO2 da atmosfera para o local de
carboxilacdo € a causa principal do decréscimo da fotossintese em varias
condicdes de estresse hidrico (FLEXAS et al., 2004). O fechamento estomético
€ geralmente acompanhado do decréscimo da taxa de utilizacdo de ATP e
NADPH (substratos da fotossintese) para a assimilacdo de CO2 (HURA et al.,
2007).

Aos 14 DAA, a condigdo estavel da taxa fotossintética liquida em solo
seco para o herbicida sulfentrazone pode ser atribuida a uma absorcdo e
translocacdo minima do herbicida e/ou 0 aumento da concentracdo da enzima
mitocondrial PROTOX que atua como um redutor para o excesso de
protoporfirinogénio no citoplasma (HIGGINS et al., 1988; MATSUMOTO et al.,
2001) e metabolismo rapido (VAUGHN et al.,, 1991). Ainda, a redugédo da
fotossintese com o herbicida s-metolachlor corrobora com os resultados
obtidos por Santos et al. (2012) onde este produto proporcionou sintomas de
fitointoxicagdo, encarquilhamento das folhas e inibicAo temporaria do
crescimento das plantas de soja, e em feijdo observou-se clorose das folhas
cotiledonares. Esses sintomas sao provavelmente causados pelo contato das
moléculas do herbicida com a zona de absorcéo das raizes das plantas e pela
diminuicdo da difusdo do CO:2 para dentro da folha (JONES, 1985). J&, para o
observado aos 28 DAA, relatérios recentes sugerem que o glyphosate ou acido
aminometilfosfénico (AMPA), que é seu principal metabdlito, pode diminuir a
fotossintese, embora as culturas RR sejam resistentes ao glyphosate
(ZOBIOLE et al., 2012), além disso, agricultores tém observado que algumas
variedades de soja transgénicas sdo sensiveis ao estresse hidrico e outros
relatam sintomas visuais de injlrias na soja RR apos o uso de glyphosate
(SANTOS et al., 2007; ZABLOTOWICZ e REDDY, 2007).

A obtencdo da maior taxa fotossintética ser adquirida em solo saturado
pode ser explicada pelo fato do desenvolvimento de uma série de mecanismos
de adaptacéo para lidar com a anaerobiose provocada pela saturacéo. Estes
mecanismos incluem adaptagbes morfologicas (GIBBERD, 2001; BAILEY-
SERRES e VOESENEK, 2008) e metabdlicas (VOESENEK et al., 2004), tais
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como inducdo de enzimas da rota fermentativa e modificacbes estruturais,
como presenca de aerénquima (DREW, 1997) e formacdo de raizes
adventicias (PIRES et al., 2002). Além disso, solos nessas circunstancias, com
agua abundante, favorecem a troca de agua pela transpiracdo, permitindo
maiores trocas de CO2 com o ambiente, o que eleva a atividade fotossintética,
o crescimento e a producéo (KERBAUY, 2009).

Shalhevet (1983) cita que o decréscimo na disponibilidade de 4gua no
solo ocasiona queda no potencial da agua nas folhas das plantas, levando a
perda de turgescéncia e a reducdo da condutancia estomatica. A reducédo da
taxa de assimilagdo de CO:2 durante o estresse hidrico deve-se a reducdo na
disponibilidade de CO:2no interior da folha, causada pelo fechamento dos
estbmatos em resposta a reducao da disponibilidade de agua no solo (ROSA et
al., 1991), corroborando com os resultados apresentados por PAIVA et al.
(2005) onde avaliou a condutancia estomatica em folhas de feijoeiro submetido
a diferentes regimes de irrigagao.

Deste modo, a transpiracdo foliar (E), a exemplo da condutancia
estomatica (gs), mecanismos estes que representam a taxa de difusdo de
gases através dos estbmatos, também foi significativamente inferior para as
plantas cultivadas em solo seco quando comparado aos demais niveis de
umidade, independente dos tratamentos herbicidas, aos sete e 14 DAA e, aos
28 DAA somente néo diferiu no tratamento controle (Figura 7A, B e C). Embora
os resultados expressem diferencas entre as umidades do solo analisando
cada tratamento herbicida em especifico, isolando o fator umidade do solo a
aplicacdo dos herbicidas nédo alterou a conduténcia estomatica e a taxa
transpiratoria em relagcdo ao tratamento controle nos trés periodos avaliados
(Figuras 6A,.Be Ce 7A,B e C).

A eficiéncia no uso da agua (EUA) que representa a relacdo A/E, na
primeira avaliacdo, de modo geral foi significativamente superior para as
plantas em solo seco, com excegdo para o0 tratamento herbicida
glyphosate+sulfentrazone, no qual ndo diferiu para as umidades do solo (Figura
8A). Aos 14 DAA, diferenca significativa foi observada somente para 0s
herbicidas s-metolachlor e glyphosate+s-metolachlor, sendo a EUA superior em
solo na capacidade de campo, ressaltando que para estes herbicidas a mesma

foi significativamente inferior em solo seco (Figura 8B). Ainda, aos 28 DAA,
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comparando as umidades do solo para cada herbicida, efeito significativo foi
expresso somente na combinacao dos herbicidas glyphosate+sulfentrazone+s-
metolachlor, sendo os menores valores obtidos em solo seco (Figura 8C). Os
resultados demonstram que, em solo seco, os herbicidas diferiram entre si,
sendo significativamente superior para s-metolachlor e glyphosate+s-
metolachlor comparados ao tratamento glyphosate+sulfentrazone+s-

metolachlor.
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Figura 7. Transpiracéo (E) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e 28
(C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais néo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minusculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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Figura 8. Eficiéncia no uso da 4gua (EUA) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete
(A), 14 (B) e 28 (C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que,
letras mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras mindsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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O déeficit hidrico tem efeitos em diversos processos fisioldgicos das
plantas, geralmente aumentando a resisténcia estomatica, reduzindo a
transpiragdo e consequentemente o suprimento de CO:2 para a realizagéo do
processo de fotossintese (NOGUEIRA et al., 2001), como ocorreu aos 14 DAA
ao avaliarmos a transpiracdo em folhas de soja. BATISTA et al. (2010)
observaram em cultivares de Vigna unguiculata submetidas a estresse hidrico
reducbes na transpiragdo e na condutancia estomatica, devido a uma
diminuicdo na abertura dos estdmatos. O autor relata que esse declinio foi uma
consequéncia da reducdo do potencial hidrico quando as plantas foram
submetidas a condi¢des de deficiéncia hidrica.

Conforme relatado por Pereira et al. (2009) ao estudarem trocas
gasosas e eficiéncia fotossintética em variedades de cana-de-acucar
submetidas a dois regimes hidricos verificaram que a EUA aumentou sob
deficiéncia hidrica, comportamento observado também neste trabalho. Os
valores inferiores observados aos 14 DAA em solo seco nos tratamentos s-
metolachlor e glyphosate+s-metolachlor, estdo de acordo com Concenco et al.
(2014) que estudaram caracteristicas fisiolégicas de Crambe abyssinica sob
aplicacdo de herbicidas e observaram decréscimo nos valores de EUA sob
aplicacao de s-metolachlor.

Para a variavel potencial osmoético (Ws), houve diferenga significativa
entre os niveis de umidade de solo para os diferentes tratamentos herbicidas
em todos os periodos avaliados, porém este comportamento ndo seguiu
sempre a mesma tendéncia (Figura 9). Aos sete DAA, a maior redugcéo no Ws
ocorreu em solo seco quando comparado aos demais. As plantas em solo
saturado, embora tenham apresentado valores menos negativos de Ws, esta foi
a Unica condicdo de umidade do solo onde houve diferenca entre o0s
tratamentos herbicidas com valores significativamente mais negativos para o
herbicida glyphosate em relacdo ao glyphosate+sulfentrazone (Figura 9A). Aos
14 DAA somente nos tratamentos herbicidas glyphosate e sulfentrazone houve
diferenca significativa, levando a uma maior reducdo em solo seco em
comparacao ao saturado (Figura 9B). Ja aos 28 DAA somente nos tratamentos
glyphosate+s-metolachlor e glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor néo
houve diferenca significativa. Analisando os herbicidas para cada tratamento

umidade, em solo seco valores mais baixos foram observados para o herbicida
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glyphosate, diferindo dos tratamentos glyphosate+s-metolachlor e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor. Em capacidade de campo nao houve
diferenca para os herbicidas e, em solo saturado o controle diferiu do
tratamento glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor, com valores mais baixos
para os herbicidas combinados (Figura 9C).

A variagao no Ws representa o ajuste osmético que as células vegetais
buscam para minimizar os efeitos do estresse, seja este, no presente estudo,
causado pelas diferentes umidades do solo, pelo efeito dos herbicidas ou de
ambos. Este comportamento, de modo geral, seguiu aos resultados
apresentados pela taxa fotossintética, a qual teve maior redugcédo nas plantas
em solo seco principalmente aos 14 e 28 DAA. Estando de acordo com Chaves
Filho (2001) que relacionou a diminuicdo nos valores do potencial osmaético a
uma resposta ao estresse hidrico, caracterizando um ajustamento osmatico,
permitindo a manutencdo da turgescéncia, crescimento e fotossintese, sob
baixos valores de potencial hidrico de folha (Morgan, 1984). Este mecanismo €,
provavelmente, uma das estratégias que, atuando em conjunto com outros
fatores, permitem a espécie sobreviver em condicfes estressantes que
ocorrem em seu ambiente natural.

Os resultados descritos para a aplicagao do herbicida glyphosate podem
ser compreendidos pelo fato que tanto o glyphosate, quanto seus sais Sao
sélidos cristalinos muito sollveis em agua acentuando a deficiéncia hidrica nas
folhas, causada pelo decréscimo do potencial osmético que inibe o crescimento
e metabolismo dos vegetais, diminuindo a fotossintese e o consumo de
assimilados nas folhas em expansdo. Isso ocorre devido a reducdo do
potencial hidrico do floema durante o estresse hidrico, que diminui o
movimento de assimilados, visto que o transporte pelos elementos crivados
depende de gradientes de pressédo (TOMLIN, 1994; TAIZ e ZEIGER, 2013).

A resposta para reducdgo do Ws com a aplicacdo do herbicida
sulfentrazone pode ser atribuida a solubilidade deste em agua, que é de 490
mg L* (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005), considerada elevada e dispensando
a incorporacdo mecanica, mesmo quando aplicado no periodo seco. Além
disso, segundo Grey et al. (1997) solos arenosos aumentam a disponibilidade
do herbicida no solo para ser absorvido pela planta, fazendo com que ocorra

reducdo no potencial osmdtico.
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Figura 9. Potencial osmético (MPa) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14
(B) e 28 (C) DAA de herbicidas com varia¢cdo na umidade do solo. Letras iguais ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras mindsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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Segundo Silva (2000), a eficiéncia dos herbicidas é influenciada pela
temperatura, umidade relativa do ar, textura do solo, teor de matéria organica,
pH, e pelo teor de umidade no solo. Isto significa que em solos secos, 0S
compostos sao firmemente adsorvidos ndo sendo prontamente disponiveis
para a planta, enquanto que em solos Umidos eles se apresentam mais
disponiveis a absorcdo das plantas, explicando a razdo do s-metolachlor sofrer
a influéncia dos niveis de umidade do solo.

A prolina é um composto osmoprotetor que se acumula nas células,
estando relacionada ao ajustamento osmoético (Giannakoula et al., 2008). No
presente estudo houve uma ampla variacdo no conteudo deste aminoacido nas
plantas de soja frente as diferentes condi¢cdes de crescimento. Aos sete DAA,
comparando as umidades do solo para os tratamentos herbicidas, houve
diferenca somente para glyphosate, s-metolachlor e na combinacdo destes
(Figura 10A). Em solo seco, o maior teor de prolina foi observado para o
tratamento herbicida glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor e na capacidade
de campo para o tratamento glyphosate+s-metolachlor, ndo havendo diferenca
em solo saturado.

Aos 14 DAA, diferenga nos teores de prolina foi observada no tratamento
herbicida sulfentrazone (significativamente inferiores para solo seco e
saturado), glyphosate+s-metolachlor e glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor
(menores valores em solo seco). Em solo na capacidade de campo, o herbicida
sulfentrazone possivelmente levou a um aumento na sintese do aminoéacido
prolina, uma vez que seu teor foi significativamente superior (Figura 10B).

Ao prolongar o periodo de submissdo das plantas as diferentes
condicBes de umidade do solo e herbicidas, conforme observado aos 28 DAA,
as plantas de soja cultivadas em solo saturado, de forma geral, mantiveram
baixos os teores de prolina em relacdo ao solo seco e capacidade de campo,
levando a diferenca significativa nos tratamentos controle, glyphosate, s-
metolachlor e glyphosate+s-metolachlor (Figura 10C). Em solo na capacidade
de campo o0 aumento de prolina ocorreu no tratamento controle, glyphosate e
glyphosate+s-metolachlor. Ja em solo seco, este comportamento foi observado
no controle e glyphosate somente, o que estd de acordo com os valores de
potencial osmotico, onde a maior reducdo em solo seco foi para o tratamento

glyphosate (Figura 10C).
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Para glyphosate+s-metolachlor observaram-se valores superiores em
capacidade de campo (Figura 10A), porque acredita-se que aminodcidos livres,
como a prolina, protejam o0s tecidos vegetais contra esses estresses
(tratamentos herbicidas) por servirem como reserva de nitrogénio, protetor
hidrofébico de enzimas e estruturas celulares (MADAN et al., 1995; SOMAL e
YAPA, 1998).

Ao fixar o nivel de umidade de solo, em solo seco a combinacao dos trés
herbicidas apresentou os maiores valores (Figura 10A), pois 0 estresse de
déficit hidrico combinado com os trés herbicidas aumentou a concentracdo de
prolina pelos distirbios no metabolismo das proteinas (LARCHER, 2000), e
pela manutencao, provavel, no potencial hidrico da folha, que em contrapartida
aumenta o teor deste aminoacido, no sentido de se ajustar osmoticamente e
defender as plantas da desidratacdo (COSTA, 1999). Em geral, as plantas
exibem um aumento no conteudo de prolina sob estresse abi6tico, como a
salinidade, déficit hidrico ou calor (SILVA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009),
podendo desempenhar diferentes papéis em resposta ao estresse abiotico, tais
como a eliminacéo de radicais livres, protegendo as estruturas celulares contra
danos oxidativo e desnaturacdo (GIRIJA et al., 2002). Além disso, a prolina
pode também servir como uma fonte de carbono e de nitrogénio para o
crescimento das plantas, apds o estresse (SILVEIRA et al., 2003).

Os maiores valores apresentados em capacidade de campo para o
herbicida sulfentrazone, aos 14 DAA (Figura 10B), podem ser explicados pelos
relatos de Roman et. al. (2000), onde este produto tem causado fitotoxidez a
esta cultura quando aplicado em solo com baixos teores de matéria organica e
argila, podendo causar danos significativos a esta oleaginosa, em condi¢cdes
ideais de umidade do solo (ROSSI et al., 2003). Para glyphosate+s-metolachlor
e glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor (Figura 10B) os menores valores em
solo seco podem ser atribuidos a maior disponibilidade destes produtos na
solucdo do solo quando elevou-se a umidade do solo, além da baixa
degradacgéo desses herbicidas no solo (KRAEMER et al., 2009).

Os baixos teores de prolina aos 28 DAA (Figura 10C) podem ser
atribuidos aos mecanismos de adaptacdo da cultura em solo com maior

umidade, tendo relacdo com a alta atividade fotossintética nestas condicdes.
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Figura 10. Teor de prolina em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e 28
(C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais néo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minusculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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O peroxido de hidrogénio (H202), uma das EROs mais estaveis, € um
componente vital, em baixo nivel celular, para o desenvolvimento, metabolismo
e homeostase de diferentes organismos (BIENERT et al., 2006), pois esta
envolvido nos processos de aclimatacdo e defesa (SLESAK et al., 2007).
Quanto aos teores deste nas plantas de soja do presente estudo, observou-se
uma resposta diferenciada nos trés periodos de avaliagdo dependendo dos
niveis de umidade de solo e do tratamento herbicida. Na primeira avaliacao,
para todos os tratamentos herbicidas houve diferenca entre os niveis de
umidade do solo, sendo de forma geral, inferiores para solo saturado. Desta
forma, em solo seco valor significativamente superior foi observado na
combinacdo dos herbicidas glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor, em solo
na capacidade de campo para os tratamentos glyphosate+sulfentrazone e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor e em solo saturado, embora em
valores  numéricos inferiores, também  diferram o  tratamento
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor (Figura 11A).

Aos 14 DAA, para os niveis de umidade do solo somente os herbicidas
sulfentrazone e s-metolachlor ndo diferiram. Em solo seco obtiveram-se os
maiores valores H202 nos tratamentos glyphosate, glyphosate+sulfentrazone e
sulfentrazone+s-metolachlor. Em capacidade de campo os tratamentos
herbicidas ndo levaram a um aumento na producao de H202, uma vez que 0s
valores foram inferiores ao controle (sem herbicida) e, para solo saturado, o
sulfentrazone e glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor induziram uma maior
producédo de H202 (Figura 11B).

Na terceira avaliacdo, também n&o houve aumento em H20:2 pela
aplicacao dos herbicidas para as plantas em solo na capacidade de campo. Em
solo seco os maiores teores foram observados para glyphosate+s-metolachlor
e em solo saturado para glyphosate, glyphosate+sulfentrazone, glyphosate+s-
metolachlor e glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor (Figura 11C).

Os valores inferiores de H202 em solo saturado aos sete DAA (Figura
11A) podem estar relacionados a inducdo de genes de neutralizagdo ou
utilizacdo das EROs. Contudo, os pontos de regulacdo mais importantes sao
exatamente aqueles relacionados a economia de energia e ao controle da
formacéo de EROs (BLOKHINA e FAGERSTEDT, 2010).
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Figura 11. Conteudo de H202 em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e 28
(C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais néo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
maidsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minudsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam os

desvios-padrdo das médias.
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O acumulo de H202 em tecidos especificos e em quantidades
apropriadas beneficia as plantas mediando aclimatacéo e tolerancia cruzada a
estresses bidticos e abioticos (BOWLER e FLUHR, 2000; LIN et al., 2004).
Porém, neste estudo, ao submeter a cultura da soja por um maior periodo de
estresse por saturacao (Figura 11B e C), ou seja, 14 e 28 DAA induziram uma
maior concentracdo de H202, podendo causar peroxidacao lipidica e o dano
oxidativo a proteinas.

Em solo seco, aos sete DAA (Figura 11A), o valor significativamente
superior observado na combinacao dos herbicidas
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor provavelmente seja um fator adverso
que perturba a homeostase celular induzindo a producdo de EROs, levando ao
estresse oxidativo (FIDALGO et al, 2004) e, consequentemente,
desestruturando processos fisioldgicos e metabdlicos nas plantas (SILVEIRA et
al., 2001). Esses resultados corroboram com Marchezan et al. (2014) quando
comparados os regimes hidricos, as plantas de Luziola peruviana e Leersia
hexandra conduzidas sem submersao apresentaram maiores niveis de H202 do
gue plantas submersas.

Em solo saturado, na terceira avaliagdo (Figura 11C), para glyphosate,
glyphosate+sulfentrazone, glyphosate+s-metolachlor e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor observaram-se os maiores valores,
podendo relacionar que a presenca do glyphosate com o aumento da
disponibilidade hidrica, acentuou sua agdo combinado com s-metolachlor e
com sulfentrazone, devido a maior disponibilidade destes produtos na solucéo
do solo e baixa degradacdo desses herbicidas no solo devido as condi¢cdes de
anaerobiose (KRAEMER et al., 2009). Ha evidéncias que o glyphosate gera
estresse oxidativo, apesar do modo de acdo desse herbicida ndo ser exercido
através de mecanismos geradores de radicais livres, no entanto esses
mecanismos parecem estar mascarados pela grande proliferacdo de
aminodcidos livres que podem atuar como antioxidantes (MOLDES, 2006).

Embora que, em baixas concentra¢des nas células, o H202 possa atuar
como importante mensageiro sinalizador de diversas rea¢cdes no metabolismo
vegetal, quando sua producdo é intensificada, esta EROs pode reagir com
numerosos compostos celulares, que causam uma cascata de reacgdes

oxidativas, sendo o efeito mais comum, a degradagdao da membrana celular
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(PROCHAZKOVA et al, 2001). Um dos metabolitos resultantes da
peroxidacgéo lipidica é o malondialdeido (MDA). Portanto, a sua determinacao,
ainda que de forma indireta, constitui-se em um indicador de avaliagdo do grau
do estresse oxidativo formado pela acédo isolada, ou mesmo conjunta, dos
herbicidas considerados (KENYON et al., 1985; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1989).

Comparando-se o0s niveis de umidade do solo nos trés periodos
avaliados, para todos os tratamentos herbicidas houve diferenca significativa
(Figura 12). Aos sete DAA, em solo seco, o maior teor de MDA foi observado
para glyphosate+sulfentrazone, embora que, para todos os tratamentos
herbicidas, os valores tenham sido significativamente superiores ao controle
(Figura 12A). Em solo saturado também foi mais expressivo nos tratamentos
com herbicidas, destacando o glyphosate+s-metolachlor. Em capacidade de
campo, os valores observados nos tratamentos herbicidas foram inferiores ao
controle.

Aos 14 DAA a maior peroxidacdao lipidica nas plantas em capacidade de
campo foi para o tratamento s-metolachlor e, em solo saturado para
glyphosate,  sulfentrazone, s-metolachlor e na combinagdo de
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor, relacionando mais uma vez a
influéncia do nivel de umidade do solo para facilitar a dissipacdo do principio
ativo e torna-los mais disponiveis. Em solo seco este efeito ocorreu somente
para s-metolachlor (Figura 12B).

Ao prolongar o crescimento das plantas nos referidos tratamentos, €
possivel observar que, aos 28 DAA, alguns tratamentos herbicidas
responderam de forma diferenciada em relacdo as avaliacbes anteriores
(Figura 12C). Assim, a exemplo da capacidade de campo, aumento significativo
na peroxidacdo ocorreu para glyphosate+sulfentrazone, em solo seco para
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor e em solo saturado, em concordancia

aos 14 DAA, o s-metolachlor.
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Figura 12. Contetdo de MDA em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e 28
(C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do solo. Letras iguais nado diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras minUsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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Os maiores valores obtidos em solo seco para glyphosate, s-metolachlor
e glyphosate+sulfentrazone aos sete DAA (Figura 12A), refletem que a agéo
dos herbicidas com o déficit hidrico intensifica a formag&o de radicais livres em
plantas por limitar o “pool” de NADP™* disponivel para aceitar elétrons do
fotossistema I. Dessa maneira, aumenta a probabilidade de transferéncia de
energia de excitacdo para Oz, levando a producdo de Oz e Oz e,
consequentemente, peroxidacdo lipidica (SMIRNOFF, 1993). Descrevendo o
efeito dos herbicidas, estudos demonstram que a aplicacado de glyphosate em
folhnas de milho aumentou significativamente a peroxidacao lipidica e fluxo de
ions, 0 que sugere que o glyphosate esta de alguma forma relacionado com a
producdo de EROs (SERGIEV et al., 2006). Para o s-metolachlor também se
obteve valores superiores a média em solo seco, porgue ele pertence ao grupo
quimico das cloroacetanilidas e presumivelmente € inibidor da sintese de
proteinas e lipideos nas espécies susceptiveis (RODRIGUES e ALMEIDA,
2005). Como se sabe, o modo de agéo do herbicida sulfentrazone consiste em
inibir a enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), fazendo com que haja
acumulo de protoporfirina em células tratadas com esse herbicida, ocasionando
interacdo com O oxigénio para producdo de formas reativas e,
consequentemente, peroxidacdo dos lipideos e morte celular, tendo seus
sintomas agravados na reducao da umidade de solo e em combina¢cdo com o
glyphosate  (BRIGHENTI et al, 2011). Com sulfentrazone e
glyphosate+smetolachlor os maiores valores de peroxidagdo lipidica
observados em solo saturado (Figura 12A) podem ser atribuidos a alta
solubilidade do s-metolachlor, aliado a acdo do glyphosate e da maior atividade
do sulfentrazone que aumentam com o teor de umidade do solo (SOUTHWICK,
2009; MONQUERQO et al., 2010).

A maior peroxidacdo obtida aos 28 DAA em solo seco, na combinagéo
dos trés herbicidas (glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor), deve-se ao fato
de que as plantas ficaram por um maior periodo sobre o estresse de déficit
hidrico, aumentando consideravelmente a producdo de radicais livres que
podem levar a uma cascata de eventos que inicia com a peroxidacdo de
lipideos, avancando para a degradacdo de membranas e morte celular
(GREGGAINS et al., 2000).
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Diversos estudos relatam que condi¢cdes de estresse induz nas plantas o
estresse oxidativo como consequéncia do aumento das EROs, como
alternativa adaptativa que muitas espécies de plantas desenvolveram
(SIMOVA-STOILOVA et al., 2009). A superoxido dismutase desempenha papel
chave no sistema de defesa antioxidante através da dismutacdo do anion
superoxido (O2) a H202 e O2. No presente estudo, aos sete DAA entre o0s
diferentes niveis de umidade do solo houve diferenca significativa para os
tratamentos controle, glyphosate, sulfentrazone, glyphosate+sulfentrazone e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor (Figura 13A). Em solo seco, atividade
significativamente superior da SOD foi observada nos tratamentos glyphosate e
sulfentrazone. Por outro lado, em solo saturado, houve menor atividade desta
enzima em todos os tratamentos herbicidas comparado ao controle.

Aos 14 DAA, apenas a combinacdo dos herbicidas
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor resultou em variagéo na atividade da
SOD comparando os niveis de umidade do solo (Figura 13B). Porém, de forma
isolada, aumento significativo foi observado somente em solo saturado no
mesmo tratamento herbicida (glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor), que
também demonstrou elevada produgéo de H202 (Figura 11B).

Na ultima avaliagdo houve diferenca para as umidades do solo em
tratamento controle e glyphosate+sulfentrazone (Figura 13C). No tratamento
controle, a maior atividade ocorreu em solo seco. Ja no tratamento
glyphosate+sulfentrazone, o aumento foi observado para as plantas do solo em
capacidade de campo.

A maior atividade da SOD nas plantas de soja em solo seco, na primeira
avaliacdo, com presenca do herbicida glyphosate pode justificar o alto teor de
H202 neste mesmo tratamento, uma vez que este € produto da acdo desta
enzima. Além disso, segundo relatos de Castrillo et al. (2001) e Artlip e
Wisniewski (2002) em nivel celular, membranas e proteinas podem ser
danificadas aumentando as EROs devido a reducéo no nivel de agua no solo,

sendo necessario aumentar a atividade desta enzima.
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Figura 13. Atividade da enzima Superoxido dismutase (SOD) em folhas de soja cv. BMX
Poténcia RR aos sete (A), 14 (B) e 28 (C) DAA de herbicidas com variacdo na umidade do
solo. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, sendo que, letras mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada
tratamento, e letras minUsculas, comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo.
Barras de erro representam os desvios-padrdo das médias.
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Segundo Andrade et al. (2013) ha uma atividade crescente desta enzima
em solo submetido ao encharcamento, corroborando com os dados deste
estudo, onde em 14 DAA, observou-se elevada producao de H20:2 (Figura 11B)
proporcionando aumento significativo da SOD em solo saturado (Figura 13B)
no tratamento herbicida glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor.

No tratamento controle, a maior atividade da SOD em solo seco aos 28
DAA (Figura 13C), est4d de acordo com Zaefyzadeh et al. (2009) que ao
estudarem genotipos de trigo submetidos ao déficit hidrico, encontraram um
aumento de 27% na atividade da SOD. Como descrito por Sankar et al. (2007)
essa enzima esta diretamente ligada com a resposta a estresses bidticos e
abidticos, podendo justificar o aumento observado para as plantas em
capacidade de campo no tratamento glyphosate+sulfentrazone, pela maior
disponilibilidade destes herbicidas na solucdo do solo, podendo alterar o
metabolismo da cultura.

Para a atividade da enzima APX analisando os niveis de umidade do
solo aos sete DAA, houve diferenca para os tratamentos controle, glyphosate e
glyphosate+s-metolachlor (Figura 14A). No controle, a maior atividade foi para
solo em capacidade de campo e saturado, o levou ao aumento significativo em
relagdo aos demais tratamentos herbicidas. J& em solo seco a maior atividade
ocorreu em resposta ao herbicida glyphosate. Aos 14 DAA houve pouca
variacdo para esta enzima entre os niveis de umidade do solo, ressaltando a
atividade observada no tratamento glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor
para solo saturado, que foi a mais expressiva entre todos os tratamentos,
possivelmente resultado da maior atividade da SOD neste mesmo tratamento
(Figura 13B). Aos 28 DAA néo houve diferenca significativa entre os fatores
(Figura 14C).

Conforme Maia et al. (2012) ao descreverem que a APX é um dos
mecanismos enzimaticos envolvidos na detoxificacdo das EROs, pode retratar
o incremento da atividade desta enzima nos tratamentos contendo
glyphosate+s-metolachlor como forma de reduzir o estresse oxidativo causado
por estes herbicidas, em conformidade com Nunes e Vidal (2008) que
observaram aumento na biodisponibilidade do s-metolachlor quando associado

ao glyphosate, apdés precipitacdo de 43 mm em plantio direto.
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Figura 14. Atividade da Ascorbato peroxidase (APX) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR
aos sete (A), 14 (B) e 28 (C) DAA de herbicidas com variagdo na umidade do solo. Letras
iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo
que, letras mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras
mindsculas, comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro
representam os desvios-padrdo das médias.
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Para a CAT é importante destacar que o comportamento da atividade
desta enzima foi muito similar a observado na SOD para os trés periodos
avaliados. Aos sete DAA houve diferenca significativa entre os niveis de
umidade de solo para os tratamentos herbicidas, exceto no controle (Figura
15A). Em solo seco, atividade significativamente superior ao controle obteve-se
para os herbicidas glyphosate e glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor. Em
capacidade de campo, os herbicidas glyphosate+sulfentrazone resultaram em
maior atividade da CAT e em solo saturado ndo houve diferenca. Através disso,
dentre os herbicidas aplicados em solo seco, o o glyphosate resultou em maior
ativacdo das enzimas antioxidantes SOD e CAT, bem como maior producao de
H202 aos sete DAA. Entretanto, apds 28 DAA aumentou a sintese de prolina
neste tratamento, o que leva ao ajuste osmotico, e consequente menor
atividade enzimatica.

Aos 14 DAA, para os niveis de umidade, os herbicidas sulfentrazone e
glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor resultaram em diferenga significativa
(Figura 15B). Comparando os efeitos dos herbicidas em cada condicdo de
umidade do solo, neste periodo somente em solo saturado houve aumento
significativo para o tratamento glyphosate+sulfentrazone+s-metolachlor, o que
anteriormente também ja foi relatado para as enzimas SOD e APX e teores de
H20:2. Este resultado em conjunto leva a inferir que, além da produgéo do H20:2
pela alta atividade da SOD, estas EROs possivelmente foram produzidas por
outras vias de sintese, a exemplo da fotorrespiracao e ainda, a acao conjunta
das enzimas APX e CAT nao permitiu uma completa eliminagédo do H202, uma
vez que seus valores quantificados (Figura 11B) foram superiores no
tratamento herbicida em relacdo ao controle. Todo este processo pode justificar
também, o aumento nos niveis de peroxidacdo de lipidios destas plantas
(Figura 12B).

A atividade da CAT aos 28 DAA foi maior nas plantas de soja na
auséncia dos tratamentos herbicidas para o solo seco. Em capacidade de
campo este comportamento  ocorreu no tratamento  herbicida
glyphosate+sulfentrazone e em solo saturado somente com glyphosate (Figura
15C).
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Figura 15. Atividade da enzima Catalase (CAT) em folhas de soja cv. BMX Poténcia RR aos
sete (A), 14 (B) e 28 (C) DAA de herbicidas com variagdo na umidade do solo. Letras iguais
nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que,
letras mailsculas, comparam as diferentes umidades em cada tratamento, e letras mindsculas,
comparam os tratamentos para cada nivel de umidade do solo. Barras de erro representam 0s
desvios-padrao das médias.
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Sobre a atividade desta enzima ser superior ao controle em solo seco
apos sete DAA dos herbicidas glyphosate e glyphosate+sulfentrazone+s-
metolachlor (Figura 15A), provavelmente esta vinculado as maiores taxas de
estresse oxidativo causados por estes produtos, conforme mencionado por
Marchezan et al. (2014) ao verificarem que as misturas de herbicidas com o
glyphosate causaram maiores taxas de estresse oxidativo em Leersia hexandra
e Luziola peruviana.

A maior atividade da CAT em capacidade de campo aos 28 DAA dos
tratamentos glyphosate+sulfentrazone (Figura 15C) pode ser reflexo do maior
estresse sofrido por plantas em condicdes étimas para absorcdo de herbicidas.
E a reducdo da atividade desta enzima em solo saturado demonstra que ha
reducdo das atividades enzimaticas e ndo enzimaticas conforme é prolongado
o tratamento anéxico (BLOKHINA et al., 2003).

4. CONCLUSAO

O metabolismo das plantas de soja cv. BMX Poténcia RR é influenciado
pelo teor de umidade do solo, em que o solo seco promove reducdo da taxa
fotossintética, da condutancia estomética e da transpiracdo, induzindo a
producdo de substdncias do metabolismo secundario, visando ativar
mecanismos de defesa vegetal.

O glyphosate em solo seco apés 28 dias da aplicacdo, induz a sintese
de prolina relacionado ao ajustamento osmatico para minimizar os efeitos do
estresse oxidativo.

Em solo saturado e capacidade de campo, as respostas desencadeadas
pelos herbicidas glyphosate, sulfentrazone e s-metolachlor ndo seguem um
padrdo, porém, de maneira geral, levam a um menor estresse comparado ao
solo seco.

Com base nos resultados deste estudo, pode-se inferir que a umidade
do solo ideal para aplicacdo destes herbicidas para a cultura soja é em

capacidade de campo.
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