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Residuos de glifosato e acido aminometilfosfonico e teores

de isoflavonas em soja BRS 244 RR e BRS 154

Residues of glyphosate and aminomethylphosphonic acid and
levels of isoflavones in BRS 244 RR and BRS 154 soybean

Giani Mariza Barwald BOHM™, Maria Inés GENOVESE?, Gustavo PIGOSSO?,

Daniel TRICHEZ?, Cesar Valmor ROMBALDI*

Resumo

A principal forma de controle das plantas daninhas durante o cultivo de soja geneticamente modificada (GM,,) BRS 244 RR ¢ o uso de
glifosato. Porém, existem duvidas quanto a seguranga desse herbicida, a qualidade dos graos e do solo da soja GM,,, cultivada em Planossolo.
Residuos da molécula do glifosato e do metabdlito acido aminometilfosfonico (AMPA) podem estar presentes nos graos, bem como, podem
afetar a concentragao de isoflavonas. Por isso, avaliaram-se as sojas BRS 244 RR e BRS 154 cultivadas nos seguintes tratamentos: T1 - soja
BRS 244 RR, sem aplica¢do de herbicida, com capina manual aos 28 dias ap6s o plantio (dap); T2 - soja BRS 154 sem aplicagdo de herbicida,
com capina manual também aos 28 dap; T3 - soja BRS 244 RR com uma aplica¢do de glifosato a 960 g ia ha™' aos 28 dap; T4 - soja BRS
244 RR com duas aplicagdes de glifosato a 960 g ia ha™' aos 28 e 56 dap; T5 - soja BRS 244 RR com uma aplicagio de herbicida imazetapir a
100 g ia ha aos 28 dap; T6 - soja BRS 154 com uma aplicagio de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™' aos 28 dap. Verificou-se que a aplicagao
de glifosato no controle de plantas daninhas resultou em teores elevados de glifosato e 4cido aminometilfosfonico no solo. Nos graos, o teor
de isoflavonas ndo parece ser significativamente afetado pela aplicacdo de glifosato, mas os residuos desse herbicida foram superiores ao
permitido pela legislagdo vigente, que é de 10 mg.kg™.

Palavras-chave: herbicida; AMPA; soja transgénica.

Abstract

The use of Glyphosate is the best way to control weed growing when cultivating genetically modified soybean (GMRR) BRS 244 RR. However,
there have been doubts about the safety of this herbicide use concerning its effects on the quality of grains and on the soil of Albaqualf cultivated
GMRR soybean. Glyphosate and the metabolite aminomethylphosphonic acid (AMPA) residues can be present in the grains and affect the
isoflavones concentration. Therefore, BRS 244 RR and BRS 154 soybeans with the following cultivated treatments were evaluated: T1 - soybean
BRS 244 RR, without herbicide and hand-weeded at 28 days after planting (dap); T2 - soybean BRS 154, without herbicide and hand-weeded at
28 dap; T3 - soybean BRS 244 RR with one application of 960 g ai ha™' of glyphosate at 28 dap; T4 - soybean BRS 244 RR, with two applications
of 960 g ai ha™! of glyphosate at 28 and 56 dap; T5 - soybean BRS 244 RR, with one application of 100 g ai ha' of imazethapyr at 28 dap; and T6
- soybean BRS 154 with one application of 100 g ai ha™! of imazethapyr at 28 dap. It was verified that the glyphosate application for weed control
resulted in high levels of glyphosate and aminomethylphosphonic acid on the soil. The levels of isoflavone in the grains apparently were not
affected by the glyphosate application, but the herbicide residues were higher than the current amount allowed by the legislation (10 mg.kg™).
Keywords: herbicide; AMPA; transgenic soybean.

1 Introdugao

A planta geneticamente modificada mais cultivada no
Brasil ¢ a soja [Glycine max (L.) Merr.] resistente ao herbicida
glifosato, com 11,5 milhdes de hectares cultivados (ISAAA,
2006). A soja geneticamente modificada resistente ao glifosato
(GM, ) foi obtida pela introdugao, juntamente com a regiao
t-DNA e o gene marcador de sele¢do, de gene correspondente
a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS,
E.C.2.5.1.19, CP4), enzima da via de chiquimato, resistente ao
glifosato, mantendo ativa a via biossintética de aminodcidos

aromaticos (BUSSE et al., 2001). O glifosato [N-(fosfonometil)
glicina] age sobre a enzima EPSPS inibindo a via de sintese dos
aminodcidos aromdticos essenciais, fenilalanina, triptofano e
tirosina, os quais sdo precursores de outros produtos, como lig-
nina, alcaldides, flavonédides e 4cidos benzdicos (AMARANTE;
SANTOS, 2002). A priori, a soja GM,,, ¢ tolerante ao glifosato
por possuir uma isoforma da EPSPS resistente a essa molécula.
Porém, é sabido que o glifosato sera absorvido e metabolizado
pela planta podendo alterar o metabolismo secundério, uma vez
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que a enzima EPSPS enddgena se mantém inalterada (REDDY
et al., 2000).

A recomendagdo técnica prescrita no registro do produto
comercial que contém glifosato para aplicagdo pds-emergente de
soja GM,,, junto ao Ministério da Agricultura,édel1a5Lha™
(480 a 2400 g ia ha™'), dependendo da marca comercial do
produto. O periodo de caréncia para utilizagdo do glifosato é de
56 dias antes da colheita. Essa orienta¢do parte do pressuposto
de que respeitadas as dosagens e prazo de caréncia, serdo man-
tidos os limites de residuo no grao abaixo do pardmetro preco-
nizado pela legislacao vigente que é de 10 mg.kg™'. Ressalta-se,
ainda, que até 1994, o limite maximo permitido de glifosato
nos graos era de 0,2 mg.kg™ e, a partir dai, aumentou-se em
50 vezes esse limite para a soja GM,,, passando para 10 mg.kg™!
(ANVISA, 2007).

Embora o Brasil seja 0 3° maior produtor mundial de soja
GM,,,, somente superado pelos EUA e Argentina, poucos traba-
lhos tém sido conduzidos no Pais com o intuito de avaliar, em
ensaios de campo, o impacto dessa tecnologia sobre a qualidade
e seguranca dos graos, num mesmo modelo experimental, em
areas de Planossolo, que constitui a base experimental deste
trabalho.

Alguns autores como Padgette et al. (1995), Taylor et al.
(1999), Duke et al. (2003), Reddy et al. (2004) e McCann et al.
(2005) estudaram o efeito da aplicagdo de glifosato no manejo
de soja GM,, e na composigdo bésica dos graos. Inicialmen-
te, Padgette et al. (1995) avaliaram a expressdo do gene CP4
EPSPS em soja resistente a glifosato na presenca e auséncia
desse herbicida e verificaram um acumulo similar da proteina
CP4 EPSPS em ambas as condi¢des. Na seqiiéncia, Taylor et al.
(1999) e McCann et al. (2005), ao compararem variedades co-
merciais de soja GM, , com as convencionais, verificaram que
a transformagao genética ndo interfere nos teores de proteinas,
carboidratos, gorduras, aminodcidos e isoflavonas. Mas, no que
concerne a residuos, Duke et al. (2003), analisando o manejo
da soja GM,, tratada com glifosato sob diferentes dosagens,
detectaram elevados teores de AMPA nos graos, porém, a
semelhanca de Taylor et al. (1999) e McCann et al. (2005), ndo
observaram efeito da aplicagdo do herbicida sobre os teores de
chiquimato e de isoflavonas. Reddy et al. (2004) observaram
efeitos tdxicos para a planta e redugdo dos teores de clorofilas
quando o glifosato foi aplicado na dosagem 13.440 g ia ha™,
afetando a composigdo dos gréaos.

Outro aspecto relacionado com o efeito do manejo da soja
GM,, ¢ a presenga de residuo do herbicida no solo. Ginsing
et al. (2004) investigaram, em condi¢des de laboratério, a
mineralizacio do glifosato e a adsor¢do do metabolito AMPA
em cinco tipos de solos coletados na Dinamarca, nos quais
observaram que o principal metabolismo de bioconversao de
glifosato no solo esta associado a mineralizacdo, especialmen-
te, por Pseudomonas spp. De forma semelhante, Araujo et al.
(2003) detectaram incremento de 10 a 15% na liberagdo de CO,
em solos nos quais houve aplica¢do de glifosato na dosagem de
4320 g ia ha™', sugerindo que a microbiota do solo é capaz de
metabolizar o glifosato como uma fonte de carbono, em ensaios
in vitro. Outro fato relatado nesse trabalho foi a detec¢do de
residuo de glifosato e AMPA no solo, em maiores concentra-
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¢des em areas nas quais se realizaram aplicagoes de glifosato
em anos sucessivos.

No entanto, ndo ha dados publicados sobre as respostas a
aplicagdo de glifosato em soja GM,, cultivada em Planosso-
los, amplamente conhecidos pela alta concentragdo de argila
e permeabilidade lenta. Além disso, a maioria dos trabalhos
que abordam essa tematica, ou estruturaram os experimentos
in vitro (BUSSE et al., 2001; ARAUJO et al., 2003), ou em casa
de vegetacao (REDDY etal., 2004), ou desenvolvidas no campo,
(ELMORE et al., 2001; DUKE et al., 2003). Nesse contexto, bus-
cou-se avaliar o efeito da aplicagdo do glifosato para o controle
de plantas daninhas, nos residuos dessa molécula e de AMPA
no solo e nos graos, bem como nos teores de isoflavonas nos
graos. A hipdtese do trabalho é que a aplicagio de glifosato no
controle de plantas daninhas no cultivo de soja GM,, cultivada
em dreas de Planossolo, resulta em residuos de glifosato e AMPA
nos graos e solo, bem como pode afetar a sintese e acimulo de
compostos relacionados com o metabolismo secundario da
planta, como é o caso de isoflavonas.

2 Material e métodos

2.1 Material vegetal

O experimento foi instalado, na safra 2005/2006, em cam-
po experimental do Centro Agropecudrio da Palma (CAP),
da Universidade Federal de Pelotas, localizado no municipio
do Capio do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. O solo da drea
experimental é classificado como Planossolo Haplico Eutréfico
Solédico, tendo como origem sedimentos derivados de granito
(EMBRAPA, 2006). Como material vegetal, foram utilizadas
sementes de soja GM,, das cultivares BRS 244 RR e BRS 154
fornecidas pela EmbrapaTrigo (Passo Fundo-RS).

2.2 Delineamento experimental e tratamentos

A area experimental foi selecionada considerando-se o
histérico (nunca houve plantio de soja) e a homogeneidade
topografica (plana). As principais caracteristicas fisico-quimicas
do solo da area experimental estdo apresentadas na Tabela 1.

As parcelas experimentais constaram de areas individuais
com 4 X 5 m, aleatoriamente distribuidas em um delineamento
inteiramente casualizado dentro do campo experimental, com
4 repetigoes por tratamento.

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

Os tratamentos aplicados para testar a hipdtese foram:

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

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

T3 - soja BRS 244 RR com uma aplicagdo de glifosato a
960 gia ha™',ao0s 28 dap;
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo na area experimental
do Centro Agropecuario da Palma, UFPEL, Pelotas, RS.

Variavel Valor
Argila (gkg™) 16
pH 4,5
Indice SMP 5,7
Matéria orgéanica (%) 2,6
Fosforo (mg dm™?) 4,9
Potassio (mg dm™) 27
Cilcio (cmol_dm™) 1,2
Magnésio (cmol_dm™) 1
Aluminio (cmol_dm™) 1,4
Cobre (mg dm~) 1,4
Ferro (g dm™) 10
Manganés (mg dm™) 51
Zinco (mg dm™) 1,3
Sédio (mg dm™) 48

T4 - soja BRS 244 RR com duas aplicagdes de glifosato a
960 gia ha™', aos 28 e 56 dap;

T5 - soja BRS 244 RR com uma aplica¢do de herbicida
Imazetapir a 100 g ia ha™', aos 28 dap; e

T6 - soja BRS 154 com uma aplica¢ao de herbicida Imaze-
tapir a 100 g ia ha™', aos 28 dap.

2.3 Avaliagoes

Aos 90 dias apos a emergéncia da planta, correspondendo
ao estddio R6 do desenvolvimento da soja, foram retiradas, com
auxilio do trado de rosca, amostras de solo na profundidade de
0-20 cm de cada unidade experimental para analise de residuo
de glifosato e AMPA. Para andlise de residuo de glifosato e
AMPA, bem como de isoflavonas em graos, as amostras foram
coletadas por ocasido da colheita quando apresentavam, em
média, 21% de umidade. Os graos foram secos até aproxima-
damente 12% de umidade em estufa com circula¢do forgada
deara60+5°C.

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

2.4 Detecgiio e quantificagdo de residuo de
glifosato e AMPA no solo e nos grdos

O método adotado segue exatamente o protocolo escrito
por Veiga et al. (2001). Para anilise de residuo da molécula de
glifosato e AMPA, amostras do solo foram secas a 40 °C e, em
seguida, peneiradas em peneiras de 2 mm. O glifosato e AMPA
foram extraidos com solugdo de dihidroxifosfato de potéssio.
Cinco gramas da amostra foram mantidos em agitacao durante
15 minutos em 25 mL 0,1M de KH_PO, em agitador orbital, cen-
triftugado por 10 minutos a 2500 g e filtrado em filtro Whatman®
n° 2. A extragio foi repetida duas vezes, obtendo-se 75 mL de
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extrato de cada amostra. Os extratos foram concentrados a
baixas temperaturas (freeze-dried Vac®) e dissolvidos em dgua
Milli-Q® num volume final de 10 mL. Esses extratos foram
filtrados através de membrana de Millipore® 0,45 Wm, e arma-
zenados a —20 °C até analise por CLAE (cromatografia liquida
de alta eficiéncia). Para realizar a deriva¢do, a 0,1 mL de extrato
foram adicionados 0,9 mL de tampao borato 0,025 M (pH 9,0),
0,9 mL de acetona e 0,1 mL 9-fluorenylmethyl chloroformate
(FMOC). A amostra foi agitada por 5 minutos, seguidos de
20 minutos de repouso, apds os quais se realizaram trés lavagens
com éter etilico.

A separagido de glifosato e AMPA foi realizada em equipa-
mento de CLAE composto por injetor de 50 UL Loop Rheodyne®,
coluna de troca anionica C , de 150 X 2.0 mm com particula de
5 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA) e detector espectrofluoro-
métrico Shimadzu®. A fase mével consistiu de agua padrdao CL
(Cromatografia liquida) pH 2.5 (ajustado com acido férmico)
na fase 1, e uma mistura aquosa de 5 mM de acetato de amonia
(pH 4.8), 4gua padrao CL e acetonitrila na fase 2. Os padroes
analiticos de 9-fluorenylmethyl chloroformate (FMOC), glifo-
sato e AMPA foram obtidos da Sigma-Aldrigh®. A acetona, éter
etilico e acetonitrila foram obtidos da Merck®.

Para a andlise de residuo de glifosato e AMPA nos grios,
o método foi similar, excetuando-se o preparo da amostra
que consistiu em utilizar 1 g de graos moidos, submetidos a
extracdo com 15 mL de dgua Milli-Q®, mantidos sob agita¢do
por 30 minutos, seguidos por sonica¢ao por 20 minutos e
centrifugacdo a 2000 g a 20 °C por 20 minutos. Em seguida,
4 mL do sobrenadante foram retirados e filtrados em membra-
na Millipore® 0,45 um. Ao pellet, foram adicionados 5 mL de
dgua e repetiram-se a sonicagio, centrifugagio e filtracdao. A
partir dai seguiram-se os mesmos procedimentos de derivagao
e quantificacdo descritos por Veiga et al. (2001). Os limites de
quantificagio foram de 0,04 (g.kg™) para a molécula de glifosato,
0,60 (g.kg™') para o AMPA e 0,10 (g.kg™') para imazetapir.

2.5 Extragado e quantificagdo de isoflavonas

Para a analise de isoflavonas, os graos de soja foram moidos
em moinho Janke & Kunkel A-10 (Wilmington, USA) com pe-
neira de 0,25 mm. A extragio das isoflavonas foi realizada com
agitador mecanico e barra magnética por 2 horas a 4 °C, na pro-
porgdo de 1:20 (m/v), com metanol 80% (GENOVESE; LAJOLO,
2001). Os extratos foram filtrados utilizando-se papel de filtro
Whatman n° 6 e submetidos a rotaevaporagdo (Rotavapor” RE
120 - Biichi, Flawil, Suica) até atingir o volume de 2 mL. A seguir,
completou-se o volume para 5 mL em baldo volumétrico com
metanol (grau CLAE). As amostras foram filtradas utilizando-
se filtros de polietileno com membrana PTFE (Millipore Ltd.,
Bedford, EUA) de 0,22 um de poro para posterior analise por
CLAE. As extragoes foram realizadas em triplicata.

A separagio das isoflavonas foi realizada em coluna C
Nova-pak® 4 um (Waters, Milford, EUA) de acordo com o
método proposto por Song et al. (1998). O cromatdgrafo liqui-
do utilizado foi o da Hewlett Packard (Palo Alto, EUA) série
1100, equipado com Detector com Arranjo de Diodo (DAD).
Os padroes de daidzeina e genisteina foram obtidos da Sigma
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Chemicals Co. (St. Louis, E.U.A.), daidzina e genistina foram
obtidos da Apin Chemicals Ltd. (Abingdon, Reino Unido),
glicitina e gliciteina foram obtidos da Fujicco Co. Ltd. (Kyoto,
Japdo), acetildaidzina, acetilgenistina, acetilglicitina, malonil-
daidzina, malonilgenistina e malonilglicitina foram obtidos
da LC Laboratories (Woburn, E.U.A.). A identifica¢io foi feita
a partir dos tempos de retengdo e dos espectros. As amostras
foram injetadas em duplicatas. Os resultados foram expres-
sos como mg de isoflavona por 100 g de amostra (b.u.), apds
normalizacdo das diferencas de peso molecular das amostras
glicosiladas, feita multiplicando-se a massa de cada derivado
pela razao entre o peso molecular da respectiva aglicona e o peso
molecular da forma glicosilada, conforme Song et al. (1998).

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e 3 com-
paragao de médias pelo método LSD, utilizando-se o programa
Statistix 8.0°.

3 Resultados e discussao

A aplicagdo de glifosato na soja GM,, resultou na presenca
de residuos no solo e nos graos (Tabela 2). O que era esperado
com base nos trabalhos prévios de Veiga et al. (2001), Aradjo
et al. (2003) e Duke et al. (2003), embora os valores tenham
sido distintos entre os trabalhos realizados. Porém, de modo
geral, os valores de residuos detectados neste trabalho foram
superiores aos citados por estes autores. Mais detalhadamen-
te, foi verificado que a realizagdo de uma (T3) ou duas (T4)
aplicagdes de glifosato, na dosagem de 960 g ia ha™', resultou
em residuos de 0,40 e 0,30 mg.kg™ de solo, ndo havendo dife-
renca significativa entre os tratamentos (p < 0,05). O residuo
de AMPA foi significativamente superior (p < 0,05) no solo de
parcelas que receberam duas aplicagoes de glifosato (T4), pas-
sando de 1,03 mg.kg™' no T3 para 1,70 mg.kg™' no T4. Embora
néo se tenha encontrado referéncias com esses tratamentos,
ha trabalhos (ARAU]JO et al., 2003; GINSING et al., 2004) que
reportam que a biodegrada¢do do glifosato é mais rapida do
que a do AMPA, o que explicaria o fato de teores do herbicida
serem relativamente baixos e ndo diferirem entre si no solo,
enquanto o metabdlito AMPA ¢ significativamente superior
quando se aumenta a quantidade de principio ativo aplicado.
De modo geral, é citado que a meia vida do glifosato é menor
do que a do AMPA, o que explicaria a detecgdo e acimulo de
AMPA em solos com elevadas dosagens desse herbicida. Essa

Tabela 2. Residuos de glifosato, imazetapir e AMPA no solo e nos graos.

afirmativa é embasada no trabalho de Aratjo et al. (2003), que
verificaram maiores teores de AMPA nos solos nos quais houve
aplicacdes sucessivas de glifosato.

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

Ao se avaliarem os residuos de glifosato nos gréos, foi ve-
rificado que hd presenca dessa molécula, proporcionalmente a
dosagem aplicada. No tratamento em que se realizou uma aplica-
¢do de glifosato (T3), a concentragéo foi de 19 mg kg™, enquanto
que, naquele em que foram realizadas duas aplicagdes (T4), a
concentragdo aumentou para 36 mg.kg™'. Esses resultados sdo
preocupantes, uma vez que o limite maximo estabelecido pela
ANVISA ¢ de 10 mg.kg' (AGROFIT, 2007). Ao monitorarem-
se as concentracdes de AMPA, o comportamento foi similar,
ou seja, em soja tratada uma vez com glifosato, o residuo foi de
9 mg.kg™' (T3) e nas parcelas tratadas duas vezes, foram detec-
tados 12 mg.kg™ (T4). Duke et al. (2003) detectaram menores
valores de residuos de glifosato nos graos (2,18 e 3,08 mg.kg™),
mas os de AMPA foram elevados (7,27 e 25,00 mg.kg™) em
gros de soja GM,, tratada com o herbicida na dosagem de
1260 g ia ha™, aplicado 8 semanas ap6s o plantio (56 dias). As
causas dos menores teores de residuo de glifosato nesses graos
(DUKE et al., 2003), embora a dosagem tenha sido superior
(1260 g ia ha™') a empregada neste trabalho (960 g ia ha™'), ndo
foram demonstradas, mas é conhecido que a metabolizagdo
da molécula na planta é dependente, além do gendtipo, das
condi¢oes edafoclimaticas durante o cultivo, podendo ser essas
condigdes as causas das diferencas.

Os maiores teores de isofavonas totais foram detectados em
graos de soja GM,, tratada com imazetapir (T5), em média 19%
superiores aos da cultivar convencional com o mesmo tratamen-
to (T6). Nao houve diferencas significativas (p < 0,05) entre os
demais tratamentos com a cultivar GM,, (Tabela 3). Os maiores
teores de isoflavonas no T5 podem estar relacionados com a
maior competi¢ao das plantas desse tratamento, devido a maior
presenca da cobertura vegetal no tratamento com imazetapir, no

Tratamento Solo Graos
Glifosato Imazetapir AMPA Glifosato Imazetapir AMPA
(mg.kg™) (mg.kg™) (mg.kg™) (mg.kg™) (mg.kg™) (mg.kg™)
T1 - BRS 244RR capina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
T2 - BRS 154 capina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
T3 - BRS 244RR 1x glifosato 0,40 n.d. 1,03° 19° n.d. 9
T4 - BRS 244RR 2x glifosato 0,30 n.d. 1,70? 36° n.d. 12
T5 - BRS 244RR 1x imazetapir n.d. 0,54 n.d. n.d. 0,12 n.d.
T6 - BRS 154 1x imazetapir n.d. 0,60 n.d. n.d. 0,16 n.d.

n.d. - ndo detectado. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
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Tabela 3. Teores totais de isoflavonas dos graos de soja submetidos aos
diferentes tratamentos, expressos em agliconas.

Tratamentos Isoflavonas (mg.100™! g b.u.)
T1 - BRS 244RR capina 196 + 9ebe
T2 - BRS 154 capina 177 £ 8¢
T3 - BRS 244RR 1x glifosato 193 + 28«
T4 - BRS 244RR 2x glifosato 225+ 4®
T5 - BRS 244RR 1x imazetapir 231 £14°
T6 - BRS 154 1x imazetapir 187 £ 9

Meédias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
(p < 0,05).

qual foi observada menor eficiéncia (dados ndo apresentados)
no controle de plantas daninhas, quando comparado as demais
formas de manejo.

Os teores de isoflavonas variaram de 177 a 231 mg.100 g7/,
sendo os teores médios de 211 mg.100 g*' e 182 mg.100 g
para a cultivar GM,, e ndo modificada, respectivamente. Esses
valores situam-se dentro dos pardmetros comumente citados
na literatura (GENOVESE et al., 2005; WANG et al., 2000;
CARRAO-PANIZZI et al., 2003). E fato, entretanto, que hd sig-
nificativa varia¢do de concentragdo de isoflavonas em soja, em
fungao de gendtipos, regides e condigdes de cultivo. Genovese
et al. (2005), por exemplo, avaliaram catorze variedades de
soja ndo modificada fornecidas pela Embrapa no ano de 2003,
produzidas em Ponta Grossa (Parana, Brasil), e as concentra-
¢Oes variaram de 57 mg.100 g' a 188 mg.100 g-'. Em genétipos
cultivados nos EUA, Wang et al. (2000) reportaram valores de
116 mg.100 g a274 mg.100 g™ Duke et al. (2003) observaram
valores mais elevados, entre 361 mg.100 g e 590 mg.100 g/,
em outros genatipos.

Ao se compararem os teores médios de isoflavonas de soja
GM,, (211,2mg.100 g"*) e ndo modificada (182,2 mg.100 g*), foi
verificado que a transformacéo genética nao afetou essa variavel
de forma significativa (p < 0,05), o que também foi observado
por Taylor et al. (1999). De modo similar, Mccann et al. (2005)
verificaram que os teores médios e variagoes de isoflavonas entre
25 variedades de soja GM,, e 25 variedades ndo modificadas
obtidas da Monsanto nas safras de 2000, 2001 e 2002 foram
similares dentro de cada safra, mas variando entre safras.

Alguns autores como Padgette et al. (1995), Duke et al.
(2003) e McCann et al. (2005) afirmam que as variagdes en-
contradas nos teores de isoflavonas estao mais relacionadas
com o gendtipo, tipo de solo, temperatura ou outras condi-
¢Oes adversas no cultivo do que ao fato de ter-se alterado a
resisténcia do herbicida glifosato. Neste trabalho, isso também
foi observado. As sementes provenientes da Embrapa Trigo
de Passo Fundo, utilizadas neste experimento, apresenta-
ram, em média, 141 (+9) mg.100 g para a cultivar GM,, e
123 (1) mg.100 g' para a ndo modificada. Ao se cultivar esse
material na Regido Sul do RS, em Planossolo, os teores médios
passaram para 211 mg.100 g™ e 182 mg.100 g™' para soja GM_,
e ndo modificada, respectivamente. Isso pode ser conseqiiéncia
das variagcdes mais acentuadas de temperatura e de umidade na
regido de Planossolo, do que na regido de Latossolo Vermelho
Distroéfico tipico de Passo Fundo. As isoflavonas constituem-se
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em metabolitos secunddrios indicadores de respostas a estresses
bidticos e abidticos, sugerindo-se, com isso, que adversidades
edafoclimaticas durante o cultivo podem induzir a maior sintese
e acumulo desses compostos nos graos.

Médias, na mesma coluna, com letras iguais nao apresentam
diferenca significativa (p < 0,05).

O perfil das isoflavonas presentes nas duas variedades de
soja submetidas aos diferentes tratamentos é apresentado na
Tabela 4 e mostra que a maioria (98,3-99,5%) se encontra na
forma glicosilada na semente. A auséncia de acetilglicosideos
esta justificada uma vez que sua formagao esta associada a pro-
cessamentos envolvendo calor seco, como a tostagem e a extru-
sao da farinha de soja (COWARD et al., 1998). Por outro lado,
a formagéo de agliconas resulta da atuagdo das -glicosidases
enddgenas, como, por exemplo, quando a soja ¢ deixada de
molho ou mesmo durante armazenamento prolongado em
condigdes de alta umidade relativa (MATSUURA et al., 1989;
LEE et al., 2003). Isso explica a baixa porcentagem presente
nas sementes, cuja formacdo foi provavelmente decorrente
do processo de moagem e extracdo da soja para a analise. As
pequenas diferencas observadas entre as porcentagens de ma-
lonilglicosideos e B-glicosideos ndo parecem relacionadas aos
tratamentos aplicados, e seriam atribuidas a baixa estabilidade
térmica dos malonilglicosideos, que através de desesterificagao
formam facilmente os [3-glicosideos.

Em relagdo a distribuicio das isoflavonas (Tabela 5), di-
ferencas significativas foram encontradas entre as variedades
BRS 244 RR e BRS 154, tratadas ou ndo, principalmente no que
concerne a menor porcentagem de daidzeina e maior de genis-
teina total da BRS 154 em relagdo a BRS 244 RR. Novamente, a
aplicacio ou nao de herbicidas ndo resultou em diferencas nesses
parametros avaliados, exceto por uma tendéncia a um aumento
de daidzeina com conseqiiente diminui¢do de genisteina total
na BRS 244 RR submetida a duas aplicagdes de glifosato. As
variagdes encontradas nas porcentagens sdo similares as rela-
tadas para as variedades da Embrapa, safra 2003 (GENOVESE
et al., 2005).

4 Conclusoes

A aplicagdo de glifosato em pos-emergéncia, no controle de
plantas daninhas durante o cultivo de soja GM,, BRS 244 RR,
em dreas de Planossolo, resulta em residuos dessa molécula nos
graos, ultrapassando o limite maximo permitido pela legislacio
brasileira, bem como a presencga de residuos de AMPA no solo e
nos graos. Ha uma tendéncia do teor e do perfil das isoflavonas
ndo serem afetados nem pela aplica¢do de glifosato, nem pela
transformacao genética, havendo necessidade de estudos mais
aprofundados.
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Tabela 4. Perfil de isoflavonas dos graos de soja submetidos aos diferentes tratamentos.

Tratamentos %
B-glicosideos Malonilglicosideos Acetilglicosideos Agliconas
T1 - BRS 244 RR capina 15,1 £1,0® 84,4 + 1,0 n.d. 0,6 = 0,0¢
T2 - BRS 154 capina 119+1,1¢ 87,5+ 1,22 n.d. 0,5+ 0,1¢
T3 - BRS 244 RR 1x glifosato 12,5+ 1,6 86,8 + 1,8 n.d. 0,7 £ 0,2
T4 - BRS 244 RR 2x glifosato 17,4+£2,4* 81,9+ 2,5¢ n.d. 0,8+0,1°
T5 - BRS 244 RR 1x imazetapir 12,5 +0,3¢ 86,0 £ 0,4° n.d. 1,5+0,2*
T6 - BRS 154 1x imazetapir 17,3 £1,2° 81,0 £1,2¢ n.d. 1,7 £0,2*
n.d. ndo detectados. Médias, na mesma coluna, com letras iguais nao apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
Tabela 5. Distribui¢do das formas totais de isoflavonas presentes nos graos de soja submetidos aos diferentes tratamentos.
Tratamentos % total*
Daidzeina Gliciteina Genisteina
T1 - BRS 244RR capina 46,0 +0,7° 5,6 £0,2° 48,4 +0,6"
T2 - BRS 154 capina 41,2 £0,5¢ 4,5+0,3° 54,2+ 0,7*
T3 - BRS 244RR 1x glifosato 47,7 £1,8® 5,8+0,1° 46,5+ 1,9
T4 - BRS 244RR 2x glifosato 49,7 £0,2* 59+0,1° 444 +0,1¢
T5 - BRS 244RR 1x imazetapir 46,1 £ 0,4° 5,9 +0,2° 48,0 +£0,4°
T6 - BRS 154 1x imazetapir 39,8 £0,3¢ 53+0,4° 54,9 £0,6

*A porcentagem total de cada aglicona representa a soma das formas livres e conjugadas presentes, expressas como agliconas. Médias, na mesma coluna, com letras iguais nao apre-

sentam diferenga significativa (p < 0,05).
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