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MODIFICACOES MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS E SELETIVIDADE DA SOJA
A DIFERENTES HERBICIDAS EM RESPOSTA AO ESTRESSE HIDRICO

RESUMO - O déficit hidrico é o estresse abidtico mais limitante e severo para
as culturas agricolas, pois desencadeia uma série de adaptacdes fisioldgicas e
modificagcdes anatdmicas nas plantas como um processo adaptativo em resposta ao
déficit hidrico e que regula a reducdo das perdas de agua da planta para a
atmosfera. A fim de esclarecer o efeito do estresse hidrico sobre as caracteristicas
anatémicas e fisiologicas da soja, bem como a seletividade de herbicidas, o presente
trabalho teve como objetivo examinar as alteracbes morfoldgicas e enzimaticas das
cultivares de soja: MG / BR 46 Conquista (convencional) e a BRS Valiosa
(transgénica) por meio de resposta a diferentes manejos de agua no solo, em dois
estadios vegetativos de desenvolvimento. As plantas foram submetidas a diferentes
manejos de agua no solo, nos estadio de desenvolvimento vegetativo V2 e V4.
Foram realizadas avaliacbes de condutancia estomatica, area foliar, medidas de
anatomia foliar e caulinar. Também foram avaliados 0os mecanismos de resposta ao
estresse antioxidante pelas medicdes de, peroxidacao lipidica, teor de H202, prolina,
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), além de
avaliar o comportamento dos herbicidas fomesafen a 250 g i.a. ha! e chlorimuron-
ethyl 20 g i.a. ha' em plantas de soja submetidas a diferentes restricdes hidricas. A
cultivar BRS Valiosa RR apresentou melhor resposta adaptativa morfolégica e
anatdmica quando submetida a uma restricdo hidrica moderada de até (-0,07 MPa)
guando ocorrida nas primeiras semanas de desenvolvimento das plantas. A
atividade da SOD, CAT e APX das plantas transgénicas apresentaram um intenso
aumento no estadio V4, enquanto que a cultivar convencional ndo superou a
condicdo de estresse nesse periodo. Estas respostas determinaram que a BRS
Valiosa (transgénica) apresentou uma resposta tardia que aumentou a sobrevivéncia
a longos periodos de escassez de agua. A escassez hidrica reduz a fitointoxicacao
visual quando submetida a pulverizacdo dos herbicidas fomesafen e chlorimuron-
ethyl. Constatou-se que o fomesafen e chlorimuron-ethyl proporcionaram um efeito
negativo na infeccdo pelos rizébios, assim como o déficit hidrico reduziu
drasticamente a fixagdo biolégica de nitrogénio e o crescimento das plantas de soja.
Quando as plantas de soja foram submetidas a uma condi¢cdo de escassez hidrica
moderada (-0,07 MPa) a cultivar convencional teve o seu desenvolvimento mais
afetado em comparagdo com a cultivar transgénica. Evidenciou-se, ainda, que a
cultivar transgénica mostrou ter uma maior capacidade em sustentar a fixacao
biolégica de nitrogénio quando submetida a uma condicdo de escassez hidrica
moderada (-0,07 MPa) em comparagdo com a cultivar convencional.

Palavras-chave: anatomia, estresse oxidativo, déficit hidrico, Glycine max,
PROTOX, ALS.



MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL MODIFICATIONS AND SELECTIVITY OF
SOYBEAN TO DIFFERENT HERBICIDES IN RESPONSE TO WATER STRESS

ABSTRACT — The drought is the most limiting and severe abiotic stress for
agricultural crops, because it triggers a number of physiological adaptations and
anatomical modifications in the plants as an adaptive process in response to the
water deficit and which regulates the reduction of water losses from the plant to the
atmosphere. In order to know the effect of water stress on the anatomical and
physiological characteristics of soybean, as well as the selectivity of herbicides, the
present work had as objective to examine the morphological and enzymatic
alterations of soybean cultivars: MG / BR 46 Conquista (conventional) and BRS
Valiosa (transgenic) by means of response to different water management in the soil,
in two stages of vegetative development. The plants were submitted to different soll
water management, in the vegetative development stage V2 and V4. Stomatal
conductance, foliar area, and leaf and stem anatomy measurements were performed.
The antioxidant stress was measured by lipid peroxidation, H202 content, proline,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX). The
spraying of fomesafen at rate 250 g a.i ha* and chlorimuron-ethyl at rate 20 g a.i ha®
in soybean plants under different water restrictions was also evaluated. BRS Valiosa
RR has a better adaptive morphological and anatomical performance in response to
a moderate water restriction up to (-0.07 MPa) when it occurs in the first weeks of
plant development. SOD, CAT and APX activity of transgenic plants showed an
intense increase in the V4 stage, while the conventional cultivar did not overcome the
stress condition in this period. These responses appoint that BRS Valiosa
(transgenic) has a late response, which increases survival at long periods of water
scarcity. Drought reduces visual phytointoxication when sprayed with the herbicides
fomesafen and chlorimuron-ethyl. It was found that the spraying of the herbicide
fomesafen and chlorimuron-ethyl has a negative effect on rhizobia infection, as well
as the water deficit drastically reduced the biological nitrogen fixation and the growth
of the soybean plants. When soybean plants were submitted to a moderate drought
condition (-0.07 MPa) the conventional cultivar had its development more affected
compared to the transgenic cultivar. It was also evidenced that the transgenic cultivar
showed to have a greater capacity to support the biological fixation of nitrogen when
submitted to a condition of moderate drought (-0.07 MPa) in comparison to the
conventional cultivar.

Keywords: anatomy, drought stress, Glycine max, oxidative stress, PROTOX, ALS.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Introducao

O déficit hidrico € o estresse abibdtico mais limitante e severo para as culturas
agricolas, pois causa perdas significativas na producéo vegetal (COSTA et al., 2008;
ASHRAF, 2010; BALARDIN et al., 2011; SILVA et al.,, 2013). As respostas das
plantas ao estresse hidrico sdo altamente complexas, pois a seca hidrica causa um
desequilibrio entre a absorcdo de agua pela raiz e a transpiracdo das folhas, que
leva a uma reducdo no crescimento e desenvolvimento das plantas (CABUSLAY et
al. 2002; DOGAN et al., 2007; SHAO et al. 2008; ASHRAF; AFZAL et al., 2014).

Além disso, as plantas desencadeiam uma série de adaptacfes fisiologicas
gue tem efeitos deletérios, tais como: comprometimento metabdlico da fotossintese,
dano oxidativo, alteracdes hormonais e acumulo de proteinas relacionadas ao
estresse, 0 que leva a interrupcdo dos processos fisioldgicos e bioquimicos nas vias
celulares e moleculares (DOGAN et al., 2007; ASHRAF, 2010; GALMES et at., 2011;
ASHRAF; HARRIS, 2013; AFZAL et al., 2014).

O fechamento dos estbmatos é o principal mecanismo através dos quais as
plantas percebem a restricdo de agua no solo. Sendo este a primeira e imediata
resposta ao déficit hidrico que regula a reducéo das perdas de agua da planta para a
atmosfera. No entanto, o fechamento dos estbmatos também é a principal causa da
diminuicdo da fotossintese devido as taxas de assimilacdo de carbono serem
reduzidas (FLEXAS et al., 2004; OHASHI et al., 2006; AFZAL et al., 2014; MAK et
al., 2014).

Modificacdes das caracteristicas anatdmicas em plantas sob estresse hidrico,
tem sido relatadas como sendo processos adaptativos especificos das plantas, tais
como modificacdes relacionadas na arquitetura das plantas e diminuicdo do niamero
de folhas, diminuicdo da expansdo foliar, alteracdo da relacdo xilema/floema,
reducdo dos didmetros dos vasos do xilema, didametros das células parenquiméticas,
aumento do tecido vascular e espessura da parede celular (GUERFEL et al., 2009;
KUTLU et at., 2009; MAKBUL et at., 2011; POLIZEL et al., 2011; GALMES et at.,
2013).



Pesquisas evidenciaram reducdo da area foliar, limitagdo do crescimento e
comprometimento da biomassa das plantas de soja devido a falta de agua (LIU et
al.,, 2003; MAK et al, 2014). Também foi relatado reducdo das células
parenquimaticas em resposta ao déficit hidrico (MAKBUL et al., 2011). Essa reducao
da lamina foliar est4 relacionada com uma menor quantidade de espagos
intercelulares, possibilitando que as células figuem mais justapostas. Fahn (1977)
relata que a reducdo de espacos intercelulares no mesoéfilo, representa uma
vantagem adaptativa, pois aumenta a superficie de contato das células, o que pode
facilitar a captura de energia da luz e elementos gasosos, que Sao necessarios para
o processo fotossintético (POLIZEL et al., 2011).

O déficit hidrico também pode interromper processos bioquimicos, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS) em excesso, que sdo altamente toxicos para as
plantas, tais como: superéxido (0O2-), peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio
atomico e hidroxila (DEMIDCHIK, 2015).

Estas espécies de oxigénio sdo altamente reativas e interrompem o
metabolismo normal por dano oxidativo, que resulta em peroxidacédo lipidica
(MADANI et al., 2010). O sistema de defesa formado por antioxidante enzimaticos e
ndo-enzimaticos atua para evitar a oxidacado descontrolada causada pelo estresse
hidrico.

As enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
dismuta O-2 a H202. No entanto, o H202 também é toxico para as células e devem
ser desintoxicadas pela ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e catalase (CAT,
1.11.1.6) que converte a producédo excessiva de H202 em H20 (HIPPLER et al.,
2015; SILVA et al., 2016).

Os antioxidantes nao enzimaticos incluindo prolina, flavondides e
carotendides também desempenham um papel importante na desintoxicacdo de
ROS (AHMAD et al., 2010). A acumulacéo de prolina é uma das respostas mais
comuns ao estresse hidrico nas plantas ao desempenhar um papel como
osmoprotetor e um soluto compativel (TURKAN et al., 2005; SHARMA et al., 2012).
De modo geral o estresse oxidativo afeta a divisdo, alongamento e diferenciacéo

celular, resultando em danos no crescimento e desenvolvimento vegetativas e



reprodutivas das plantas (MECKEL et al.,, 1984, DESCLAUX; ROUMET, 1996;
CABUSLAY et al., 2002; SHAO et al., 2008; DEMIRTAS et al., 2010).

O cultivo da soja no Brasil tem aumentado continuamente nos ultimos anos,
sendo considerada como a principal cultura em éarea de producdo de grédos. No
entanto, para as plantas de soja a restricdo hidrica é bastante preocupante, pois
essa cultura tem baixa eficiéncia para o uso da agua (YANG et al.,, 2003).
Considerando o cenario atual em que, as maiores areas de cultivo com a soja é feito
sem o uso de irrigacdo, 0S riscos no processo produtivo sdo elevados, pois nos
periodos de safra e entressafra a ocorréncia de periodos prolongados de estiagem,
“os veranicos”, tém ocorridos cada vez mais frequentemente, e € comum em areas
meridionais do Brasil.

O aumento na produtividade da soja também é atribuido ao cultivo da soja
tolerante ao glyphosate (RR). Sendo esta responsavel por mais de 90% de toda a
area cultivada com essa oleaginosa no Brasil para a safra de 2014 (JAMES, 2014).
O desenvolvimento das culturas tolerante ao glyphosate resultou em um incremento
acentuado no uso desse herbicida, consequentemente, houve um declinio na
diversidade de herbicidas utilizados para manejo de plantas daninhas nas lavouras,
0 que levou a selecdo de varios bibtipos de plantas daninhas resistente em areas
agricolas (JONES et al. 2005; VILA-AIUB et al., 2007; OWEN 2008; CARVALHO et
al., 2011; GAINES et al., 2012).

Desse modo, herbicidas com diferentes mecanismos de acdo tém sido
utilizado pelos sojicultores para aumentar a eficiéncia de controle em areas de
cultivos com a presenca de bibtipos resistentes. Herbicidas como o diuron, bromacil,
imazetapir, chlorimuron-ethyl, cloransulam-methyl, lactofen, imazethapyr e
fomesafen tem se mostrado satisfatério no controle das plantas daninhas de dificil
controle e ou bidtipos resistentes ao glyphosate, sendo que os herbicidas testados
apresentaram alta seletividade nao interferindo no rendimento produtivo dos
cultivares de soja (YAMAUTI et al.,, 2010; MACIEL et al., 2011; STEWART et al.,
2011; ALONSO et al., 2013).

A fim de contornar os frequentes estresses que afetam a producéo agricola e

alcancar alto desempenho das culturas agricolas, estudos focados em selecionar



individuos com caracteristicas adaptativas para superar os estresses ambientais

deve ser de fundamental importancia para o avango da agricultura no Brasil.

Revisao de literatura

Estresse hidrico

O déficit hidrico € um dos fatores abidticos mais importantes que limitam o
crescimento e a produtividade das plantas em todo o mundo (ECHER et al., 2010).
Este é compreendido como a mudanca significativa das condicdes ideais de cultivo
das plantas e impedindo-as de expressar todo seu potencial genético de
desenvolvimento produtivo. Logo, € um dos principais fatores responsaveis por
acarretar reducdes na produtividade agricola (SILVA et al.,, 2013), sobretudo, o
déficit hidrico compromete praticamente todos o0s aspectos relacionados ao
desenvolvimento das plantas, incluindo mudancas anatémicas, morfolégicas,
fisiologicas e bioquimicas (BEZERRA et al., 2003; DOGAN et al., 2007; ASHRAF,
2010; GALMES et at., 2013; AFZAL et al., 2014)

O crescimento pode ser considerado um dos processos mais sensiveis ao
déficit hidrico, devido a reducdo de pressdo de turgescéncia, pois a expansdo das
células s6 ocorre quando a pressdo de turgescéncia € maior do que o limiar de
rendimento da parede celular. Assim, o déficit hidrico suprime a expansdo e
crescimento das células, devido a baixa pressdo de turgescéncia (JALEEL et al.,
2007; KARTHIKEYAN et al., 2007).

Alguns estudos tém demonstrado que sob condi¢cbes de escassez hidrica, as
taxas de assimilacdo de CO:2 sao reduzidas, principalmente, devido ao mecanismo
de fechamento dos estdmatos (OHASHI et al., 2006; AFZAL et al., 2014; MAK et al.,
2014). Com o fechamento estomatico, as plantas ndo s6 reduzem as perdas de
agua por transpiragdo, como também reduzem o suprimento de CO:2 para as folhas
e, como consequéncia, a producdo de biomassa das plantas € comprometida
(PAIVA et al., 2005).

Na safra 2015/16 as areas plantadas com a cultura da soja foi de: 33,177
milhdes de hectares (CONAB, 2016). Considerando o cenario atual em que, as

maiores areas de cultivo com a cultura da soja é feito sem o uso de irrigacdo, 0s



riscos no processo produtivo séo elevados em fungéo das restricdes hidricas. Uma
vez que pode ocorrer distribuigdo irregular das chuvas logo apés a semeadura, 0
que provoca reducdes nos estandes e no crescimento das plantas (COSTA et al.,
2008; BALARDIN et al., 2011).

Anatomia das plantas

A sobrevivéncia das plantas durante uma restricdo hidrica requer mecanismos
através dos quais as plantas percebam a falta de dgua no solo e passem a regular
rapidamente sua fisiologia para compensar essa condi¢cdo de estresse (TURNER,
1997). Logo, o principal mecanismo atraves dos quais as plantas percebem a
restricdo de agua no solo é sinalizado pelo fechamento estomatico, sendo este a
primeira e imediata resposta ao déficit hidrico que regula a reducédo das perdas de
agua pela fotorrespiracdo (POLIZEL et al., 2011). Além disso, a reducdo da
densidade estomatica pode melhorar a tolerancia a seca (TRIPATHI et at., 2016).

Modificacdes das caracteristicas anatdbmicas em plantas sob estresse hidrico
sdo descritas na literatura como sendo um processo adaptativo especifico das
plantas que regula as perdas de &agua das folhas para a atmosfera. Tais
modificacdes estédo relacionadas a mudancas na arquitetura das plantas, diminuicao
do numero de folhas, diminuicdo da expansdo foliar, alteracdo da relacdo
xilema/floema, reducdo dos didametros dos vasos do xilema, diametros das células
parenquimaticas, aumento do tecido vascular e espessura da parede celular
(GUERFEL et al., 2009; KUTLU et at., 2009; MAKBUL et at., 2011; POLIZEL et al.,
2011; GALMES et at., 2013).

A reducédo da é&rea foliar de plantas de soja devido a escassez hidrica foi
relatado como sendo uma resposta a falta de agua no solo (LIU et al., 2003). No
entanto, esta redugcdo é um fator limitante ao desenvolvimento das plantas, pois
compromete a biomassa da parte aérea e a produtividade (PAIVA et al., 2005; MAK
et al., 2014). Ja, em um estudo realizado por Moreira et al. (2010) foi observado que
sob condi¢bes de estresse hidrico, cultivares de soja tolerante & seca mantém uma

maior area foliar quando comparados com cultivares menos tolerantes.



Makbul et al. (2011) observaram em um estudo que plantas de soja
submetidas a uma condicdo de déficit hidrico apresentaram modificagbes das
células parenquimaticas. Os pesquisadores relataram que uma reducdo da lamina
foliar € uma resposta adaptativa das plantas, pois uma menor quantidade de
espacos intercelulares permite que as células figuem mais justapostas.

De acordo com Fahn, (1977) em plantas com alta capacidade fotossintética,
ha poucas ocorréncias de espacos intercelulares no mesofilo, o que representa uma
vantagem adaptativa, pois células mais proximas podem representar uma adaptacao
a escassez hidrica, devido ao aumento da superficie de contato das células, o que
pode facilitar a captura de energia da luz e elementos gasosos, que sao necessarios

para o processo fotossintético (POLIZEL et al., 2011).

Estresse oxidativo em plantas

Processos bioquimicos também s&o interrompidos pelo déficit hidrico. Dando
origem a espécies tOxicas reativas de oxigénio em excesso (ROS), tais como
superoxido (O2-), peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio atdmico e hidroxila
(DEMIDCHIK, 2015).

Na auséncia de mecanismos de protecado estas espécies de oxigénio sao
altamente reativas e interrompem gravemente o metabolismo normal por dano
oxidativo, que resulta em peroxidacao lipidica (MADANI et al., 2010).

As plantas tém inumeros mecanismos de defesa para resistir ao estresse
oxidativo (GILL; TUTEJA, 2010). A ativacédo e sintese de antioxidantes enzimaticos e
compostos nao-enzimaticos é a primeira linha de defesa para lidar com a producéo
excessiva de ROS e sua eliminacéo.

Existem muitas enzimas antioxidantes, que mostram alta afinidade para ROS
especificos. A SOD (EC 1.15.1.1) pode ser considerada a principal enzima
antioxidante porque participa da primeira linha do sistema de defesa contra a
toxicidade ROS. Esta enzima catalisa a desmutagdo de Oz ¢ para H202 e O2 em
todos os compartimentos subcelulares, incluindo cloroplastos, mitocéndrias, ndcleos,

peroxissomas, citoplasma e apoplastos (GILL et al., 2015).



No entanto, o H202 é uma molécula altamente reativa e deve ser
desintoxicada. A ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) desempenha um papel
essencial na eliminagdo de H202, convertendo a producéo excessiva de H202 em
H20 (SILVA et al.,, 2016). A CAT também percebe esta reacdo em diferentes
compartimentos celulares, que € uma parte vital da defesa antioxidante (GARG;
MANCHANDA, 2009).

Prolina, flavondides e carotendides sdo antioxidantes ndo enzimaticos que
também desempenham um papel importante na desintoxicacdo de ROS (AHMAD et
al., 2010). A acumulacéo de prolina é uma das respostas mais comuns ao estresse
hidrico nas plantas ao desempenhar um papel como osmoprotetor e um soluto
compativel (TURKAN, 2005; SHARMA et al., 2012). De modo geral, o estresse
oxidativo deve ser bem compreendido, pois este afeta a divisdo, alongamento e
diferenciagao celular, resultando em danos no crescimento e desenvolvimento das
plantas (MECKEL et al.,, 1984; DESCLAUX; ROUMET, 1996; CABUSLAY et al.,
2002; SHAO et al., 2008; DEMIRTAS et al., 2010).

Controle quimico de plantas daninhas na cultura da soja

O manejo de plantas daninhas na cultura da soja € um desafio constante, pois
exige elevado nivel de conhecimento dos técnicos e produtores, em razao dessas
espécies apresentam distribuicdo de maneira heterogénea nas areas de cultivo. A
infestacdo de plantas daninhas pode causar prejuizos para a cultura da soja nos
indices de produtividade, rendimento da colheita e na qualidade do produto
(PETTER et al., 2007). Os prejuizos ocorrem de forma gradativa, pela concorréncia
por fatores vitais, como luz, &gua, nutrientes e espago, ou simplesmente
influenciando a eficiéncia da colheita e o beneficiamento, ou, ainda, causando danos
indiretos, tendo em vista que as plantas daninhas sado hospedeiras de pragas e
doencgas (GAZZIERO et al., 2004). Nesse aspecto, 0 uso de herbicidas tornou-se
indispensavel para o manejo de plantas daninhas.

Com o desenvolvimento da soja transgénica tolerante ao herbicida
glyphosate, houve um incremento acentuado no uso deste herbicida devido a

possibilidade de sua aplicagdo apés emergéncia da soja, 0 que representou uma



nova alternativa de controle das plantas daninhas em fungcdo da eficiéncia e
viabilidade econdmica, caracteristicas essenciais no conceito de praticabilidade
(GAZZIERO et al., 2004). A grande aceitacdo do glyphosate deu-se em virtude
deste, ser um herbicida usado para dessecacdo de um amplo espectro de plantas
daninhas e ser eficiente tanto no controle de plantas daninhas anuais como perenes
(GALLI; MONTEZUMA, 2005). Entre os beneficios atribuidos ao desenvolvimento
das plantas transgénicas tolerantes ao glyphosate, destaca-se a reducdo na
diversidade de herbicidas utilizados para o manejo de plantas daninhas (YOUNG,
2006).

No entanto, a aplicacdo do glyphosate nédo pode ser utilizado em cultivares de
soja convencionais. Além disso, 0 uso deste herbicida em larga escala e em varias
vezes e por anos consecutivos, tem proporcionado selecdo de varios bidtipos de
plantas daninhas resistente em areas agricolas (JONES et al., 2005; VILA-AIUB et
al., 2007; OWEN, 2008; CARVALHO et al., 2011; GAINES et al., 2012).

Desse modo, o uso de herbicidas de diferentes mecanismos de acéo, tem
sido utilizado pelos sojicultores para aumentar a eficiéncia de controle das plantas
daninhas em areas cultivadas com a soja tolerante ao glyphosate. A utilizacdo dos
herbicidas diuron, bromacil, imazetapir, chlorimuron-ethyl, cloransulam-methyl,
lactofen, imazethapyr e fomesafen tem se mostrado satisfatério no controle das
plantas daninhas de dificil controle e ou bibtipos resistentes ao glyphosate, sendo
que os herbicidas testados apresentaram alta seletividade néo interferindo no
rendimento produtivo dos cultivares de soja resistente ao glyphosate avaliadas
(YAMAUTI et al., 2010; MACIEL et al., 2011; STEWART et al., 2011; ALONSO et al.,
2013). No entanto, em nenhum dos trabalhos supracitado, bem como também nao é
encontrado na literatura trabalhos que avaliaram os impactos que esses herbicidas
podem provocar as plantas de soja quando estas encontram-se em condi¢cbes de

estresse hidrico.

Microrganismos do solo

A fixacéo biologica de nitrogénio (FBN) tem-se mostrado indispensavel para a

sustentabilidade da agricultura brasileira, devido ao fornecimento de nitrogénio para



as culturas com baixo custo econdmico (HUNGRIA et al., 2005, 2006, 2007), sendo
definida como um dos principais fatores bidticos que contribuem para a elevada
producdo de soja, uma vez que, a demanda de nitrogénio das cultivares podem ser
supridas pelo processo biolégico, sem o incremento desse nutriente no solo por
fontes externas (HUNGRIA; MENDES, 2014).

No entanto, o processo de FBN é citado por pesquisadores na literatura como
sendo extremamente sensivel ao déficit hidrico, com perdas imediatas na sua
atividade, ocasionando assim, perdas de rendimento das plantas (THOMAS et al.,
2004; KING; PURCELL, 2006; CLEMENT et al., 2008, MASTRODOMENICO et al.,
2013).

Além disso, a pulverizacdo de agrotoxicos sobre 0s microrganismos
simbiontes radiculares tem sido bastante questionado, devido a grande importancia
desses agentes biolégicos na nutricdo e sanidade da cultura da soja.

Entre os trabalhos que avaliaram o efeito de herbicidas na populacéo
microbiolégica do solo, Zobiole et al. (2007) avaliaram a influéncia do herbicida
sulfentrazone na fixacdo biolégica do nitrogénio na cultura da soja e, concluiram
que o sulfentrazone reduziu a formacdo de nédulos, massa seca dos nddulos e o
acumulo de N2 na parte aérea. Dvoranen et al. (2008) ao avaliar os impactos de
aplicacoes sequencial dos herbicidas fomesafen/[fomesafen+fluazifop-p-butyl] sobre
a fixacdo biolégica de nitrogénio, verificaram que o numero de nddulos foi reduzido
pelas aplicacbes sequenciais destes herbicidas. Santos et al. (2006) verificaram que
o fomesafen aplicado isoladamente e em mistura com o fluazifop-p-butyl em meio de
cultura apresentaram efeito negativo sobre o crescimento das estirpes de
Rhizobium.

Embora vérios herbicidas possam reduzir a populagcdo microbioldgica do solo,
estes sdo utilizados com frequéncia na cultura da soja para o controle de plantas
daninhas. Além disso, esses efeitos podem ser mais acentuados quando a cultura
se encontra sob condi¢des de déficit hidrico. No entanto, ndo foram encontrados na

literatura informacdes que descreva tais fatos.

Objetivo geral
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Objetivou-se examinar as alteragbes morfoloégicas e enzimaticas das
cultivares de soja: MG / BR 46 Conquista (convencional) e a BRS Valiosa
(transgénica), e sua seletividade a diferentes herbicidas em resposta ao manejo de

agua no solo.

Objetivos especificos

Examinar as alteracBes morfoldgicas e anatdbmicas das cultivares de soja: MG
/ BR 46 Conquista (convencional) e a BRS Valiosa (transgénica) por meio de
resposta a diferentes manejos de agua no solo, em dois estadios vegetativos de
desenvolvimento.

Avaliar o desempenho de dois cultivares de soja: MG / BR 46 Conquista
(convencional) e a BRS Valiosa (transgénica) submetido a diferentes manejos de
agua no solo, através de parametros de crescimento, peroxidacao lipidica, teor de
H202, prolina e respostas antioxidantes enziméaticas.

Verificar a seletividade dos herbicidas fomesafen e chlorimuron-ethyl,
pulverizado em diferentes estadios de desenvolvimento da soja, cultivar

convencional e transgénica, sob diferentes potenciais hidricos no solo.
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CAPITULO 2 - MODIFICACOES MORFOANATOMICAS DA SOJA EM RESPOSTA
AO MANEJO DE AGUA NO SOLO

Resumo - A escassez hidrica é o estresse abidtico mais limitante para as culturas
agricolas, sendo que os mecanismos através dos quais as plantas percebem a
restricio de agua que sao altamente complexos e devem ser melhor
compreendidos. A fim de esclarecer o efeito do estresse hidrico sobre as
caracteristicas anatbmicas da soja, o presente trabalho teve como objetivo examinar
as alteracbes morfoldégicas de duas cultivares de soja: MG / BR 46 Conquista
(convencional) e a BRS Valiosa (transgénica) por meio de resposta a diferentes
manejos de agua no solo, em dois estadios vegetativos de desenvolvimento. As
plantas foram submetidas a cinco condi¢des hidricas de manejo de agua no solo
(Ws): -0,03; -0,05; -0,07; -0,5; -1,5 MPa, nos estadios de desenvolvimento vegetativo
V2 e V4. Foram realizadas avaliacbes de condutancia estomatica, area foliar,
medidas de anatomia foliar (largura do parénquima palicadico e esponjoso,
comprimento da nervura central, nervura central largura adaxial e abaxial,
comprimento do feixe vascular, largura do feixe vascular) e diametro do caule.
Observou-se uma maior tolerdncia BRS Valiosa RR a uma condi¢cdo de déficit
hidrico moderado quando ocorrido no estadio V2 da soja. A cultivar BRS Valiosa RR
apresenta uma melhor resposta adaptativa morfolégica e anatdbmica em resposta a
uma restricdo hidrica moderada de até (-0,07 MPa) quando ocorrida nas primeiras

semanas de desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: anatomia, condutancia estomatica, Glycine max, tolerancia a seca.
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Introducéo

A seca € 0 estresse abidtico mais limitante e severo para as culturas
agricolas, pois causa perdas significativas na producéo vegetal (COSTA et al., 2008;
BALARDIN et al., 2011; SILVA et al., 2013). A seca desencadeia um desequilibrio
entre a absorcdo de agua pela raiz e a transpiracao das folhas, que causa reducdo
no crescimento e desenvolvimento das plantas (DOGAN et al.,, 2007; ASHRAF,
2010; ASHRAF e HARRIS, 2013; AFZAL et al., 2014).

As respostas das plantas ao estresse hidrico sdo altamente complexas, pois o
estado da agua nas plantas e o potencial hidrico das folhas € afetado, o que
ocasiona uma baixa pressao de turgescéncia nas células (CABUSLAY et al. 2002;
CHAITANYA et al. 2003; KARTHIKEYAN et al. 2007; JALEEL et al. 2008; SHAO et
al. 2008), e desencadeia uma série de adaptacOes fisiologicas que tem efeitos
deletérios, tais como: comprometimento metabdlico da fotossintese, dano oxidativo,
alteracdes hormonais e o acumulo de proteinas relacionadas ao estresse, o0 que leva
a interrupcdo dos processos fisioldgicos e bioquimicos nas vias celulares e
moleculares (ASHRAF, 2010; GALMES et at., 2011, 2013; ASHRAF e HARRIS,
2013; AFZAL et al., 2014).

O principal mecanismo pelo qual as plantas percebem a restricdo de agua no
solo é sinalizado pelo fechamento estomatico, sendo esta a primeira e imediata
resposta ao déficit hidrico que regula a reducdo das perdas de agua pela
fotorrespiracdo. No entanto, o fechamento dos estdmatos também é a principal
causa da diminuicdo da fotossintese devido a reducdo das taxas de assimilacdo de
carbono (FLEXAS et al., 2004; PAIVA et al., 2005; OHASHI et al., 2006; AFZAL et
al., 2014; MAK et al., 2014).

ModificacOes das caracteristicas anatdbmicas em plantas sob estresse hidrico,
0 que sugere processos adaptativos especificos das plantas, tem sido relatadas na
literatura, tais como: modifica¢cdes na arquitetura e diminuicdo do niamero de folhas,
diminuicdo da expanséo foliar, alteracdo da relacdo xilema/floema, reducdo dos
didmetros dos vasos do xilema, didmetros das células parenquimaticas, aumento do
tecido vascular e da espessura da parede celular (GUERFEL et al., 2009; KUTLU et
at., 2009; MAKBUL et at., 2011; POLIZEL et al., 2011; GALMES et at., 2013).
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A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma oleaginosa de grande importancia
econdmica em muitos paises e ocupa a primeira colocacdo em areas de producdo
de grdos no mundo. Além disso, € uma alta fonte de proteinas para o consumo
humano e animal. Para as plantas de soja a restricdo hidrica é bastante
preocupante, pois essa cultura tem baixa eficiéncia para o uso da agua, e para ter-
se uma elevada produtividade a soja demanda alta quantidade de agua para uma
boa manutencdo (YANG et al., 2003).

Considerando o cenario atual em que as maiores areas de cultivo de soja sao
realizados sem o uso de irrigacdo, 0S riscos no processo produtivo sao elevados em
funcdo das restricdes hidricas, pois nos periodos de safra e entressafra a ocorréncia
de periodos prolongados de estiagem, “os veranicos”, tém ocorrido cada vez mais
frequentemente, e € comum principalmente em areas meridionais do Brasil.

A fim de contornar esses problemas e alcancar alto desempenho das culturas
agricolas estudos tém focado em selecionar individuos com caracteristicas
adaptativas para superar os estresses ambientais. A cultivar de soja BRS Valiosa
RR é fundamentalmente derivada da cultivar MG/BR-46 Conquista, obtida por
cruzamentos. Embora essas cultivares tenham grandes semelhancas genéticas, é
possivel que, com o processo de melhoramento para a inser¢cdo do gene que
confere tolerancia ao herbicida glyphosate a esta cultivar, também tenha ocorrido
ativacdo de genes de proteinas alvo induzida pelo estresse hidrico em soja.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo examinar as alteracdes
morfolégicas e anatbmicas das cultivares de soja MG / BR 46 Conquista
(convencional) e a BRS Valiosa (transgénica) por meio de resposta a diferentes

manejos de agua no solo, em dois estadios vegetativos de desenvolvimento.

Material e Métodos

Dois experimentos foram conduzidos em condi¢cdes de casa de vegetacao, no
Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal/SP. A temperatura média nos
periodos de conducéo dos experimentos foi de 24°C (x 7°C) e umidade relativa entre
44,6% e 83,8%.
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Utilizou-se nestes estudos dois cultivares de soja: MG/BR 46 Conquista
(convencional) e BRS Valiosa (RR). As plantas foram submetidas a cinco condi¢des
hidricas de manejo de agua no solo (Ws): -0,03; -0,05; -0,07; -0,5; -1,5 MPa (manejo
de agua no solo de 13%, 11%, 10%, 9% e 8%, respectivamente) durante um periodo
de dez dias. O teor de 4gua nos vasos foi controlado por meio de pesagem. Quando
0 peso atingia o potencial de 4gua definido para cada tratamento, realizou-se a
reposicao de agua até alcancar o potencial maximo de agua no solo (Ws): -0,01 MPa
(14%).

O solo, antes da semeadura, foi seco ao ar até uma umidade constante de
3%. Para a obtencdo da curva de retencéo de agua foi utilizada a placa de presséo
de Richards (KLAR, 1984). A partir dos resultados da curva de retencédo, foram
estabelecidas as cinco condicdes hidricas de manejo de agua no solo.

Para o primeiro estudo as condi¢c6es hidricas de manejo de agua no solo
foram iniciadas quando as plantas atingiram o estaddio de desenvolvimento
vegetativo V2 (primeiro trifélio aberto) e o segundo estudo quando as plantas
atingiram o estadio de desenvolvimento vegetativo V4 (terceiro trifélio aberto)
descrita por Fehr e Caviness (1977).

Os experimentos foram instalados e conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes, em um arranjo fatorial 5x2, sendo o primeiro
fator constituido pelas cinco condigdes hidricas de manejo de agua no solo (Ws): -
0,03; -0,05; -0,07; -0,5; -1,5 MPa, e o segundo fator constituido pelas duas cultivares
de soja (convencional e transgénica).

As parcelas experimentais foram constituidas por vasos
de plastico contendo 3 kg de solo. Foram semeados quatro sementes de soja por
vaso, sendo posteriormente realizado um desbaste de plantulas, deixando-se
apenas duas plantas por vaso. O solo foi previamente irrigado até a umidade atingir
a capacidade de campo, de forma a garantir a efetivacdo do processo de
germinacdo e o desenvolvimento das plantulas. Uma amostra composta do solo foi
retirada, antes da instalacdo dos experimentos, para caracterizagdo quimica. A
analise quimica do solo apresentou: pH (CaClz2) = 5,2; M.O. =17 g dm3; P = 21 mg
dm=3; S = 8 mg dm3; Ca = 16 mmolc dm=3; Mg = 5 mmolc dm=3; K = 2,3 mmolc dm3;
H + Al = 24 mmolc dm3; S.B. = 23,3 mmolc dm3; CTC = 47,3; V = 49. Foi realizada a
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correcdo da acidez e da fertilidade de acordo com as recomendacgdes da cultura.
Antes da semeadura, as sementes foram inoculadas com estirpes de
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5019 (9 x
10° células viaveis kg de sementes) a fim de garantir o maximo desempenho das
plantas de soja.

Ap6s o periodo de tratamento, utilizou-se uma planta para avaliar a
condutancia estomatica (gs) e area foliar (cm?). A condutancia estomatica (gs) foi
realizada em um par de folhas completamente expandidas a partir de uma altura
intermediaria da planta entre 9 e 11 da manha utilizando um porémetro (Leaf
Promoter SC — 1; DECAGON DEVICES, EUA). A determinacdo da area foliar (cm?)
foi realizada pelo método direto, em que as folhas foram coletadas e medidas
automaticamente, utilizando um aparelho integrador de area foliar (Licor 3100).

A segunda planta foi coletada para as avaliagcbes de anatomia foliar e
caulinar. Foram coletadas folhas completamente expandidas, amostrada na porgéo
média do limbo foliar. Também foi amostrada a por¢cdo média do caule entre a
penudltima e dltima folha expandida do apice da planta. Imediatamente apds os
cortes as amostras foram fixadas em FAAso, durante 48 horas, sendo posteriormente
estocadas em alcool 70% (JOHANSEN, 1940).

As analises de anatomia foliar e caulinar foram realizadas no Laboratorio de
Morfologia Vegetal do DBAA-FCAV-UNESP. As amostras foliares foram
desidratadas, em série etilicas crescentes, submetidas a imersdo em TBA (C4H100)
e mantidas em TBA + 6leo de parafina (JOHANSEN, 1940). Em seguida as
amostras foram emblocadas com parafina e realizados cortes transversais de 10 ym
de espessura, sendo realizados em micrétomo rotativo (Leica RM2065), os quais
foram corados com Azul de Toluidina 0,05% (O’'BRIEN et at., 1964) e montado entre
lamina-laminula com balsamo de Canada sintético. Foram realizadas as seguintes
avaliagOes da anatomia foliar: largura do parénquima palicadico e esponjoso (pm),
comprimento da nervura central (um), largura adaxial e abaxial da nervura central
(um), comprimento do feixe vascular (um), largura do feixe vascular (um) e o
diametro do caule (um). As avaliagGes foram realizadas a partir de 20 medi¢des por

tratamento utilizando um microscépio Bel Photonics.
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Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, e a significancia
testada para as fontes de variacéo significativas pelo teste F, sendo aplicado o teste
de Tukey (5% de significancia). Os graficos foram plotados com o software Sigma
Plot 10.0.

Resultados e Discussao

Na literatura ja € bem conhecido que o principal mecanismo através dos quais
as plantas percebem a restricdo de agua no solo € sinalizado pelo fechamento
estomético. Por ser esta a primeira e imediata resposta ao déficit hidrico que regula
a reducdo das perdas de agua nas plantas, o controle estomatico deve ser
considerado como uma adaptacdo que leva a manutencdo do status hidrico em
condicbes de seca (CATTIVELLI et al., 2008). Ressalta-se que a reducdo da
densidade estomatica pode melhorar a toleréncia a seca (TRIPATHI et at., 2016). Os
resultados ora encontrados evidenciam que ambas as cultivares estudadas
apresentaram uma grande reducdo da condutancia estomatica em resposta aos
niveis de 4gua no solo (Figura 1 A-B).

No entanto, foi possivel observar que a cultivar BRS Valiosa (RR)
principalmente no estadio fenoldgico V4 (Figura 1 B), obteve uma melhor resposta
para os niveis de estresse moderado de (-0,05 e -0,07 MPa), pois a reducdo da
condutancia estomatica foi menor quando comparada a cultivar convencional
MG/BR 46 Conquista. Tal fato, pode ser um indicativo de que a cultivar transgénica
nao se encontrava em condi¢do de estresse para uma restricao hidrica de até (-0,07
MPa). Ja, para os niveis de (-0,5 e -1,5 MPa) ambas as cultivares foram
drasticamente afetadas.

A literatura relata uma reducdo progressiva da condutancia estomatica de
plantas em baixas condi¢cdes de umidade do solo, como resposta as perdas de agua
(FLEXAS et al., 2004, 2006a, 2006b; LIU et al., 2005; PAIVA et al., 2005; RIBAS-
CARBO et al., 2005; GALMES et at., 2013; AFZAL et al., 2014; MAK et al., 2014).
Entretanto, esta condicdo de fechamento dos estdmatos também é relatada como
sendo a principal causa da diminuicdo da fotossintese, devido as baixas taxas de

assimilacdo de CO:2 que limita o crescimento das plantas (FLEXAS et al., 2004,
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PAIVA et al., 2005; OHASHI et al., 2006; GALMES et at., 2013; AFZAL et al., 2014;
MAK et al., 2014).
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Figure 1. Efeito de manejos hidricos sobre (A-B) condutancia estomatica (mm/m2s)
e (C-D) éarea foliar em cultivares de soja nos estadios fenolégico V2 e V4.
Médias seguidas de mesma letra minuscula, ndo diferem estatisticamente
entre os manejos hidricos e as médias seguidas de letra mailscula,
diferem estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05).
Jaboticabal/SP, 2015.

Ficou evidenciado que a escassez hidrica foi um fator limitante ao
crescimento, pois registrou-se uma progressiva reducao na area foliar das plantas
de soja estudadas (Figura 1 C-D). Todavia, sob uma moderada restricdo hidrica
ocorrida no estadio fenologico V2, a cultivar MG/BR 46 Conquista apresentou maior
sensibilidade a seca, pois uma condicdo de falta de agua moderada (-0,07 MPa)
limitou o desenvolvimento da area foliar (Figura 1 C). Diferente da cultivar BRS
Valiosa RR que para as mesmas condi¢des ndo apresentou reducdo da area foliar.

Liu et al. (2003) também ja tinha relatado reducéo da area foliar de plantas de
soja devido a escassez hidrica, sendo este um fator limitante ao seu crescimento,
gue compromete a biomassa da parte aérea e a produtividade (PAIVA et al., 2005;

MAK et al., 2014). Moreira et al. (2010) relataram que sob condi¢cdes de estresse
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hidrico, cultivares de soja tolerante & seca mantém uma maior area foliar quando
comparados com cultivares menos tolerantes.

Observou-se uma modificacdo da espessura da lamina foliar das plantas de
soja cultivar MG/BR 46 Conquista e BRS Valiosa RR nos estadios V2 e V4 quando
as plantas foram mantidas em condi¢do de restricdo hidrica. Resultado este, que
foram mensurados através das avaliagfes de espessura do parénquima palicadico e
do parénguima esponjoso.

Para as avaliacdes no estadio V2 verificou-se que todos os niveis de restricao
hidrica reduziram a espessura do parénquima palicaddico para ambas as cultivares
estudadas (Figura 2 A). Ja, para as avaliagcdes em V4, as modificacbes constatadas
do parénquima palicadico para os diferentes manejos de agua no solo foram pouco

expressivas (Figura 2 B).
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Figura 2. Efeito do estresse hidrico sobre o parénquima paligadico (um) em
cultivares de soja nos estadios fenologico V2 e V4. Médias seguidas de
mesma letra minlscula, ndo diferem estatisticamente entre os manejos
hidricos e as médias seguidas de letra mailscula, diferem
estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05). *
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o significativo.
Jaboticabal/SP, 2015.
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O parénquima esponjoso também apresentou resposta semelhante ao

parénquima palicadico. Uma vez que, a reducdo da espessura deste, foi mais

acentuada no estadio V2 para os diferentes manejos hidricos em ambas as

cultivares (Figura 3 A). Ja, em V4 embora as plantas sob estresse hidrico tenham

sido afetadas, as modificagcdes foram menores.
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cultivares de soja nos estadios fenolégico V2 e V4. Médias seguidas de
mesma letra minlscula, ndo diferem estatisticamente entre os manejos
hidricos e as médias seguidas de letra mailscula, diferem
estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05). *
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o significativo.
Jaboticabal/SP, 2015.

um modo geral, a cultivar MG/BR 46 Conquista apresenta maior

espessura da lamina foliar no estadio inicial V2 em comparacdo as plantas

transgénicas. Resultado este, que pode ser observado através das avaliagcdes do

parénquima palicadico e do parénquima esponjoso (Figura 2 C e Figura 3 C). No

entanto, a medida que as plantas foram desenvolvendo-se essa diferenca nao foi
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mais observada, haja vista, que nao foi notada diferengas entre as cultivares em V4
para parénquima palicadico e do parénquima esponjoso.

Ressalta-se que, com o aumento da area foliar das plantas, ocorreu uma
reducdo da espessura da lamina foliar, pois para ambas as cultivares estudadas foi
possivel observar que no estadio V4 as folhas apresentam uma menor espessura do
parénquima palicadico e do parénquima esponjoso (Figura 2 D e Figura 3 D).

Makbul et al. (2011) relataram em um estudo que as células parenquimaticas
é reduzido quando as plantas de soja sdo submetidas a uma condicdo de déficit
hidrico. Essa reducdo da lamina foliar esta relacionada com uma menor quantidade
de espacos intercelulares, o que possibilita que as células figuem mais justapostas.
De acordo com Fahn (1977) em plantas com alta capacidade fotossintética, ha
pouca ocorréncia de espacos intercelulares no mesofilo, o que representa uma
vantagem adaptativa. Segundo Polizel et al. (2011) células mais proximas podem
representar uma adaptacdo a escassez hidrica, pois aumenta a superficie de
contato das células, o que pode facilitar a captura de energia da luz e elementos
gaso0so0s, que Sd0 necessarios para o processo fotossintético.

O comprimento da nervura central também foi drasticamente afetado com o
estresse hidrico (Figura 4 A-B). Para as avalia¢des da largura da nervura central na
superficie adaxial foi observada uma forte reducdo para ambas as cultivares nos
estadios fenolégicos estudados com o aumento da restricdo hidrica (Figura 5 A-B).
Todavia, para o estadio fenolégico V2 foi registrado uma reducdo linear mais
acentuada com o aumento da restricdo hidrica (Figura 5 A). Também foi evidenciada
uma maior largura da nervura central na superficie adaxial para a cultivar BRS
Valiosa RR em comparacdo a MG/BR 46 Conquista para todas as condi¢cdes de
restricdo hidrica estudadas (Figura 5 A-C).

Para as avaliagcbes da largura da nervura central na superficie abaxial
também foi evidenciada reducéo para ambas as cultivares nos estadios fenologicos
estudados (Figura 5 C-D). Semelhante a superficie adaxial essa modificacdes
ficaram mais evidentes em V2 (Figura 5 C). J&, em V4, essas modificacdes também

foram menores (Figura 5D).
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Figura 4. Efeito do estresse hidrico sobre o comprimento da nervura central (um) em
cultivares de soja nos estadios fenolégico V2 e V4. Médias seguidas de
mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente entre os manejos
hidricos e as médias seguidas de letra mailscula, diferem
estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05).
Jaboticabal/SP, 2015.

Na (Figura 6 D-E) verificou-se que a superficie abaxial da cultivar MG/BR 46
Conguista sob estresses hidricos de (-0,5 e -1,5 MPa) no estadio fenolégico V2, e na
(Figura 7 E) sob estresses hidricos de (-1,5 MPa) no estadio fenolégico V4,
apresentou um intenso desarranjo das células. Diferente da cultivar BRS Valiosa RR
que embora tenha sido fortemente afetada pelo estresse hidrico, manteve seu
arranjo natural das células. Este comportamento apresentado pela cultivar BRS
Valiosa RR sugere uma melhor adaptacdo morfoldégica e anatbmica como uma
resposta das plantas para tolerar uma restricdo hidrica em comparacdo a cultivar
MG/BR 46 Conquista.
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Figura 5. Efeito do estresse hidrico sobre a nervura central largura adaxial (A-B) e
abaxial (C-D) (um) em cultivares de soja nos estadios fenoldgico V2 e V4.
Médias seguidas de mesma letra minuscula, ndo diferem estatisticamente
entre os manejos hidricos e as médias seguidas de letra maiulscula,
diferem estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05).
Jaboticabal/SP, 2015.
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— -1,5 MPa —t -1,5 MPa

Figura 6. Seccao transversal do Limbo foliar de Glycine max no estadio fenologico
de desenvolvimento V2, cultivar Convencional ( A, B, C, D e E), cultivar
Transgénica RR (F, G, H, | e J), submetidas a diferentes potenciais
hidricos no solo. Barra: 150 um. Jaboticabal/SP, 2015.
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Figura 7. Seccao transversal do Limbo foliar de Glycine max no estadio fenoldgico
de desenvolvimento V4, cultivar Convencional (A, B, C, D e E), cultivar
Transgénica RR (F, G, H, | e J), submetidas a diferentes potenciais
hidricos no solo. Barra: 150 um. Jaboticabal/SP, 2015.
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Nas Figuras (8 A, B, C e D) observou-se também modificacdes nos feixes
vasculares. Através do comprimento e largura dos feixes vasculares foi constatado
que no estadio fenoldgico V2 as plantas apresentam uma maior flexibilidade
adaptativa em resposta a restricdo hidrica (Figura 8 A-C). J4, para um estresse
hidrico ocorrido em V4 essas alteragbes sdo menos evidentes (Figura 8 B-D), uma
vez que a estrutura anatdmica ja esta estabelecida.
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Figura 8. Efeito do estresse hidrico sobre o comprimento (A-B) e largura (C-D) dos
feixes vasculares (um) em cultivares de soja nos estadios fenologico V2 e
V4. Médias seguidas de mesma letra mindascula, ndo diferem
estatisticamente entre os manejos hidricos e as médias seguidas de letra
maiuscula, diferem estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de
Tukey (P<0,05). Jaboticabal/SP, 2015.

Nota-se que, os feixes vasculares da cultivar BRS Valiosa RR encontram-se
mais evidentes em V2 em comparacao a cultivar MG/BR 46 Conquista. Ja, em V4,
esta diferenca nao foi mais observada. Estes resultados ora verificados sugerem que
em V2 a cultivar BRS Valiosa RR ja apresenta os seus tecidos bem estabelecidos, o
que possibilita a esta cultivar uma menor desestruturagcdo dos tecidos quando

submetidas a um estresse severo (-0,5 e -1,5 MPa). Diferente da cultivar MG/BR 46
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Conquista que teve os tecidos comprometidos quando submetida a estas condi¢cbes
de estresse.

Ressalta-se que, os tecidos que envolvem a nervura central (formados por
colénquima e esclerénquima, e com funcbes de protecdo), tém sua formacao
comprometida quando os feixes vasculares ndo estdo bem estabelecidos, o que
pode ter possibilitado uma maior sensibilidade as plantas da cultivar MG/BR 46
Conquista.

Assim, como para as avaliacbes anatdomicas das folhas, também foi
observada reducéo do diametro do caule para ambas as cultivares quando mantidas
em condicdo de estresse hidrico em ambos os estadios fenoldgicos estudados
(Figura 9 A-B).

« i V4 (B)
_ CJ Convencional V2 (A) ~ [JConvencional
SO0 rmnnetrica cv%=418 900 Transgénica CV%=10.33
= 2500 | = 2500
£ ‘d;.d ES a.a
© 2000 r b e b.b I 44 5 2000 | be ab b
S cB c¢B 5 ] c e
o 1500 r 2 1500 r q4d
o 1o}
] ]
3 1000 | 5 1000 |
< =
o 500 o 500 ¢
0 T T T T T O T T 1] T T
-0,03 -0,05 -0,07 -0,5 -1.5 -0,03 -0,05 -0,07 -0,5 -1.5
Manejo Hidrico (MPa) Manejo Hidrico (MPa)

Figura 9. Efeito do estresse hidrico sobre o diametro do caule (um) em cultivares de
soja nos estadios fenolégico V2 e V4. Médias seguidas de mesma letra
mindscula, ndo diferem estatisticamente entre os manejos hidricos e as
meédias seguidas de letra mailscula, diferem estatisticamente entre as
cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05). Jaboticabal/SP, 2015.

Aparentemente houve maiores danos dos feixes do xilema para a cultivar
MG/BR 46 Conquista quando submetidas a uma escassez hidrica de -1,5 MPa em
comparacao a cultivar BRS Valiosa RR, pois estes foram mais comprometidos
(Figura 10 E-J e Figura 11 E-J).
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Figura 10. Seccéao transversal do caule de Glycine max no estadio fenolégico de
desenvolvimento V2, cultivar Convencional (A, B, C, D e E), cultivar
Transgénica RR (F, G, H, | e J), submetidas a diferentes potenciais
hidricos no solo. Barra: 110 um. Jaboticabal/SP, 2015.
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Figura 11. Seccéao transversal do caule de Glycine max no estadio fenolégico de
desenvolvimento V4, cultivar Convencional (A, B, C, D e E), cultivar
Transgénica RR (F, G, H, | e J), submetidas a diferentes potenciais
hidricos no solo. Barra: 110 um. Jaboticabal/SP, 2015.
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Observou-se uma maior fragilidade do parénquima medular do caule para a
cultivar BRS Valiosa RR, pois foi registrado um rompimento dos tecidos em todas as
laminas analisadas para as plantas mantidas sob escassez hidrica de -1,5 MPa. Ja,
para a cultivar MG/BR 46 Conquista, o tecido da medula estavam intactos. Ressalta-
se que foi observado uma reducéo do tamanho das células para a cultivar MG/BR 46
Conquista quando submetidas a um déficit hidrico severo (-1,5 MPa).

Verificou-se que, a cultivar MG/BR 46 Conquista no estadio fenolégico V4 sob
déficit hidrico severo de -1,5 MPa apresentou uma ruptura do meristema secundario,
0 que pode ter prejudicado a formacao dos tecidos.

Ficou evidenciado nas Figuras 6, 7, 10 e 11 para ambos os estadios
fenologicos estudados V2 e V4, uma reducdo dos espacos intercelulares das folhas
e do caule, quando as plantas de soja foram submetidas a uma condicdo de
estresse hidrico, sobretudo para as condi¢cfes de estresse hidrico severo (-0,5 e -1,5
MPa) no estadio V2 (Figura 6 e 10), o que pode estar relacionado a uma maior
plasticidade fenotipica das plantas de soja, em resposta a um estresse hidrico
guando ocorrido no estadio inicial das plantas.

Tal fato foi aferido por diversos pesquisadores, que também relataram
reducdo do tamanho das células e reducdo dos espacos intercelulares, o que foi
ocasionado por uma baixa pressdo de turgescéncia nas células, devido uma
reducdo no teor de agua dos tecidos em plantas sob escassez hidrica (CABUSLAY
et al. 2002; CHAITANYA et al. 2003; KARTHIKEYAN et al. 2007; JALEEL et al.
2008; SHAO et al. 2008).

Conclusodes

Todos os caracteres anatdmicos avaliados foram afetados pelo déficit hidrico,
sendo essas alteracdes mais evidentes no estadio V2.

Os resultados evidenciaram uma maior tolerancia BRS Valiosa RR a uma
condicao de déficit hidrico moderado quando ocorrido no estadio inicial da soja.

A cultivar BRS Valiosa RR apresenta uma melhor resposta adaptativa
morfologica e anatdmica em resposta a uma restricdo hidrica moderada de até (-

0,07 MPa) quando ocorrida nas primeiras semanas de desenvolvimento das plantas.
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CAPITULO 3 - DESEMPENHO FISIOLOGICO DA SOJA CONVENCIONAL E
TRANSGENICA SUBMETIDA A RESTRICAO HIiDRICA

Resumo - O estresse hidrico € uma das principais causas de perdas na producéo
agricola, sendo fundamental a realizagdo de estudos que selecionam cultivares que
possam desenvolver e crescer sob limitagdes ambientais. Assim, o presente estudo
objetivou avaliar duas cultivares de soja: MG / BR 46 Conquista (convencional) e a
BRS Valiosa (transgénica) sob progressiva restricdo hidrica em dois estadios
fenoldgicos, V2 e V4. As cultivares de soja foram submetidas a manejos de agua no
solo (Ws): 13% (-0,03 MPa), 10% (-0,07 MPa) e 9% ( -0,5 MPa) quando atingiram os
estadios pretendidos por um periodo de dez dias. Foram analisados parametros de
crescimento (altura da planta, diametro do caule, massa seca da parte aérea) e
fisiologicos [condutancia estomatica, peroxidacdo lipidica, teor de H202, prolina,
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX)]. A
restricdo hidrica reduziu a altura da planta para ambas as cultivares. As plantas
transgénicas exibiram maior massa seca no estadio V2 com um estresse hidrico
moderado de -0,07 MPa. A condutancia estomatica mostrou diminuicdo em ambos
0S genotipos sob estresse hidrico, sendo mais pronunciada para a cultivar MG / BR
46 Conquista no estadio V4. O teor de prolina foi menos afetado para a cultivar BRS
Valiosa RR. Os teores de H202 e conteudo de MDA aumentam quando submetida a
condicao de restricao hidrica. A atividade da SOD, CAT e APX exibiram um aumento
acentuado nas plantas transgénicas no estadio V4, enquanto as plantas
convencionais ndo superaram a condicdo de estresse neste periodo. Estes
resultados evidenciaram que a cultivar BRS Valiosa RR exibiu uma melhor resposta
ao estresse hidrico no estadio V4, o que poderia aumentar a sobrevivéncia das

plantas a um longo periodo de déficit hidrico.

Palavras-chave: Enzima antioxidante, estresse oxidativo, espécies reativas de

oxigénio, Glycine max, manejo de agua.
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Introducéo

A Soja é uma grande fonte de proteinas para o consumo humano e animal.
Além disso, esta cultura € importante para a economia de muitos paises, resultando
em uma estimativa de 318,8 milhdes de toneladas na producéo global para a safra
2014/2015 (USDA, 2016). No entanto, a restricao hidrica € um dos estresses
abidtico mais limitante para a soja (JUENGER, 2013), que causa grandes perdas na
producao agricola (COSTA et al., 2008; BALARDIN et al., 2011; SILVA et al., 2013).
O requerimento de agua pela soja é alto e as plantas mostram baixa eficiéncia no
uso da agua, o que faz com que esta cultura seja sensivel ao estresse hidrico
(YANG et al., 2003).

A restricdo hidrica causa um desequilibrio entre a captacdo de agua pela raiz
e a transpiracdo das folhas, o que leva a interrupcdo dos processos fisiologicos e
bioquimicos nas vias celulares e moleculares (DOGAN et al., 2007; ASHRAF, 2010;
ASHRAF; HARRIS, 2013; AFZAL et al., 2014). Como consequéncia do estresse
hidrico, as reacbes degenerativas geram espécies reativas de oxigénio (ROS) em
excesso, tais como: superoxido (0O2-), peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio
atdomico e hidroxila (DEMIDCHIK, 2015).

Estas espécies de oxigénio sdo altamente reativas e interrompem o
metabolismo normal por dano oxidativo, que resulta em peroxidacdo lipidica
(MADANI et al., 2010). O sistema de defesa antioxidante composto por compostos
enzimaticos e ndo-enzimaticos atua para evitar a oxidacdo descontrolada causada
pelo estresse hidrico.

As enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
dismuta O-2 a H202. No entanto, o H202 também é toxico para as células e deve ser
desintoxicado pela ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e catalase (CAT,
1.11.1.6) que converte a producédo excessiva de H202 em H20 (HIPPLER et al.,
2015; SILVA et al., 2016).

Os antioxidantes nao enzimaticos incluindo prolina, flavondides e
carotendides também desempenham um papel importante na desintoxicacdo de

ROS (AHMAD et al., 2010). A acumulacdo de prolina é uma das respostas mais
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comuns ao estresse hidrico nas plantas ao desempenhar um papel como
osmoprotetor e um soluto compativel (TURKAN, 2005; SHARMA et al., 2012).

A divisdo, alongamento e diferenciacdo celular sdo afetadas negativamente
pelo estresse oxidativo, resultando em danos no crescimento, desenvolvimento e
reproducdo das plantas (CABUSLAY et al.,, 2002; SHAO et al., 2008). Como
resultado, o rendimento de gréos também é afetado devido os impactos negativos
na floracdo (MECKEL et al., 1984; DESCLAUX; ROUMET, 1996; DEMIRTAS et al.,
2010).

A escassez hidrica é um grande desafio na agricultura e torna-se necessario
a selecao de cultivares de tolerantes as condicdes de restricdo de agua. Além disso,
algumas cultivares podem apresentar capacidade diferenciada para a formacao e
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio que podem ser Uteis para superar a
restricdo hidrica (FAROOQ et al., 2009).

Assim, entender as respostas e diferencas entre cultivares de soja sob
diferentes manejos hidricos sdo essenciais para selecionar cultivares com maior
tolerancia a seca e melhorar a producédo de graos. Devido a importancia do tema,
tornam-se fundamentais pesquisas adicionais que avaliem o desempenho de
cultivares, aliadas a uma melhor eficiéncia do uso da dgua em condicao de seca.
Portanto, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o desempenho de dois
cultivares de soja: MG / BR 46 Conquista (convencional) e a BRS Valiosa
(transgénica) submetido a diferentes manejos de agua no solo, através de

parametros de crescimento e fisiologicos.

Material e Métodos

Material vegetal, condi¢cdes de crescimento e avaliagcdes de campo

Dois experimentos foram conduzidos em condi¢cOes de casa-de-vegetacéo, no
Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal/SP no periodo de Janeiro a
Marco de 2015. As condi¢Bes climaticas no periodo de conducédo foram de

temperatura média de 24°C (x 7°C) e umidade relativa entre 44,6% e 83,8%.
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Sementes de soja (Glycine max) Cultivar MG / BR 46 Conquista
(convencional) e BRS Valiosa (transgénica) do banco de germoplasma EMBRAPA-
Soja foram semeadas a 2-3 cm de profundidade em vasos de plastico preenchidos
com trés kg de solo seco.

O solo utilizado apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH
(CaCl2) =5,2; M.O. =17 gdm=3; P =21 mg dm3; S = 8 mg dm3; Ca = 16 mmolc dm"
3 Mg = 5 mmolc dm3; K = 2,3 mmolc dm3; H + Al = 24 mmolc dm3; S.B. = 23,3
mmolc dm3; CTC = 47,3; V = 49. Foi realizada a correcédo da acidez e da fertilidade
de acordo com as recomendacdes para a cultura (RAIJ et al., 1996).

O solo, antes da semeadura, foi seco ao ar até uma umidade constante de
3%. Para a obtencédo da curva de retencédo de agua foi utilizada a placa de pressao
de Richards (KLAR, 1984). A partir dos resultados da curva de retencdo, foram
estabelecidos trés potenciais minimos de agua no solo (Ws): -0,03; -0,07 e -0,5 MPa
(manejos hidricos de 13%, 10% e 9%, respectivamente).

Anterior a semeadura, o0 solo foi previamente irrigado até a umidade atingir a
capacidade de campo, de forma a garantir a efetivacdo do processo de germinacéo
e o0 desenvolvimento das plantulas. Quando atingiram os estadios de
desenvolvimento vegetativo V2 (primeiro trifélio aberto) para o primeiro experimento
e V4 (terceiro trifélio aberto) para o segundo experimento (FEHR; CAVINESS, 1977),
as plantas foram submetidas a trés condi¢cdes hidricas de manejo de agua no solo
por um periodo de dez dias. O teor de agua nos vasos foi controlado por meio de
pesagem.

Estes experimentos foram instalados e conduzidos no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes, em um arranjo fatorial 3x2, sendo
o primeiro fator constituido pelas trés condi¢cdes hidricas de manejo de agua no solo
(Ws): -0,03; -0,07; -0,5 MPa, e o segundo fator constituido pelas duas cultivares de
soja (convencional e transgénica).

Foram mantidas duas plantas por vaso, uma usada para medir os parametros
de crescimento das plantas e a outra, para coleta de amostras de folhas, que foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

ApOs os periodos de estresse hidrico aplicados, avaliou-se a altura de plantas

(cm), o didametro do caule (mm), a condutancia estomatica (gs) e a massa seca da
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parte aérea (g). A conduténcia estomatica foi realizada em um par de folhas
completamente expandidas a partir de uma altura intermediaria da planta e entre 9 e
11 da manha, utilizando-se um porémetro (Leaf Promoter SC — 1; DECAGON
DEVICES, EUA).

A altura das plantas foi medida desde o nivel do solo (colo) até o ponto de
inser¢cdo da gema apical. O didametro do caule foi medido a 3 cm do nivel do solo
utilizando-se de um paquimetro digital. Para a avaliacdo de massa seca da parte
aérea as plantas foram secas em uma estufa de circulacdo forcada de ar, a
temperatura de 60 °C, até atingirem massa constante, sendo posteriormente
mensuradas em balanca de preciséo (Adventurer AR2140).

Analises laboratorial

As andlises fisiol6gicas foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria (DBAA)-FCAV-UNESP.

A peroxidacéo lipidica foi medida pelo teor de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), conforme descrito por Heath e Packer (1968). As folhas
frescas foram moidas com polivinilpirrolidona a 20% (p/v) (PVPP) e acrescentou-se 0
acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. ApO6s centrifugacdo a 11.000 g durante 10
minutos, adicionou-se o sobrenadante a uma solucdo de TCA a 20% e &cido
tiobarbittrico a 5% (TBA) e incubou-se num banho de agua a 95 °C durante 30 min.
A reacado foi parada por arrefecimento num banho de gelo durante 10 min e
centrifugada a 11.000 rpm durante 10 min. A concentracdo de equivalentes de
malondialdeido (MDA) foi determinada por espectrofotometria entre 535 e 600 nm.
Os dados foram calculados usando um coeficiente de extincdo de 1,55 x 10° mol*
cm® (GRATAO et al., 2012).

O teor de H20:2 foi determinado seguindo o método de Alexieva et al. (2001).
As folhas frescas foram homogeneizadas em acido tiobarbitirico (0,1%) e
centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min. Adicionou-se o0 sobrenadante a tampao
de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e solucédo de iodeto de potassio 1 M. Esta

solucéo foi incubada em gelo durante uma hora, sendo a absorvancia lida a 390 nm,
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e o teor de H20: foi determinado utilizando uma curva de concentragdo de H20:2
conhecida como padréo.

O teor de prolina foi determinado por espectrofotometria como descrito por
Bates et al. (1973). As amostras de folhas foram homogeneizadas em acido
sulfosalicilico a 3%. Fez-se reagir a mistura de filtrado com 1 ml cada de acido
ninhidrina e acido acético glacial e colocou-se em agua fervente durante 1 h. Foi
adicionado tolueno (4 mL) a mistura e a absorvancia foi medida a 520 nm e
calculada como peso fresco de mmol g contra prolina padréao.

A concentracdo de proteina foi determinada seguindo o método de Bradford
(1976) utilizando albumina de soro bovino como padrdo. O tecido foliar fresco foi
homogeneizado huma argamassa refrigerada com um pildo utilizando-se um tampao
de extracdo contendo tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), acido etileno
diaminotetraacético 1 mM (EDTA), DL-ditiotreitol 3 mM e polivinilpolipirrolidona
insolavel a 5% (p/v) em razdo de volume 3:1/peso fresco (BOARETTO et al., 2014).
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm durante 30 min e o sobrenadante
foi armazenado a -80 °C para posterior determinacdo de proteinas, SOD, CAT e
APX.

Para a leitura da superéxido dismutase as amostras de tecidos vegetais foram
adicionadas em tampéo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina, nitro azul
tetrazélio (NBT), acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e riboflavina. A reacéo
ocorreu huma caixa com luz luminescente (15 W) a 25 °C, e a atividade enzimatica
foi lida espectrofotometricamente a 560 nm e expressa em U SOD/proteina mg
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

A atividade da catalase (CAT) foi lida por espectrofotometria a 25 °C numa
mistura reacional contendo 1 mL de tampé&o de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5)
contendo 25 uL de H20:2 (solucédo a 30%). A atividade foi determinada monitorando a
decomposicdo de H202 a 240 nm ao longo de 1 min como descrito por Nogueirol et
al. (2015). A atividade de CAT foi expressa como proteina pmol min-t mg.

A atividade da peroxidase de ascorbato (APX) foi medida por
espectrofotometria numa reacao consistindo de extrato de planta, tampéao fosfato de
potassio 80 mM (pH 7,0) contendo ascorbato 5 mM, EDTA 1 mM e H202 1 mM
(GRATAO et al., 2012). A atividade de APX foi medida por monitorizacéo da taxa de
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oxidagao do ascorbato a 290 nm a 30 °C. A atividade de APX foi expressa como

proteina de nanol ascorbato min~* mg.

Analise estatistica

O resultado de cada amostra de planta foi expresso como média e desvio
padrdo da média (+ SEM) de trés repeticées independentes. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste de Tukey a um nivel de significancia de 0,05. Os graficos

foram plotados com o software Sigma Plot 10.0.

Resultados e Discussao

De fato, o0 estresse que as plantas sofrem pela restricdo hidrica é uma das
principais causas de perdas na producdo agricola. Portanto, € necessario estudar
estratégias para evitar danos ao crescimento e produtividade das plantas. Observou-
se na (Figura 1 A-B) que a soja convencional e transgénica mantida sob restricao de
agua moderada (-0,07 MPa) exibiu uma altura significativamente menor para os dois
estadios fenolégicos (V2 e V4) em comparacdo com o tratamento sem restricao
hidrica (-0,03 MPa), sendo essa reducao ainda mais prejudicial para as plantas sob
(-0,5 MPa) estresse hidrico.

Embora uma restricdo hidrica de (-0,07 MPa) nao seja uma condicao critica
de estresse, quando as plantas de soja foram submetidas a esta condicdo por um
longo periodo de tempo, houve uma reducdo no seu desenvolvimento, 0 que pode
impactar o seu rendimento produtivo. No entanto, salienta-se que nao foram
observadas diferencas significativas na altura da planta entre a cultivar convencional
e transgénica em nenhum dos potenciais hidricos estudados (Figura 1 A-B).

O estresse hidrico € normalmente descrito como um dos principais fatores
limitantes para o crescimento das plantas, pois ocasiona uma baixa pressdo de
turgescéncia nas células, o que promove uma acdo direta na divisdo celular,
ampliacédo e diferenciagdo (CABUSLAY et al.,, 2002; CHAITANYA et al., 2003;
KARTHIKEYAN et al, 2007; SHAO et al., 2008). Liu et al. (2003) e Mak et al. (2014)
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relataram que sob condicao de estresse hidrico as plantas reduzem o crescimento e
a area foliar, como resposta a perda de agua por fotorrespiracao.
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Figure 1. Efeito de manejos hidricos sobre (A-B) a altura de planta (cm) e (C-D)
didametro do caule (mm) em cultivares de soja nos estadios fenoldgico V2
e V4. Médias seguidas de mesma letra mindscula, ndo diferem
estatisticamente entre os manejos hidricos e as médias seguidas de letra
mailscula, diferem estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de
Tukey (P<0,05). Jaboticabal/SP, 2015.

E possivel que no estadio V4 de desenvolvimento ocorra uma maior perda de
agua dos tecidos pela fotorrespiracdo devido as plantas apresentarem uma area
foliar relativamente mais elevada em comparagédo ao estadio V2, caracterizando-se
assim uma maior sensibilidade ao déficit hidrico.

O diamentro do caule apresentou reducdo significativa para a -cultivar
convencional em ambos os estadios fenoldgicos de desenvolvimento sob condigbes
de seca (-0,07 e -0,5 MPa) em relagdo as plantas conduzidas sob condi¢cdes
adequadas de agua (-0,03 MPa) (Figura 1 C-D). Ja plantas transgénicas no estadio

fenologico V2 ndo apresentaram reducdo no diametro do caule quando mantidas
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sob condi¢des de seca (-0,07 e -0,5 MPa) em comparacao as plantas bem regadas
(-0,03 MPa) (Figura 1 C). Embora no estadio fenoldgico V4 o didmetro do caule para
esta cultivar também tenha sido afetadas pelas condicbes de escassez hidrica
(Figura 1 D), este resultado mostra uma possivel maior tolerancia das plantas
transgénicas ao estresse hidrico no estadio fenolégico V2 quando comparadas com
cultivar convencional.

Os diferentes manejos hidricos nas quais a soja convencional e transgénica
foram submetidas afetaram a condutancia estoméatica para ambos os estadios
fenolégicos em que as plantas se encontravam (Figura 2 A-B), sendo esta reducéo
mais acentuada para uma escassez hidrica severa (-0,5 MPa).
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Figure 2. Efeito de manejos hidricos sobre (A-B) condutancia estomatica (mm/mz2s)
e (C-D) massa seca da parte aérea (g) em cultivares de soja nos estadios
fenolégico V2 e V4. Médias seguidas de mesma letra mindscula, nao
diferem estatisticamente entre os manejos hidricos e as médias seguidas
de letra mailscula, diferem estatisticamente entre as cultivares, pelo teste
de Tukey (P<0,05). Jaboticabal/SP, 2015.
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Apenas no estadio V4 foi observado que sob uma seca severa (-0,5 MPa) a
soja transgénica exibiu uma menor condutancia estomatica em relacdo a soja
convencional (Figura 2 B). Esta caracteristica pode resultar em uma melhor resposta
ao fechamento estomatico das plantas transgénicas em condicfes de seca, evitando
a perda excessiva de agua por fotorrespiracao.

De acordo com os resultados ora encontrados, outros estudos relataram uma
reducado progressiva da condutancia estomatica de plantas em baixas condi¢cGes de
umidade do solo, como resposta as perdas de agua por fotorrespiracdo ocorre
reducdo na taxa de assimilacdo liquida de COz2, na razdo de transporte de elétron,
nos compostos fendlicos totais e nos atributos de crescimento das plantas (FLEXA
et al., 2004, 2006a, 2006b; LIU et al., 2005; PAIVA et al., 2005; RIBAS-CARBO et
al., 2005; AFZAL et al., 2014; MAK et al., 2014).

N&o houve diferenca significativa entre as cultivares convencionais e
transgénicas para as avaliagdes de massa seca da parte aérea no estadio V2 e V4,
guando as plantas foram conduzidas sem estresse hidrico (-0,03 MPa) e em uma
condicdo de seca severa (-0,5 MPa) (Figura 2 C-D). No entanto, para as plantas
mantidas em condicdo de seca moderada (-0,07 MPa), observou-se que a cultivar
MG/BR 46 Conquista (convencional) apresentou uma maior sensibilidade ao déficit
hidrico em comparacdo a cultivar BRS valiosa (RR) no estadio V2 (Figura 1 C).
Estes resultados mostram que a cultivar transgénica utilizada no presente estudo
obteve uma maior tolerancia a uma condicdo de déficit hidrico moderado quando
ocorrido no estadio inicial da soja, sendo semelhante ao tratamento sem estresse
hidrico (-0,03 MPa).

A reducdo na massa seca da parte aérea das plantas de soja sobre condi¢bes
de escassez hidrica foi relatada em um estudo realizado por (MAK et al., 2014), bem
como Liu et al. (2003) também observaram que a escassez hidrica reduziu a area
foliar das plantas de soja, limitando assim o seu crescimento.

Vale ressaltar que, sob condicbes de escassez hidrica, as taxas de
assimilacdo de CO:2 € reduzida, principalmente, devido aos mecanismos de
fechamento dos estdmatos, sendo esta a principal causa da diminuicdo da
fotossintese (PAIVA et al., 2005; OHASHI et al., 2006; AFZAL et al., 2014; MAK et

al, 2014). Flexas et al. (2006a) relataram que em condicoes de baixa umidade no
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solo ocorre uma reducdo no balanco de carbono da planta, que é dependente do
equilibrio entre a fotossintese e da respiragdo. No entanto, com o fechamento
estomatico, as plantas ndo s6 reduzem as perdas de agua por transpiragcdo, como
também reduzem o suprimento de CO2 para as folhas e, como consequéncia, a
producdo de biomassa € comprometida (PAIVA et al., 2005).

Existem varios mecanismos envolvidos na reducdo do estresse provocado
pela seca. Por exemplo, as plantas podem acumular prolina, um osmalito compativel
com aminoacidos (MWADZINGENI et al., 2016). Para o presente estudo foi possivel
observar um aumento do teor de prolina com o incremento do estresse hidrico,
sendo que, na condicdo de estresse mais severo (-0,5 MPa) verificou-se maior

conteudo de prolina em ambas as cultivares (Figura 3).
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Figure 3. Efeito de manejos hidricos sobre a concentragdo de prolina (mmol g1FW)
em cultivares de soja: MG/BR 46 Conquista (convencional) e BRS Valiosa
(RR) no estadio fenologico V4. Médias seguidas de mesma letra
minudscula, ndo diferem estatisticamente entre os manejos hidricos e as
médias seguidas de letra mailscula, diferem estatisticamente entre as
cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05). Jaboticabal/SP, 2015.

No entanto, a cultivar convencional apresentou maior teor de prolina quando
comparada com transgénica a -0,5 MPa (Figura 3 B). Portanto, numa condi¢do de
estresse severo, a cultivar convencional foi eficaz na producdo de prolina. Devi e
Giridhar (2015) também relataram um aumento progressivo no nivel de prolina em
cultivares de soja observada apds 5 dias em condi¢cdes de seca. O mesmo padréo
foi observado na cana-de-acucar (QUEIROZ et al., 2011; CIA et al., 2012) e no milho



57

(ANJUM et al., 2016), quando foi relatado que o aumento do teor de prolina manteve
a turgidez do tecido durante uma condi¢do de estresse hidrico progressivo.

A prolina contribui com membranas de estabilizacdo e estruturas
subcelulares, além de proteger as funcdes celulares através da limpeza de ROS
(KAUR; ASTHIR, 2015). Embora a cultivar convencional tenha apresentado maior
acumulacao de prolina a -0,5 MPa (Figura 3), nota-se que a cultivar convencional
apresentou maior teor de MDA no estadio V4 do que a transgénica, 0 que sugere
gue a acumulacdo de prolina foi ineficiente para evitar danos na membrana das
células da soja convencional (Figura 4B)

As enzimas antioxidantes permitem que as plantas evitem ou tolerem o
estresse oxidativo desencadeado por adversidades ambientais, incluindo o estresse
hidrico (FAROOQ et al., 2009; SILVA et al.,, 2016). Para o presente estudo foi
selecionadas enzimas antioxidantes chave SOD, APX, e CAT baseado em
numerosos relatérios cientificos, devido suas respostas ao estresse hidrico nas
plantas. Quando se tratou de enzimas antioxidantes, pode-se observar tendéncias
distintas entre cultivares, estadio fenoldgico e nivel de manejo hidrico.

Sabe-se que a SOD ¢é a primeira linha de defesa contra 0 estresse oxidativo
causado pelos estresses abioticos. A SOD, que converte o Oz em H202, demonstrou
ser induzida em varias espécies de plantas quando expostas a condi¢cdes de
estresse hidrico (DARMANTI et al., 2016; KHAKDAN et al., 2016).

Os resultados do presente trabalho mostraram que, no estadio V2, as plantas
convencionais apresentaram maior atividade da SOD quando comparadas com
transgénicas a -0,5 MPa (Figura 5 A). No entanto, ambas as cultivares apresentaram
uma producédo semelhante de H202 (Figura 4 C). No estadio V4, embora a produgéo
de H202 ndo tenha sido progressiva (Figura 4 D), observa-se claramente que as
plantas transgénicas mantém a atividade SOD constante com o aumento do
estresse hidrico (Figura 5 B), 0 que reduz os niveis toxicos de O2- evitando danos no
tecido, o que é medido pelo menor teor de MDA (Figura 4 B).

O H202 produzido em resposta a atividade de SOD e outros processos
metabalicos, subsequentemente pode ser reduzido a H20 pela acédo de CAT e APX.
Os resultados ora encontrados indicam que a atividade de CAT foi estavel para

todos os niveis de manejo hidrico, mas variou entre estadio e cultivar (Figura 5 C-D).
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No estadio V2, verificou-se que as plantas convencionais apresentaram alta

atividade de CAT quando comparadas com as plantas transgénicas. Contudo, houve

uma mudanca de padrdo no estadio V4, o que sugere que as cultivar transgénica

pode apresentar uma resposta tardia que aumenta a sobrevida em longos periodos

de escassez de agua.
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Figure 4. Efeito do manejo hidrico sobre o (A-B) contetdo de peroxidacao lipidica

MDA (nmol gt FW) e (C-D) conteldo de peréxido de hidrogénio (H202)
(umol g* FW) em cultivares de soja: MG/BR 46 Conquista (convencional)
e BRS Valiosa (RR) nos estadios fenolégico V2 e V4. Médias seguidas de
mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente entre os manejos
hidricos e as médias seguidas de letra mailscula, diferem
estatisticamente entre as cultivares, pelo teste de Tukey (P<0,05).
Jaboticabal/SP, 2015.

A atividade de APX foi mais intensa em plantas convencionais no estadio V2

(Figura 5 E), que contribuem para a diminuicdo do teor de H202 (Figura 4 C). Por

outro lado, no estadio V4, registra-se um acentuado aumento na atividade APX de

plantas transgénicas (Figura 5 F), o que indica uma melhor resposta tardia para as

plantas transgénicas.
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5. Efeito do manejo hidrico sobre a (A-B) U SOD/mg, (C-D) atividade

especifica de catalase (umol mint mg?') e (E-F) atividade especifica da
APX (nmol mint mg?') em cultivares de soja: MG/BR 46 Conquista
(convencional) e BRS Valiosa (RR) nos estadios fenolégico V2 e V4.
Médias seguidas de mesma letra mindscula, nao diferem
estatisticamente entre os manejos hidricos e as médias seguidas de
letra mailscula, diferem estatisticamente entre as cultivares, pelo teste
de Tukey (P<0,05). Jaboticabal/SP, 2015.
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A correlacao existente entre os antioxidantes e a producédo de ROS determina
a tolerancia ou susceptibilidade de um genétipo ao estresse hidrico (MITTLER et al.,
2002). Tanto as plantas transgénicas como as convencionais exibiram um ligeiro
aumento na atividade enzimatica antioxidante no estadio V2. No entanto, no estadio
V4, as plantas transgénicas melhoraram a atividade das enzimas antioxidantes
qguando comparadas com a convencional (Figura 4), o que contribuiu para a
estabilidade da membrana medida como conteudo de MDA (Figura 3 B). Por outro
lado, o conteudo de MDA foi maior em ambas as cultivares no estadio V2 (Figura 3
A) e apresentou uma intensa diminuicdo no estadio V4 (Figura 3 B). Estes dados
mostrou que cultivares convencionais e transgénicos pode tolerar uma seca no
primeiro periodo de desenvolvimento. No entanto, a cultivar transgénica exibiu uma
maior capacidade para controlar a formacdo e eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio, que pode superar 0 estresse imposto pela escassez hidrica por um longo

periodo e sofrer menos danos em suas células e tecidos.

Concluséo

Os parametros fisiolégicos e bioquimicos analisados neste estudo permitem
sugerir que a cultivar transgénica pode superar o estresse imposto pela escassez de
agua por um longo periodo.

Embora ambas as cultivares sejam capazes de resistir ou tolerar o estresse
progressivo da seca, foi possivel notar que a cultivar transgénica exibiu no estadio
fenoldgico de desenvolvimento V4 uma resposta continua de compostos enzimaticos
gue controlam o estresse oxidativo e pode permitir seu desenvolvimento em um

longo periodo de escassez de agua.
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CAPITULO 4 - EFEITO DE DIFERENTES MANEJOS HIDRICOS NO SOLO
SOBRE A SELETIVIDADE DO FOMESAFEN EM SOJA
CONVENCIONAL E RR

Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar a seletividade do herbicida
fomesafen, aplicado em diferentes estadios fenolégicos de desenvolvimento da soja,
sob diferentes manejos hidricos no solo. Os estudos foram conduzidos em
condi¢cbes de casa-de-vegetacdo. Foram utilizadas duas cultivares de soja: MG/BR
46 Conquista e BRS Valiosa RR submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen a
250 g i.a. hat, em dois estadios fenolégico (V2-primeiro trifélio aberto e V4-terceiro
trifélio aberto); sob trés condi¢des hidricas no solo (-0,03; -0,07 e -0,5 MPa. A
escassez hidrica reduziu a fitointoxicacdo visual quando submetida a pulverizacédo
do herbicida fomesafen, assim como o déficit hidrico reduz drasticamente a fixacdo
biolégica de nitrogénio e o crescimento das plantas de soja. Em condicdo de
escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) a cultivar convencional teve o seu
desenvolvimento mais afetado em comparacdo com a cultivar transgénica.
Evidenciou-se ainda que, a cultivar transgénica mostrou ter uma maior capacidade
em sustentar a fixacdo bioldgica de nitrogénio quando submetida a uma condi¢cédo de
escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) em comparacdo com a cultivar

convencional.

Palavras-chave: déficit hidrico, fitointoxicacdo, fixagcdo simbiotica de N2, Glycine

max, morfologia.
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Introducéo

O cultivo da soja (Glycine max (L.) Merril) no Brasil tem aumentado
continuamente nas ultimas décadas, 0 que estabelece esta cultura como a principal
em area de producdo de grdos no pais. Embora seja a mais importante planta
oleaginosa do mundo, a cultura da soja pode ser afetada negativamente por varios
componentes do meio. Dentre estes, o déficit hidrico em areas de cultivo, definido
como 0 mais importante e frequentemente estresse que afeta a producdo agricola
(COSTA et al., 2008; ASHRAF, 2010; BALARDIN et al., 2011; SILVA et al., 2013).

A soja é bastante sensivel ao déficit hidrico quando este ocorre ao longo das
fases de crescimento vegetativo e reprodutivo, pois reduz o crescimento, afeta o
periodo de florescimento e o rendimento de grdaos (MECKEL et al., 1984,
DESCLAUX; ROUMET, 1996; DOGAN et al., 2007; DEMIRTAS et al., 2010).

A escassez hidrica causa um desequilibrio entre a absorcao de 4gua pela raiz
e a transpiracdo das folhas, o que afeta as reacfes bioguimicas, a fisiologia, a
morfologia e os processos de desenvolvimento das plantas (DOGAN et al., 2007,
ASHRAF, 2010; ASHRAF; HARRIS, 2013; AFZAL et al., 2014). Ressalta-se que, a
escassez hidrica influencia a divisdo, o alongamento e a diferenciacéo celular, que
esta diretamente ligada a quantidade e qualidade de crescimento das plantas
(CABUSLAY et al., 2002; SHAO et al., 2008).

A fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) € um dos principais fatores bioticos
que contribuem para elevar a producdo da cultura da soja (HUNGRIA et al., 2005;
2006; HUNGRIA; MENDES, 2014). No entanto, este processo € reconhecido como
sendo extremamente sensivel ao déficit hidrico, com perdas imediatas na sua
atividade, e que ocasiona, assim, perdas no rendimento da cultura (STREETER,
2003; THOMAS et al.,, 2004; KING; PURCELL, 2006; CLEMENT et al., 2008;
MASTRODOMENICO et al., 2013).

Dentre os herbicidas recomendados para a cultura da soja, tem-se o
fomesafen, que € um inibidor da enzima protoporfirinogénio (PROTOX), seletivo
para a cultura da soja, utilizado para um amplo controle de plantas daninhas
eudicotiledéneas e pulverizado em pods-emergéncia (LEE et al., 1993; SKIPSEY et
al., 2005).
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Embora, normalmente a seletividade seja uma caracteristica dos herbicidas
que permite controlar as plantas daninhas sem causar danos econdmicos a cultura
de interesse, a atividade dos mesmos podem ser afetadas também pelas condi¢cdes
do ambiente. Sabe-se que, sob estresse, as plantas tém seu metabolismo
desequilibrado (ASHRAF, 2010; AFZAL et al.,, 2014) e podem tornar-se mais
sensiveis ou tolerantes a determinadas moléculas herbicidas (ABBOTT; STERLING,
2006; PEREIRA et al., 2012). Assim, o estresse hidrico, além de afetar a intensidade
de competicdo da planta daninha com a cultura (PATTERSON, 1995), pode também
alterar a sua sensibilidade ao controle quimico.

Ainda que existe grande preocupacdo quanto ao frequente estresse que afeta
as culturas agricolas, ndo sédo encontrados na literatura trabalhos de pesquisas que
avaliaram o efeito da aplicacdo de herbicidas sobre a seletividade e o desempenho
agrondmico, fisiolégico e morfolégico da soja, em diferentes condi¢cdes de regimes
hidricos. Devido a importancia do tema, torna-se fundamental a realizagdo de
estudos que avaliem a eficiéncia da aplicacdo dos herbicidas quanto a seletividade
para a cultura da soja. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a
seletividade do herbicida fomesafen pulverizado em diferentes estadios de
desenvolvimento da soja, cultivar convencional e RR, sob diferentes potenciais

hidricos no solo.

Material e Métodos

Dois experimentos foram conduzidos em condi¢des de casa de vegetacao, no
Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal/SP.

Foram utilizados nestes estudos dois cultivares de soja: MG/BR 46 Conquista
(convencional) e BRS Valiosa (RR). Estas cultivares foram submetidas a
pulverizacdo do herbicida fomesafen na dose de 250 g i.a. hal, quando atingiram o
estadio de desenvolvimento vegetativo V2 (primeiro trifélio aberto — primeiro estudo)
e V4 (terceiro trifélio aberto — segundo estudo) (FEHR; CAVINESS, 1977), sob trés
condi¢bes hidricas de manejo de agua no solo (-0,03; -0,07 e -0,5 MPa de tensao de

agua no solo).
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Estes estudos foram instalados e conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em um arranjo fatorial 3x2x2, sendo constituido
de trés manejos hidricos (-0,03; -0,07 e -0,5 MPa), duas cultivares de soja
(convencional e RR) e duas doses de fomesafen (com e sem herbicida). No caso
das avaliacdes de fitotoxicidade o fatorial foi 3x2, pois as parcelas sem herbicidas
(testemunha) foram apenas utilizadas para a comparag¢do dos sintomas de injurias
com as que receberam o herbicida.

O solo, antes da semeadura, foi seco ao ar até uma umidade constante de
3%. Para a obtencdo da curva de retencdo de agua foi utilizada a placa de pressao
de Richards (KLAR, 1984). A partir dos resultados da curva de retencdo, foram
estabelecidos trés potenciais minimos de agua no solo (Ws): -0,03; -0,07 e -0,5 MPa
(manejos hidricos de 13%, 10% e 9%, respectivamente) avaliados por meio de
pesagem dos vasos.

As parcelas experimentais foram constituidas por vasos
de plastico contendo 3 kg de solo. Foram semeados quatro sementes de soja por
vaso, sendo posteriormente realizado um desbaste de plantulas, deixando-se
apenas uma planta por vaso. O solo foi previamente irrigado até a umidade atingir a
capacidade de campo, de forma a garantir a efetivagdo do processo de germinacéo
e o0 desenvolvimento das plantulas. Uma amostra composta do solo foi retirada,
antes da instalacdo dos experimentos, para caracteriza¢cdo quimica, conforme Silva
(2009). A andlise quimica do solo apresentou: pH (CaCl2) = 5,2; M.O. =17 g dm?3; P
=21 mg dm3; S = 8 mg dm3; Ca = 16 mmolc dm=3; Mg = 5 mmolc dm3; K = 2,3
mmolc dm=3; H + Al = 24 mmolc dm=3; S.B. = 23,3 mmolc dm=3; CTC = 47,3; V = 49.
Foi realizada a correcéo da acidez e da fertilidade de acordo com as recomendacdes
da cultura (RAIJ et al., 1996). Antes da semeadura, as sementes foram inoculadas
com estirpes de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 5019 (9 x 10° células viaveis kg de sementes).

A aplicacdo do herbicida foi realizada com o uso de um pulverizador costal,
com presséao constante por COz2 e calibrado para um consumo de calda de 200 L ha
L. A barra de pulverizagdo estava equipada com duas pontas tipo jato plano “Teejet”
XR 11002VS espacadas 50 cm entre si.
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As avaliagbes de seletividade foram realizadas aos 3, 7, 14 e 21 dias apoés a
aplicacdo dos herbicidas. Utilizou-se uma escala de notas, no qual 0 % representa
nenhuma injuria as plantas e 100 % morte das plantas, conforme metodologia
estabelecida pela SBCPD (1995). Foram realizadas avaliacfes de altura de plantas
aos 3, 7, 14 e 21 DAA.

Ao final das avaliagdes, aos 21 DAA, foram coletadas as plantas de cada
parcela para a determinacdo da massa seca da parte aérea e das raizes, quando
mensurou-se, ainda, a nodulacdo do sistema radicular das plantas. As plantas foram
secas em uma estufa de circulacdo forcada de ar, a temperatura de 60 °C, até
atingirem massa constante, sendo posteriormente mensuradas em balanca de
precisdo. Para avaliacdo dos ndédulos, as raizes foram cuidadosamente removidas
do solo e lavadas em agua corrente, posteriormente os nédulos foram removidos de
cada planta, sendo assim realizada a contagem dos mesmos e seguidamente
submetidos a secagem em estufa de ar forcado a 60 °C para determinacdo da
massa seca.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, sendo a significancia
testada para as fontes de variacéo significativas pelo teste F, foi aplicado o teste de
Tukey (5% de significancia).

Resultados e Discusséo

Observou-se na primeira avaliacdo, aos 3 DAA (dias ap0s a aplicacdo), que o
fomesafen proporcionou baixos niveis de fitointoxicagdo as plantas de soja em
ambas as cultivares estudadas no estadio fenolégico de desenvolvimento V2
(doravante chamado apenas de estadio V2), bem como o manejo hidrico do solo
nao influenciou o aparecimento de injurias nas plantas de soja (Tabela 1).

Por sua vez, na segunda avaliacdo realizada aos 7 DAA, embora o fomesafen
tenha proporcionado baixos niveis de fitointoxicacdo as plantas de soja, verificou-se
para a cultivar transgénica o surgimento de injurias elevadas em comparacdo a
cultivar convencional (Tabela 1).

Ressalta-se que, para as plantas mantidas em solo com escassez hidrica

severa (minimo de -0,5 Mpa), foram registrados aos 7 e 14 DAA os menores niveis
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de fitointoxicagdo em comparagcdo as plantas submetidas a um manejo hidrico
adequado ou sob uma leve restricdo hidrica (-0,03 e -0,07 MPa), respectivamente
(Tabela 1). Este fato, pode ser atribuido a possiveis modificacdes morfolégicas e
fisiolégicas ocorridas nas plantas, como espessamento de cuticula, reducdo da
transpiracdo e menor area foliar, o que seria uma estratégia de escape a seca
(PAIVA et al., 2005; DOGAN et al., 2007; ASHRAF, 2010; AFZAL et al., 2014), o que

pode dificultar a absorcéo e ou a translocacéo do herbicida nas plantas.

Tabela 1. Valores médios verificados para a porcentagem de fitointoxicacdo visual
em plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen no
estadio fenolégico V2, obtidos no desdobramento dos graus de liberdade
das variaveis principais: cultivar e manejo hidrico. Jaboticabal/SP, 2015.

Dias Ap6s Aplicacao (%)

Condicdo 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 1,67 a 1,08 b 0,42 b 0,0
RR 1,75a 3,42 a 1,67 a 0,0
Manejo Hidrico (MPa)

-0,03 1,13 a 3,00 a 1,38 a 0,0

-0,07 1,88 a 2,63 a 1,25 a 0,0

-0,5 1,38 a 1,13 b 0,5b 0,0

F Cultivar (C) 1,73"s 26,72** 96,43** 0,0

Manejo hidrico (M) 0,99" 6,44** 18,43** 0,0

(C) x (M) 0,99"s 0,03"s 1,29"s 0,0
CV (%) 74,5 49,1 29,9 -
d.m.s. (C) 0,93 0,95 0,27 -
d.m.s. (M) 1,39 1,41 0,4 -

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; " Nao significativo.
Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias apés a aplicacédo; RR= soja transgénica.

Evidenciou-se que, as injurias visuais foram observadas apenas em folhas
existentes no momento da pulverizagdo do fomesafen, sendo que ja na terceira
avaliacdo aos 14 DAA, foi possivel observar uma reducdo nas injarias
proporcionadas pela pulverizagcdo deste herbicida (Tabela 1). Quanto ao manejo
hidrico, nota-se que, 0 mesmo comportamento verificado aos 7 DAA foi obtido aos
14 DAA, no qual sob um estresse elevado (-0,5 MPa) as plantas de soja
apresentaram sintomas de injurias menores quando comparados aos outros dois

manejos hidricos estudados. Ja aos 21 DAA, ndo foi mais observado nenhum
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sintoma visual de fitointoxicacdo, independente da cultivar ou do manejo hidrico
empregado no estudo, o que indica que o herbicida fomesafen foi visualmente
seletivo as plantas de soja.

Quando comparado as cultivares estudadas, convencional e transgénica, no
estadio fenoldgico de desenvolvimento V4 (doravante chamado apenas de estadio
V4), observa-se que em nenhuma das épocas avaliadas houve diferencas nas
intensidades de injurias provocadas pelo herbicida fomesafen as plantas de soja
(Tabela 2). A maior fitointoxicacdo visual foi registrada aos 7 DAA, porém nas
avaliacbes subsequentes ocorreram decréscimos acentuados.

Quanto ao manejo hidrico, da mesma forma que o registrado no estadio V2
(Tabela 1) o fomesafen proporcionou visualmente menor fitointoxicacdo as plantas
de soja quando estas foram submetidas ao estresse hidrico e, neste caso, para os
dois niveis de estresse estudados (-0,07 e -0,5 MPa) em todos os periodos
avaliados (Tabela 2); sendo no caso do estadio V2 apenas quando sob maior
estresse (-0,5 MPa), o que evidencia que plantas mais velhas sob estresse hidrico,
mesmo que ameno, mostram-se mais tolerantes a acdo deste herbicida.

Estes resultados demonstraram que, embora a pulverizacdo do fomesafen
tenha ocasionado injlrias visuais as plantas, estas apresentaram rapida
recuperacdo. Correia et al. (2008) ao avaliar o efeito fitotoxico do herbicida
fomesafen pulverizado em poés-emergéncia em plantas de soja, observou leves
sintomas de fitointoxicacdo, com recuperacdo nos primeiros dias ap6s a sua
pulverizacao.

Evidenciou-se ainda, que todas as avaliacdes realizadas nas plantas
mantidas em solo com manejo hidrico adequado (-0,03 MPa) apresentaram 0sS
maiores niveis de fitointoxicacdo, em comparacdo as plantas submetidas a uma
escassez hidrica moderada (-0,07MPa) ou severa (-0,5 MPa) (Tabela 2).

Peregoy et al. (1990) relataram que sob estresse hidrico, a cuticula da folha
desidrata, o que pode reduzir a absor¢céo de herbicidas, proporcionando uma menor
fitointoxicacdo a cultura. Ressalta-se também, que a soja € extremamente eficiente
em desintoxicacdo de herbicidas do grupo quimico éter difenilico, tais como

fomesafen, devido a sua rapida desintoxicacdo pela enzima glutationa transferases
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(GSTs) (SKIPSEY et al., 2005; BENEKOS et al., 2010; DIXON et al.,, 2010;
CUMMINS et al., 2011).

Tabela 2. Valores médios verificados para a porcentagem de fitointoxicacdo de
plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen no
estadio fenoldgico V4, obtidos no desdobramento dos graus de liberdade
das variaveis principais: cultivar e manejo hidrico e de sua interagao.
Jaboticabal/SP, 2015.

Dias ApoOs Aplicacao (%)

Condigdo 3 DAA 7 DAA 14DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 2,83 a 8,58 a 4,33 a 2,08 a
RR 2,17 a 7,92 a 5,00 a 2,17 a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 575a 13,50 a 9,00 a 5,00 a
-0,07 0,75b 575b 2,75b 0,87b
-0,5 1,00 b 550b 2,25b 0,50b
Interacéo Cultivar
. Conv
Manejo hidrico RR  Conv. RR Conv. RR Conv. RR
-0,03 - - 15,75aA 11,25aB - - - -
-0,07 - - 5,50 bA 6,00 bA - - - -
-0,5 - - 4,50 bA 6,50 bA - - - -
F Cultivar (C) 1,41"s 0,63 0,81ms 0,029"s
Manejo hidrico (M)  33,62** 38,94** 34,53** 35,55**
(C) x (M) 0,62"s 5,45* 3,25 2,70ms
C.V. (%) 55,0 25,0 38,8 55,7
d.m.s. (C) 1,78 1,76 1,55 1.01
d.m.s. (M) 1,75 2,63 2,31 1,51
d.m.s. Interagéo (C) - 3,06 - -
d.m.s. Interacéo (M) - 3,72 - -
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap6s a aplicacédo; RR= soja transgénica; Conv.= convencional.

A interacdo entre cultivares e manejo hidrico foi significativa somente aos 07
DAA (Tabela 2). Pode-se verificar que, a cultivar convencional quando mantida sob
uma condicdo hidrica adequada (-0,03 MPa) apresentou maiores niveis de
fitointoxicacdo em comparacao a cultivar transgénica. Ja, para os demais niveis de

estresse este comportamento nao foi registrado. Assim, dentro de cada cultivar, os
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dois niveis de manejo hidrico estudados (-0,07 e -0,5 MPa) foram semelhantes e
inferiores a situacdo de capacidade de campo (-0,03 MPa).

A plantas mantidas sob uma restricao hidrica severa (solo com tensdo minima
de -0,5 MPa) apresentaram altura significativamente menor para todas as avaliagdes
(03, 07, 14 e21 DAA) em comparacdo as plantas mantidas sem restricdo hidrica
(solo com tensdo minima de -0,03 MPa) (Tabela 3). Isso evidencia que houve
reducdo no desenvolvimento das plantas, em resposta as condicbes de estresse

im posta nos tratamentos.

Tabela 3. Valores médios verificados para altura de plantas de soja, submetidas a
aplicacdo do herbicida fomesafen no estadio fenologico V2, obtidos no
desdobramento dos graus de liberdade das variaveis: cultivar, manejo
hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Altura de Plantas (cm)

Condicdo 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 10,58 a 11,90 a 15,06 a 17,79 b
RR 10,50 a 12,06 a 15,52 a 18,63 a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 10,97 a 13,06 a 18,16 a 23,88 a
-0,07 10,66 ab 12,38 a 15,72 b 18,13 b
-0,5 10,00 b 10,50 b 12,00 c 12,63 c
Herbicida
Com 10,46 a 11,92 a 15,13 a 18,17 a
Sem 10,63 a 12,04 a 15,46 a 18,25 a
F Cultivar (C) 0,12ns 0,47"s 2,56"s 4,92*
Manejo hidrico (M) 5,58** 39,54** 155,95** 298,82**
Herbicida (H) 0,48"s 0,26" 1,35 0,05"
(C) x (M) 2,28"s 0,56" 0,35" 1,49
(C) x (H) 2,97"s 2,93"s 0,53n 3,15M
(M) x (H) 0,14 0,61 1,43 0,20"ns
(C) x (M) x (H) 0,68" 0,20n 0,48"s 0,23n
C.V. (%) 7,9 7,0 6,5 7,2
d.m.s. (C)/(H) 0,49 0,49 0,58 0,76
d.m.s. (M) 0,49 0,73 0,86 1,12
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap6s a aplicacédo; RR= soja transgénica.
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O crescimento das plantas é considerado um dos processos mais sensiveis a
escassez hidrica. Quando submetidas a mesma, ha uma reducdo no teor de agua
nos tecidos das plantas, ocasionando assim uma baixa presséo de turgescéncia nas
células, e que tem uma acéo direta na quantidade e qualidade do crescimento da
planta que dependem da divisao celular, alargamento e diferenciagéo, de modo que
todos estes eventos sdo afetados pelo estresse hidrico (CABUSLAY et al., 2002;
CHAITANYA et al., 2003; KARTHIKEYAN et al., 2007; JALEEL et al., 2008; SHAO et
al., 2008).

Para as demais avaliacbes aos 14 e 21 DAA observou-se que, as plantas
mantidas sob uma escassez hidrica moderada (tensdo minima de -0,07 MPa),
também apresentaram reducdo na altura em comparacado as plantas mantidas sem
estresse hidrico (Tabela 3).

Estes resultados evidenciam que, embora uma restricdo hidrica moderada (-
0,07 Mpa) ndo seja considerada uma condi¢do critica de estresse, quando as
plantas sdo submetidas a essas condi¢cées por um longo periodo de tempo, ha uma
reducdo no seu desenvolvimento, o que pode ter um impacto direto no rendimento
produtivo desta cultura.

Foi observado que a pulverizagéo do herbicida fomesafen ndo afetou a altura
das plantas de soja em nenhuma das avaliagdes realizadas no estudo (Tabela 3),
conferindo assim boa seletividade deste herbicida a cultura da soja.

Para o estadio V4 foi observado que, em todas as avaliacbes a cultivar
transgénica apresentou maior altura das plantas em comparacdo a cultivar
convencional (Tabela 4).

No estadio fenolégico V4 ambas as cultivares foram afetadas negativamente
quando mantidas sob condi¢cdes de déficit hidrico (Tabela 4), uma vez que, para
todas as avaliacdes realizadas nas plantas mantidas em solo com manejo hidrico
minimo de (-0,07 MPa) observou-se menor altura em comparacdo as plantas
mantidas sem estresse hidrico. Sendo que essa reducdo na altura das plantas foi
mais acentuada para as plantas submetida ao tratamento com uma escassez hidrica
severa (solo com tensdo minima de -0,5 MPa).

Pesquisas tem evidenciado que sob escassez hidrica as plantas reduzem o

seu crescimento e a sua area foliar, como resposta as perdas de agua pela
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fotorrespiracdo (LIU et at., 2003; MAK et al.,, 2014). Sabe-se que no estadio
fenolégico V4 de desenvolvimento as plantas ja apresentam uma éarea foliar
relativamente elevada, caracterizando assim uma maior sensibilidade ao déficit
hidrico, pois neste estadio uma maior area foliar fica exposta a radiacdo solar,
provocando maiores perdas de 4gua dos tecidos pela fotorrespiragdo (CABUSLAY
et al., 2002), causa esta, tem um efeito direto no crescimento das plantas.

Tabela 4. Valores médios verificados para altura de plantas de soja, submetidas a
aplicacdo do herbicida fomesafen no estadio fenolégico V4, obtidos no
desdobramento dos graus de liberdade das varidveis: cultivar, manejo
hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Altura de Plantas (cm)

Condigao 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 15,90 b 18,52 b 22,58 b 28,42 b
RR 17,29 a 20,07 a 24,54 a 30,63 a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 19,72 a 24,03 a 30,16 a 38,47 a
-0,07 16,22 b 18,88 b 23,41Db 29,78 b
-0,5 13,84 c 14,98 c 17,13 c 20,31 c
Herbicida
Com 16,54 a 19,21 a 23,15 a 28,85 a
Sem 16,64 a 19,38 a 23,98 a 30,19 a
F Cultivar (C) 7,32* 6,94* 7,96** 7,92%*
Manejo hidrico (M) 43,77** 79,94** 117,47** 178,48**
Herbicida (H) 0,04"s 0,08" 1,44"s 2,88
(C) x (M) 0,59"s 0,04ns 0,13"s 1,11ns
(C) x (H) 1,02ns 1,48ns 4,16* 7,62%
(M) x (H) 0,71ns 1,09"s 1,02ns 0,22ns
(C) x (M) x (H) 0,20" 0,35 0,11" 0,62"
C.V. (%) 10,8 10,5 10,2 9,2
d.m.s. (C)/(H) 1,05 1,19 1,41 1,59
d.m.s. (M) 1,54 1,75 2,08 2,35

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.
Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias apés a aplicacédo; RR= soja transgénica.

Assim como no estadio fenoldégico V2 de desenvolvimento, a pulverizacdo do
fomesafen ndo afetou o crescimento das plantas de soja no estadio fenolégico V4

(Tabela 4), o que confere uma boa seletividade do fomesafen a cultura da soja.
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Corroborando os resultados ora encontrados Correia et al. (2008) também relataram
gue a pulverizacédo do fomesafen nao afetou o crescimento das plantas de soja.

No entanto, a interacdo entre cultivar e herbicida mostrou que, nas avaliacdes
aos 14 e 21 DAA do fomesafen houve uma reducdo na altura das plantas de soja
cultivar convencional (Tabela 5), diferente da cultivar transgénica que nao foi afetada
pela aplicagdo deste herbicida. Estes resultados s&o indicativos de que, a
seletividade do fomesafen pode apresentar diferencas entre as cultivares de soja.
De modo que, o conhecimento do estadio fenolégico em que a cultura encontra-se
no momento da pulverizagdo € de fundamental importancia, garantindo com isso

uma boa seletividade deste herbicida.

Tabela 5. Valores médios verificados para altura de plantas de soja, submetidas a
aplicacdo do herbicida fomesafen no estadio fenolégico V4, obtidos no
desdobramento dos graus de liberdade da interagdo entre cultivar e
herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Altura de Plantas (cm)

Interacao
¢ 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
. Herbicida
Cultivar
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Convencional - - - - 21,46 bB 23,71aA 26,67bB 30,17 aA
RR - - - - 24.83aA 24,25aA 31,04aA 30,21aA
d.m.s. (Linha)/(Coluna) - - 1,99 2,25

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap0s a aplicagdo; RR= soja transgénica.

N&o foram observadas diferencas significativas na massa seca da parte aérea
e de raizes entre as cultivares convencional e transgénica no estadio V2 (Tabela 6).
No entanto, no estadio V4 a massa seca da parte aérea da cultivar transgénica foi
maior em comparacgéo com a cultivar convencional. Diferente da massa seca de raiz,
gque apresentou maiores valores para a cultivar convencional. Embora néo tenha
sido encontrado na literatura explicacdo para tais resultados, é possivel que estas
respostas estejam relacionadas as caracteristicas genéticas entre as cultivares.

Os dados mostrados indicaram que os diferentes manejos hidricos afetaram a
massa seca da parte aérea e das raizes, mesmo em condicbes de uma escassez
hidrica moderada (-0,07 MPa). Foi observada uma reducdo de 43,6 e 32,8% no

acumulo de massa seca na parte aérea e nas raizes no estadio V2 e uma reducédo
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de 47,9 e 58,2% na massa seca ha parte aérea e nas raizes no estadio V4,
respectivamente, para as plantas conduzidas sob estresse hidrico de -0,07 MPa
(Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios verificados para massa seca da parte aérea e de raizes
de plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen em
diferentes estadios fenoldgicos, obtidos no desdobramento dos graus de
liberdade das variaveis principais: cultivar, manejo hidrico e herbicida.
Jaboticabal/SP, 2015.

Massa Seca da Parte Aérea e Raizes (Q)

Condicao V2 V4
MSPA MSR MSPA MSR
Cultivar
Convencional 0,897 a 0,403 a 2,672 b 1,383 a
RR 0,913 a 0,402 a 3,112 a 1,11 b
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 1,49 a 0,61a 5,18a 2,39a
-0,07 0,84 b 0,41b 2,70 b 1,00 b
-0,5 0,38 c 0,19c 0,80 c 0,34 c
Herbicida
Com 0,82b 0,38 b 2,86 a 1,10 b
Sem 0,99 a 0,43 a 2,92 a 1,39 a
F Cultirar (C) 0,052ns 0,002"ns 11,88** 13,24**
Manejo hidrico (M) 81,32** 101,47** 393,56** 259,69**
Herbicida (H) 6,01* 5,49* 0,26" 15,067**
(©) x (M) 0,09ns 0,089"s 4,06* 18,678**
(C) x (H) 1,49n 1,347"s 1,79n 13,219**
(M) x (H) 1,98n 2,33™ 0,057 11,842**
(C) x (M) x (H) 0,89ns 0,608"s 1,18" 6,688**
C.V. (%) 27,2 20,7 15,3 20,8
d.m.s. (C)/(H) 0,14 0,05 0,26 0,15
d.m.s. (M) 0,21 0,07 0,38 0,22
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
MSPA= massa seca da parte aérea; MSR= massa seca de raizes; RR= soja transgénica.

Contudo, nas condi¢des hidricas minimas de -0,5 MPa essa reducéo foi ainda
maior, alcangando uma reducdo de 74,5 e 68,9% na massa seca na parte aérea e
nas raizes no estadio V2 e reducao de 84,6 e 85,8% na massa seca ha parte aérea
e nas raizes no estadio V4, respectivamente. Mak et al. (2014) relataram a

ocorréncia de reducdo na massa seca da parte aérea de plantas de soja submetidas
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a condicBes de escassez hidrica, o que corrobora os resultados ora encontrados.
Liu et al. (2003) também observaram que a escassez hidrica reduziu a é&rea foliar
das plantas de soja, limitando assim o seu desenvolvimento.

Quanto ao efeito do herbicida fomesafen, nota-se que a sua pulverizacdo no
estadio V2 reduziu a massa seca da parte aérea assim como também a massa seca
das raizes (Tabela 6). No entanto, apenas a massa seca das raizes foram afetadas
guando pulverizado o fomesafen no estadio V4.

Por sua vez, Correia et al. (2008), ao avaliar a pulverizacdo do herbicida
fomesafen aplicado quando as plantas encontravam-se no estadio fenolégico V3,
ndo observam reducdo na massa seca da parte aérea das plantas de soja, o que
nao corrobora com os resultados encontrados para o estadio V4. Dvoranen et al.
(2008) também relataram que a pulverizacédo sequencial do fomesafen nos estadios
fenoldgicos V3 e V5 ndo afetou a massa seca da parte aérea e de raizes, porém no
estudo ora avaliado tanto a massa seca da parte aérea como das raizes foram
afetadas no estadio V2 e a massa seca de raizes no estadio V4 (Tabela 6).

Para o primeiro experimento, realizado no estadio V2, ndo foi observada
nenhuma interagcéo entre os fatores principais estudados, tanto para massa seca da
parte aérea como de raizes das plantas de soja, submetidas a aplicacdo do
herbicida fomesafen (Tabela 6). J&4, no segundo experimento, realizado no estadio
V4, verificou-se que em condicBes de escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) a
cultivar convencional apresentou menor massa seca da parte aérea em comparacao
com a cultivar transgénica (Tabela 6). Neste estudo, evidenciou-se uma maior
tolerdncia da cultivar BRS valiosa (RR) as condi¢cdes de déficit hidrico em
comparacao a MG/BR 46 Conquista (convencional).

Quando as plantas foram mantidas sob condi¢cdes hidricas adequadas, foi
observado maior acumulo de massa seca de raizes para a cultivar MG/BR 46
Conquista (convencional) quando comparada com a cultivar BRS valiosa (RR)
(Tabela 7). No entanto, nas condi¢cbes de restricdo hidrica moderada (-0,07 Mpa)
observou-se que a massa seca de raizes da cultivar convencional foi reduzida em
67,4% e da cultivar transgénica em 43,3% o que indicou uma maior sensibilidade da
cultivar convencional quando esta € submetida a uma condigéo de escassez hidrica

moderada.
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Tabela 7. Valores médios verificados para massa seca da parte aérea e de raizes
de plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen em
diferentes estadios fenoldgicos, obtidos no desdobramento dos graus de
liberdade das interacdes entre: cultivar e manejo hidrico, cultivar e
herbicida e manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Massa Seca da Parte Aérea e Raizes (g)

Interacao V2 V4
MSPA MSR MSPA MSR
Cultivar
Manejo hidrico (MPa) Conv. RR Conv. RR Conv. RR Conv. RR
-0,03 - - - - 500aA 535aA 285aA 1,94aB
-0,07 - - - - 2,24bB 3,16 bA 0,93bA 1,10 bA
-0,5 - - - - 0,77cA 0,82cA 037cA 0,32cA
d.m.s. (Linha) - - 0,54 0,32
d.m.s. (Coluna) - - 0,45 0,26
. Herbicida
Cultivar
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Convencional - - - - - - 1,10aB 1,66 aA
RR - - - - - - 1,10 aA 1,12 bA
d.m.s. (Linha)/(Colina) - - - 0,22
Manejo hidrico Herbicida
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
-0,03 - - - - - - 1,99aB 2,79 aA
-0,07 - - - - - - 0,97 bA 1,04 bA
-0,5 - - - - - - 0,34cA  0,35cA
d.m.s. (Linha) - - - 0,26
d.m.s. (Coluna) - - - 0,32

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
MSPA= massa seca da parte aérea; MSR= massa seca de raizes; RR= soja transgénica.

A pulverizagédo do herbicida fomesafen no estadio V4 reduziu o conteudo de
massa seca de raiz da cultivar convencional, porém de forma oposta a pulverizacéo
do fomesafen ndo proporcionou nenhum impacto na massa seca de raizes da
cultivar transgénica (Tabela 7).

A interacdo entre diferentes manejos hidricos e a pulverizacdo do fomesafen
foi significativa apenas no estadio V4 para a massa seca de raizes nas plantas
conduzidas sem estresse hidrico (-0,03 MPa), uma vez que, foi observado reducéo

na massa seca de raizes com a pulverizacdo do fomesafen (Tabela 7). Ja, dentro de
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cada nivel de herbicida registrou-se decréscimos no acumulo de massa seca de
raizes das plantas de soja com o0 aumento do estresse hidrico.

De um modo geral, pode-se observar que no estadio V2 a cultivar
convencional apresentou uma maior fixacdo biolégica de nitrogénio em comparacao
com a cultivar transgénica utilizada no presente estudo, resultado este que pode ser
confirmado por meio das avaliagdes de nimero e massa seca de nodulo (Tabela 8).
No entanto, para o estudo realizado no estadio V4 n&do houve diferenca significativa
entre as cultivares avaliadas.

Verificou-se que, o nimero e a massa seca de nodulos foram drasticamente
afetados pela restricado hidrica imposta as plantas de soja (Tabela 8). No estadio V2,
apenas as plantas conduzidas sem estresse hidrico (-0,03 MPa) apresentaram
infeccdes pelos rizébios.

Ressalta-se que, essa inibicdo de 100% da fixacdo bioldgica de nitrogénio nas
plantas mantidas em solo com escassez hidrica moderada e severa (-0,07 e 0,5
MPa) pode ser devido a restricdo hidrica ter ocorrido no estadio inicial das plantas,
coincidindo com o inicio da nodulacéo pelas bactérias fixadoras de nitrogénio (RYLE
et al., 1979).

No estadio V4 também foi observado que a fixag&o biologica de nitrogénio foi
afetada negativamente pela restricdo hidrica imposta as plantas de soja no presente
estudo. Nota-se uma reducdo de 79,4 e 96,4% no numero de ndédulos quando
mantidas em solo com manejo hidrico de -0,07 e -0,5 MPa, respectivamente (Tabela
8). O mesmo foi observado para a massa seca de nédulos que também foi afetada
quando as plantas foram mantidas em uma condicao de escassez hidrica.

Registrou-se que a pulverizacdo do fomesafen afetou o nUmero e a massa
seca de nodulos quando pulverizado no estadio V2. Por outro lado, quando a
pulverizagcdo do fomesafen foi realizada no estadio V4 néo foi verificado redu¢do no
namero de nédulos, porém a sua massa seca foi afetada pela pulverizacdo do
fomesafen neste estadio. Ressalta-se que a massa seca de nodulos € definida como
sendo um dos parametros minimos utilizados para a avaliacdo da eficiéncia da

fixacdo biologica de nitrogénio para a cultura da soja (SOUZA et al., 2008).
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Tabela 8. Valores médios verificados para o numero e massa seca de nodulos de
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii nas plantas de soja,
submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen em diferentes estadios
fenologicos, obtidos no desdobramento dos graus de liberdade das
variaveis principais: cultivar, manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP,

2015.
Fixacao Biologica de Nitrogénio
e V2! V4
Condigao N° MS N6dulos Ne MS Nédulos
Nédulos (9) Nédulos (9)
Cultivar
Convencional 0,768 a 0,018 a 46,88 a 0,14 a
RR 0,473 b 0,007 b 48,96 a 0,15a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 1,86 a 0,381 a 115,75 a 0,398 a
-0,07 0,00 b 0,00 b 23,81 b 0,035 b
-0,5 0,00 b 0,00 b 4,19 c 0,002 c
Herbicida
Com 0,00 b 0,00 b 46,42 a 0,13 b
Sem 1,24 a 0,03 a 49,42 a 0,16 a
F Cultivar (C) 9,53** 23,83** 0,32ns 0,75
(M'\)"a”elo hidrico 169,38** 132,73* 343,26** 641,35%*
Herbicida (H) 169,38** 132,73** 0,65" 8,34**
(©)x (M) 9,53** 23,83** 8,12** 3,85*
(C)x (H) 9,53** 23,83** 2,13 6,65*
(M) x (H) 169,38** 132,73* 0,41"s 4,71*
(C) x (M) x (H) 9,53** 23,83** 0,96" 7,18*
C.V. (%) 53,2 60,1 26,8 23,9
d.m.s. (C)/(H) 0,19 0,01 7,53 0,02
d.m.s. (M) 0,28 0,01 11,1 0,03

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
N° Nédulos= nimero de nddulos; MS Noédulos= massa seca de nddulos; RR= soja transgénica.

10s dados foram transformados de acordo com a equagéo “ y = +/x ” apenas os dados do estadio fenolégico V2.

Sabe-se que, normalmente no manejo de plantas daninhas a pulverizacao de
latifolicidas ocorre na cultura da soja entre os estadios V2 e V4, devido
principalmente ao estddio de crescimento das plantas daninhas, o que é
preocupante, pois o fomesafen podera influenciar a produtividade da -cultura

independente de que visualmente ndo determine grandes injurias as plantas de soja
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(Tabela 1 e 2), uma vez que, para a cultura da soja a sua nutricAo com nitrogénio
deve-se principalmente ao N2 atmosférico, para a fixagéo bioldgica.

Alguns estudos corroboram aos ora observados, como o de Santos et al.
(2006a) que registraram que o fomesafen aplicado isoladamente e em mistura com o
fluazifop-p-butyl em meio de cultura apresentaram efeito negativo sobre o
crescimento de estirpes de Rhizobium. Dvoranen et al. (2008) também avaliaram o0s
impactos da pulverizacao sequencial dos herbicidas
fomesafen/[fomesafen+fluazifop-p-butyl] nos estadios fenoldgicos da soja V3 e V5,
sobre a fixacdo biologica de nitrogénio e, verificaram que o numero de nédulos
foram reduzidos pelas pulverizacdes sequenciais destes herbicidas.

Ao analisar as interacdes ocorridas, nota-se que para a interacdo cultivar e
manejo hidrico, no estadio V2 que, quando as plantas foram conduzidas sem
estresse hidrico (-0,03 MPa) a cultivar convencional apresentou maiores médias de
namero e massa seca de ndédulos em comparagcdo com a cultivar transgénica
(Tabela 9).

Para o estadio V4 também foi observado que sem estresse hidrico (-0,03
MPa) a cultivar convencional também apresentou maiores médias quanto ao nUmero
de nodulos. Embora, ndo tenha sido observada diferenca significativa para avaliacéo
de massa seca de nodulo.

No entanto, quando as plantas foram submetidas a uma condicdo de
escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) foi observado que a cultivar MG/BR 46
Conquista (convencional) apresentou uma maior sensibilidade ao déficit hidrico em
comparacao a cultivar BRS valiosa (RR) no estadio V4 (Tabela 9), uma vez que, foi
verificado uma redugdo no numero de noOdulos de 89,1% para a cultivar
convencional e de 67,4% para a cultivar transgénica. Reducao esta, que também foi
observada para a massa seca de nodulos quando a cultivar convencional foi
conduzida a uma condi¢&o de escassez hidrica moderada (-0,07 MPa).

Trabalhos tém apontado diferencas entre gendétipos de soja, quanto a
capacidade de sustentar a fixacdo biologica de nitrogénio sob condi¢cdes de
escassez hidrica no solo (VADEZ; SINCLAIR, 2001; CHEN et al., 2007; SINCLAIR et

at., 2007), com relatos de possiveis expressdes de genes que codificam proteinas
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envolvidas na resposta ao déficit hidrico (CLEMENT et at., 2006; 2008; MARINO et

at., 20086).

Tabela 9. Valores médios verificados para o nUmero e massa seca de nodulos de
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii nas plantas de soja,
submetidas a aplicacdo do herbicida fomesafen em diferentes estadios
fenologicos, obtidos no desdobramento dos graus de liberdade das
interacdes entre: cultivar e manejo hidrico, cultivar e herbicida e manejo
hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

Interacéo v2! _
N° N6dulos ™S '\'(‘;‘)j“'os N° N6dulos  MS Nédulos (g)
Cultivar
M. Hidrico (MPa) Conv. RR Conv. RR Conv. RR Conv. RR
-0,03 230aA 142aB 0,05aA 0,02 aB 123,75aA  107,75aB 0,41aA 0,388 aA
-0,07 0,0 bA 0,0bA  0,0bA 0,0bA 13,50 bB 35,13bA  0,01bB 0,058 bA
-0,5 0,0 bA 0,0bA  0,0bA  0,0bA 3,75 bA 500cA  0,00bA 0,002 cA
d.m.s. (Linha) 0,40 0,01 15,70 0,042
d.m.s. (Coluna) 0,34 0,01 13,05 0,035
Cultivar Herbicida
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Convencional 0,0aB 154aA 0,0aB 0,036 aA 0,113bB 0,168 aA
RR 0,0aB 095bA 0,0aB  0,15bA 0,148aA 0,151 aA
d.m.s. (Linha)/(Coluna) 0,27 0,01 0,029
M. Hidrico (MPa) Herbicida
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
-0,03 0,0aB 3,72aA 0,0aB 0,076 aA 0,362aB 0,434 aA
-0,07 0,0aA  0,0bA 0,0aA 0,00 bA 0,028 bA 0,043 bA
-0,5 0,0aA  0,0bA 0,0aA 0,00 bA 0,002 bA 0,002 bA
d.m.s. (Linha) 0,34 0,01 0,04
d.m.s. (Coluna) 0,4 0,01 0,04

Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste de Tukey (P<0,05).

N° Nédulos= numero de nddulos; MS Nodulos= massa seca de nodulos; RR= soja transgénica; M. hidrico=

manejo hidrico.

10s dados foram transformados de acordo com a equagéo “ y = v/x ” apenas os dados do estadio fenolégico V2.

No entanto, Silvente et at. (2012) ao avaliar a fixacao biolégica do nitrogénio

em cultivares de soja (sensivel e tolerante a escassez hidrica) observaram que para

ambas as cultivares houve uma reducdo drastica na nodulagdo. Contudo, o0s

pesquisadores relataram que a atividade da nitrogenase nao foi afetada pela seca.
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Na interacao cultivar e herbicida, foi observado que independente da cultivar,
a pulverizacdo do herbicida fomesafen afetou o nimero e a massa seca de nddulos
no estadio V2 (Tabela 9). Embora nédo tenha sido observado efeito da aplicacdo do
herbicida fomesafen sobre o numero de ndédulos entre as cultivares quando
pulverizado no estaddio V4, nota-se que, a massa seca de nodulos da cultivar
convencional foi afetada pela aplicagdo deste herbicida, diferente da cultivar
transgénica que nao foi afetada pelo uso do fomesafen (Tabela 9).

Ao analisar a interacdo entre manejo hidrico e herbicida, verifica-se no estadio
V2 que apenas nas plantas conduzidas sob regime hidrico adequado (tensdo
minima de -0,03 MPa) ocorreu redugcdo do numero e massa seca de nodulos com a
pulverizacdo do fomesafen (Tabela 9). Resultado este, também observado no
estadio V4 para a massa seca de nodulos.

Em um estudo realizado por Procépio et al. (2004) em condi¢cdes de
laboratério, com intuito de avaliar a toxidade de diversos herbicidas frequentemente
empregados em lavouras de soja sobre o crescimento de estirpes de
Bradyrhizobium, observaram que o fomesafen apresentou alta toxicidade as estirpes
avaliadas. Santos et al. (2006b) ao estudar o efeito de diferentes herbicidas sobre a
flora microbiana do solo também relataram que a pulverizagcdo do herbicida
fomesafen foi a que causou 0 maior impacto negativo sobre a atividade microbiana
do solo. Além de afetar a fixacao bioldgica de nitrogénio, a utilizacdo do fomesafen
em doses elevadas reduz a atividade de microrganismos em geral, provocando

graves alteragdes na estrutura da comunidade microbiana do solo (WU et al., 2014).

Conclusodes

Sob escassez hidrica as plantas de soja apresentaram uma menor
fitotoxicidade visual quando submetida a pulverizacdo do herbicida fomesafen.

Em condicdo de escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) a cultivar
convencional apresenta um menor desenvolvimento em relacdo a cultivar

transgénica.
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A cultivar transgénica mostrou ter uma maior capacidade em sustentar a
fixacdo biologica de nitrogénio quando submetida a uma condicdo de escassez

hidrica moderada (-0,07 MPa) em relacdo a cultivar convencional.
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CAPITULO 5 - SELETIVIDADE DO CHLORIMURON-ETHYL EM CULTIVARES DE
SOJA SOB DIFERENTES MANEJOS HIDRICOS

Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar a seletividade do herbicida
chlorimuron-ethyl, pulverizado em diferentes estaddios fenolégicos de
desenvolvimento da soja, sob diferentes manejos hidricos no solo. Os estudos foram
conduzidos em condicbes de casa-de-vegetacdo. Foram utilizadas duas cultivares
de soja: MG/BR 46 Conquista (convencional) e BRS Valiosa (RR) submetidas
aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl na dose de 20 g i.a. ha, em dois estadios
fenologico (V2-primeiro trifélio aberto e V4-terceiro trifélio aberto); sob trés condi¢cdes
hidricas no solo (-0,03; -0,07 e -0,5 MPa). Avaliou-se, a fitointoxicacdo e altura de
plantas aos 3, 7, 14 e 21 dias ap0s a aplicacdo do herbicida. Ao final do estudo,
determinou-se a massa seca da parte aérea, massa seca raizes e nodulacdo do
sistema radicular através do niamero e massa seca de nodulos. Constatou-se que
em condicOes de estresse hidrico as plantas de soja apresentaram uma menor
fitointoxicagdo visual quando submetida a pulverizagdo do herbicida chlorimuron-
ethyl. A pulverizagdo do herbicida chlorimuron-ethyl reduziu o crescimento e o
desenvolvimento das plantas de soja. Além de reduzir a infecgdo pelos rizébios. A
cultivar transgénica BRS Valiosa RR apresentou uma melhor fixacdo biol6gica de
nitrogénio quando submetida a uma condicdo de escassez hidrica moderada (-0,07
MPa).

Palavras-chave: déficit hidrico, fitointoxicagdo, fixagdo simbidtica de N2, Glycine
max, ALS, .
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Introducéo

Os estresses abidticos sdo responsaveis por grandes perdas das culturas
agricolas. Entre estes, o déficit hidrico € considerado o mais limitante e severo
estresse, pois causa perdas significativas na producao vegetal (COSTA et al., 2008;
ASHRAF, 2010; BALARDIN et al., 2011; SILVA et al., 2013).

A restricado de agua no solo causa um desequilibrio entre a absorcao de agua
pela raiz e a transpiracdo das folhas. Além disso, em resposta a restricdo hidrica as
plantas desencadeiam uma série de adaptacdes fisioldgicas que tem efeitos
deletérios, tais como: no comprometimento metabdlico da maquinaria fotossintética,
dano oxidativo, alteracdes hormonais e no acumulo de proteinas relacionadas ao
estresse, 0 que leva a interrupcao dos processos fisioldgicos e bioquimicos nas vias
celulares e moleculares (DOGAN et al., 2007; ASHRAF, 2010; ASHRAF; HARRIS,
2013; GALMES et at., 2013; AFZAL et al., 2014).

ModificagBes das caracteristicas anatdmicas em plantas sob estresse hidrico,
tem sido relatadas por pesquisadores como sendo um processo adaptativo
especifico das plantas a uma condicao de restricdo de 4gua no solo, a exemplos do
fechamento estomatico, reducdo da densidade estomética, modificacbes na
arquitetura e diminuicdo do numero de folhas, diminuicdo da expansao foliar,
alteracdo da relacdo xilema/floema, reducdo dos diametros dos vasos do xilema,
diametros das células parenquimaticas, aumento do tecido vascular e espessura da
parede celular (GUERFEL et al., 2009; KUTLU et at., 2009; MAKBUL et at., 2011,
POLIZEL et al., 2011; GALMES et at., 2013; TRIPATHI et at., 2016).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) &€ a leguminosa mais importante do mundo, e
vem sendo cada vez mais cultivada no Brasil nas ultimas décadas. No entanto, o
requerimento de agua pela soja € alto e as plantas mostram baixa eficiéncia de uso
da agua (YANG et al., 2003).

Devido a soja ser uma cultura de sequeiro, a restricdo hidrica representa um
fator limitante importante para a produtividade. Em razdo das maiores areas de
cultivo com a soja ser feita em areas sem 0 uso de irrigacao, 0S riSCos N0 processo
produtivo sdo elevados em funcao de restricdes hidricas (BALARDIN et al., 2011),

pois nos periodos de safra e entressafra a ocorréncia de periodos prolongados de
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estiagem, “os veranicos”, tém ocorrido cada vez mais frequentemente em regides
produtoras brasileiras.

Processos como a fixacéo biologica do nitrogénio (FBN) que contribuem para
elevar a producdo da cultura da soja (HUNGRIA et al., 2005; 2006; HUNGRIA;
MENDES, 2014), também é reconhecido como sendo extremamente sensivel ao
déficit hidrico, com perdas imediatas na sua atividade (STREETER 2003; THOMAS
et al., 2004; KING; PURCELL, 2006; CLEMENT et al., 2008; MASTRODOMENICO
et al., 2013).

O uso de herbicidas tornou-se fundamental na agricultura, uma vez que €
necessario um controle adequado das plantas daninhas para garantir o
desenvolvimento das culturas. O chlorimuron-ethyl € um herbicida da familia de
sulfonilureia, amplamente utilizado na cultura da soja para o controle de plantas
daninhas de folha larga (TAN et al., 2013)

Normalmente, a seletividade dos herbicidas € uma caracteristica que permite
controlar as plantas daninhas sem causar danos a cultura de interesse. No entanto,
€ possivel que modificacBes anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas devido a
estresses abidticos possam afetar as caracteristicas das plantas, ocasionando uma
maior sensibilidade ou tolerancia a determinadas moléculas herbicidas.

Devido néo ser descrito na literatura trabalhos de pesquisas que avaliaram a
seletividade de herbicidas em cultivares de soja sob condicGes de restricdo hidrica,
objetivou-se estudar a seletividade do herbicida chlorimuron-ethyl, pulverizado em
diferentes estadios de desenvolvimento da soja, cultivar convencional e transgénica,

sob diferentes manejos de 4gua no solo.

Material e Métodos

Dois experimentos foram conduzidos em condi¢des-de-casa de vegetacao, no
Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal/SP.

Foram utilizados nestes estudos dois cultivares de soja: MG/BR 46 Conquista
(convencional) e BRS Valiosa (RR). Estas cultivares foram submetidas a

pulverizacdo do herbicida chlorimuron-ethyl na dose de 20 g i.a. ha?l, quando
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atingiram o estadio de desenvolvimento vegetativo V2 (primeiro trifélio aberto —
primeiro estudo) e V4 (terceiro trifdlio aberto — segundo estudo) (FEHR e
CAVINESS, 1977), sob trés condicfes hidricas de manejo de agua no solo (-0,03; -
0,07 e -0,5 MPa de tenséo de agua no solo).

Estes estudos foram instalados e conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em um arranjo fatorial 3x2x2, sendo constituido
de trés manejos hidricos (-0,03; -0,07 e -0,5 MPa), duas cultivares de soja
(convencional e RR) e duas doses de chlorimuron-ethyl (com e sem herbicida). No
caso das avaliagbes de fitotoxicidade o fatorial foi 3x2, pois as parcelas sem
herbicidas (testemunha) foram apenas utilizadas para a comparagdo dos sintomas
de injurias com as que receberam o herbicida.

O solo, antes da semeadura, foi seco ao ar até uma umidade constante de
3%. Para a obtencao da curva de retencdo de 4gua, foi utilizada a placa de presséo
de Richards (KLAR, 1984). A partir dos resultados da curva de retencdo, foram
estabelecidos trés potenciais minimos de agua no solo (Ws): -0,03; -0,07 e -0,5 MPa
(manejos hidricos de 13%, 10% e 9%, respectivamente) avaliados por meio de
pesagem dos vasos.

As parcelas experimentais foram constituidas por vasos
de plastico contendo 3 kg de solo. Foram semeados quatro sementes de soja por
vaso, sendo posteriormente realizado um desbaste de plantulas, deixando-se
apenas uma planta por vaso. O solo foi previamente irrigado até a umidade atingir a
capacidade de campo, de forma a garantir a efetivacdo do processo de germinagao
e 0 desenvolvimento das plantulas. Uma amostra composta do solo foi retirada,
antes da instalacdo dos experimentos, para caracterizagcdo quimica, conforme Silva
(2009). A anélise quimica do solo apresentou: pH (CaCl2) = 5,2; M.O. =17 g dm3; P
=21 mg dm3; S = 8 mg dm3; Ca = 16 mmolc dm=3; Mg = 5 mmolc dm=3; K = 2,3
mmolc dm=3; H + Al = 24 mmolc dm=3; S.B. = 23,3 mmolc dm=3; CTC = 47,3; V = 49.
Foi realizada a correcdo da acidez e da fertilidade do solo de acordo com as
recomendacgdes da cultura (RAIJ et al., 1996). Antes da semeadura, as sementes
foram inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e

Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5019 (9 x 10° células viaveis kg de sementes).
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A aplicacé@o do herbicida foi realizada através de um pulverizador costal, com
pressdo constante por CO: e calibrado para um consumo de calda de 200 L ha'. A
barra de pulverizagao estava equipada com duas pontas tipo jato plano “Teejet” XR
11002VS espacadas 50 cm entre si.

As avaliagfes de seletividade foram realizadas aos 3, 7, 14 e 21 dias apos a
aplicacdo dos herbicidas. Utilizou-se uma escala de notas, no qual 0 % representa
nenhuma injuria as plantas e 100 % morte das plantas, conforme metodologia
estabelecida pela SBCPD (1995). Além disso, foram realizadas avaliacdes de altura
de plantas aos 3, 7, 14 e 21 DAA.

Ao final das avaliagdes, aos 21 DAA, foram coletadas as plantas de cada
parcela para a determinacdo da massa seca da parte aérea e das raizes, quando
mensurou-se, ainda, a nodulacdo do sistema radicular das plantas. As plantas foram
secas em uma estufa de circulacdo forcada de ar, a temperatura de 60 °C, até
atingirem massa constante, sendo posteriormente mensuradas em balanca de
precisdo. Para avaliacdo dos nédulos, as raizes foram cuidadosamente removidas
do solo e lavadas em agua corrente; posteriormente os nddulos foram removidos de
cada planta, sendo assim realizada a contagem dos mesmos e posteriormente
também foram submetidos a secagem em estufa de ar forcado a 60 °C para
determinacdo da massa seca.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo a significancia
testada para as fontes de variacdo significativas pelo teste F, sendo aplicado o teste

de Tukey (5% de significancia).

Resultados e Discussao

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados das avaliacbes de
porcentagem de fitointoxicacdo visual apos a aplicacdo do herbicida chlorimuron-
ethyl em diferentes épocas de avaliagdo em plantas de soja no estadio fenologico de
desenvolvimento V2. Foi constatado que o chlorimuron-ethyl proporcionou niveis
aceitaveis de fitointoxicacdo visual nas plantas de soja para ambas as cultivares

estudadas em todas as avaliagdes (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios verificados para a porcentagem de fitointoxicacdo de
plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl
no estadio fenolégico V2, obtidos no desdobramento das variaveis:
cultivar e manejo hidrico e de sua interacdo. Jaboticabal/SP, 2015.

Dias Apo6s Aplicagao (%)

Condicao 3DAA  7DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 4,08 b 5,58hb 6,75 a 3,33a
RR 5,50 a 7,50 a 4,33 b 1,50 b
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 8,00 a 10,00 a 9,63 a 413 a
-0,07 4,38 b 7,00 b 4,75b 2,88b
-0,5 2,00c 2,63 ¢ 2,25¢ 0,25¢
Interagao Cultivar
Manejo hidrico Conv. RR Conv. RR  Conv. RR Conv. RR
-0,03 - - - - 1200aA 7,25aB 525aA 3,00aB
-0,07 - - - - 6,00 bA 350bB 4,50aA 1,25bB
-0,5 - - - - 2,25 cA 2,25bA 0,25bA 0,25 bA
F Cultivar (C) 5,67* 10,65** 36,57* 30,25**

Manejo hidrico (M)  34,37* 53,17* 117,43* 46,94**

(C) x (M) 2,720 2,561 11,78** 8,31**
C.V. (%) 30,4 22,0 17,7 33,8
d.m.s. (C) 1,25 1,23 0,84 0,70
d.m.s. (M) 1,86 1,84 1,25 1,04
d.m.s. Interacéo (C) - - 1,45 1,21
d.m.s. Interacéo (M) - - 1,77 1,47

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

DAA= dias ap0s a aplicagdo; RR= soja transgénica.

Embora tenha sido observada maiores injurias para a cultivar transgénica
BRS Valiosa (RR) nas avaliacdes aos 3 e 7 DAA em comparacgao a cultivar MG / BR
46 Conquista (convencional) (Tabela 1), ficou evidenciado para a cultivar RR uma
melhor desintoxicagdo, pois as injurias foram menores para a cultivar transgénica
aos 14 e 21 DAA em comparacgao a cultivar convencional.

As plantas mantidas em solo com escassez hidrica (-0,07 e -0,5 MPa)
apresentaram os menores niveis de fitointoxicacdo visual ao chlorimuron-ethyl em

comparacdo com as plantas mantidas sem restricdo hidrica (-0,03 e MPa) (Tabela
1).
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Ressalta-se que, a cultivar convencional quando se encontrava em condi¢des
adequadas de agua no solo (-0,03 MPa) ou sob uma leve restricdo hidrica (-0,07
MPa) apresentou maiores niveis de fitointoxicacdo visual ao chlorimuron-ethyl aos
14 e 21 DAA, comparada a cultivar RR (Tabela 1). Ja, sob escassez hidrica severa (-
0,5 MPa), essas diferengas ndo foram mais observadas.

A pulverizagdo do herbicida chlorimuron-ethyl no estadio fenolégico de
desenvolvimento V4 também proporcionou baixos niveis de fitointoxicacdo visual
nas plantas de soja (Tabela 2), sendo que os maiores niveis de injurias foram
observados aos 7 DAA, com média de 12,17 e 12,33% para a cultivar convencional
e RR, respectivamente. Assim como em V2 (Tabela 1) os maiores niveis de
fitointoxicacdo visual foram atribuidas as plantas de soja mantidas em condi¢cdes
adequadas de agua no solo (-0,03 MPa).

Diversos fatores podem estar relacionados a essa menor fitointoxicagéo visual
das plantas de soja ao herbicida chlorimuron-ethyl quando mantidas sob condi¢éo
de déficit hidrico (-0,07 e -0,5 MPa), tais como: uma menor area foliar das plantas,
modificacdes anatdomicas das folhas, maior espessura de cuticula e da parede
celular que pode resultar em uma menor absor¢cédo do herbicida pelas plantas de
soja, pois todas essas caracteristicas tém sido relatadas na literatura como sendo
processos adaptativos em resposta a restricdo de agua no solo (LIU et al., 2003;
PAIVA et al., 2005; KUTLU et at., 2009; MAKBUL et at., 2011; POLIZEL et al., 2011;
GALMES et at., 2013; AFZAL et al., 2014)

Na Tabela 3, 4 e 5 estdo apresentados os resultados das avaliacdes de altura
de plantas de soja submetidas a diferentes manejos hidricos apés a aplicacdo do
herbicida chlorimuron-ethyl nos estadio fenolégico de desenvolvimento V2 e V4. De
modo geral, constatou-se em V2 que ndo ha diferenca entre as cultivares
convencional e RR para a variavel altura de plantas (Tabela 3).

No entanto, uma condicdo de restricAo de agua no solo mostrou-se muito
prejudicial ao crescimento das plantas, pois as mesmas mantidas sob restricdo
hidrica de (-0,07 e -0,5 MPa) apresentaram altura significativamente menor em todos
os periodos de avaliagbes em comparacdo as plantas mantidas sem restricdo
hidrica (-0,03 MPa), sendo que os piores indices de crescimento foram observados

para as plantas mantidas a uma restricdo hidrica de (-0,5 MPa).
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As plantas sob escassez hidrica reduzem o seu crescimento e a sua area
foliar como resposta as perdas de 4gua pela fotorrespiracéo (LIU et at., 2003; MAK

et al., 2014), o que corrobora os resultados ora encontrados.

Tabela 2. Valores médios verificados para a porcentagem de fitointoxicacdo de
plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl
no estadio fenolégico V4, obtidos no desdobramento das variaveis:
cultivar e manejo hidrico e de sua interacdo. Jaboticabal/SP, 2015.

Dias Apo6s Aplicacao (%)

Condico 3DAA  7DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 5,83 a 12,17 a 10,33 a 5,00 b
RR 4,17b 12,33 a 11,33 a 6,50 a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 9,13 a 16,63 a 18,38 a 11,00 a
-0,07 4,88b 13,25 b 11,38 b 525b
-0,5 1,00c 6,88 c 2,75¢c 1,00 c
Interagao Cultivar
Manejo hidrico Conv. RR Conv. RR Conv. RR Conv. RR
-0,03 - - - - 18,50 aA 18,25aA 11,00aA 11,00 aA
-0,07 - - - - 9,00 bB 13,75bA 3,00 bB 7,50 bA
-0,5 - - - - 350cA 200cA 1,00cA 1,00 cA
F Cultivar (C) 5,94* 0,03ns 1,76m 5,57*
Manejo hidrico (M)  47,09* 40,58** 143,43** 98,03**
(C) x (M) 1,170 1,15m 6,40%* 6,57**
C.V. (%) 33,5 17,9 17,1 24,9
d.m.s. (C) 1,44 1,88 1,58 1,23
d.m.s. (M) 2,14 2,81 2,36 1,83
d.m.s. Interagéo (C) - - 2,74 2,13
d.m.s. Interacéo (M) - - 3,34 2,59
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap0s a aplicagdo; RR= soja transgénica.

Ao avaliar os impactos da pulverizacdo do herbicida chlorimuron-ethyl no
incremento da altura das plantas de soja, foi possivel observar que, aos 14 e 21
DAA, as plantas que receberam a pulverizagcdo deste herbicida apresentaram uma
altura relativamente menor comparada as plantas do tratamento controle, que nao

foram submetidas a pulverizacdo do chlorimuron-ethyl (Tabela 3).
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Assim, como observado em V2 (Tabela 3), foi possivel evidenciar em V4 que
as cultivares de soja utilizadas no presente estudo apresentaram altura semelhante,
uma vez que nao foi observada diferenca entre as cultivares para as avaliacbes
realizadas aos 7, 14 e 21 DAA (Tabela 4). A restricdo de agua no solo também
reduziu o crescimento das plantas, sendo que as plantas mantidas sob restricao
hidrica de (-0,5 MPa) foram as mais impactadas.

Tabela 3. Valores médios verificados para altura de plantas de soja, submetidas a
aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl no estadio fenolégico V2,
obtidos no desdobramento dos graus de liberdade das variaveis: cultivar,
manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Altura de Plantas (cm)

Condicdo 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 10,52 a 11,79 a 14,85 a 17,27 a
RR 10,38 a 11,92 a 15,23 a 17,92 a
Manejo Hidrico (MPa)

-0,03 11,22 a 13,13 a 18,03 a 22,72 a

-0,07 10,34 b 12,16 b 15,34 b 17,59 b

-0,5 9,78 b 10,28 ¢ 11,75 ¢ 12,47 c

Herbicida

Com 10,27 a 11,67 a 14,63 b 16,94 b

Sem 10,63 a 12,04 a 15,46 a 18,25 a
F Cultivar (C) 0,37m 0,20 1,17ms 2,11ms

Manejo hidrico (M) 12,18" 35,67** 110,02™ 176,82**
Herbicida (H) 2,18" 1,80ms 5,77* 8,70**
(C) x (M) 0,76" 0,05" 1,05"s 1,09ns
(C) x (H) 2,181 1,80 0,131 1,16
(M) x (H) 2,29"s 1,22" 0,72"s 2,63
(C) x (M) x (H) 2,21ns 1,02 1,31" 0,14"s

C.V. (%) 8,0 8,2 8,0 8,8

d.m.s. (C)/(H) 0,49 0,57 0,70 0,90
d.m.s. (M) 0,72 0,84 1,04 1,33

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap0s a aplicagdo; RR= soja transgénica.

Tabela 4. Valores médios verificados para altura de plantas de soja, submetidas a
aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl no estadio fenolégico V4,
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obtidos no desdobramento dos graus de liberdade das variaveis: cultivar,
manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Altura de Plantas (cm)

Condicdo 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
Cultivar
Convencional 15,73 b 17,94 a 21,56 a 27,13 a
RR 16,71 a 18,85 a 22,10 a 27,65 a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 18,91 a 21,50 a 26,00 a 33,41 a
-0,07 16,41 b 19,16 b 23,13 b 28,63 b
-0,5 13,34 c 1493 c 16,38 ¢ 20,13 ¢
Herbicida
Com 15,79 a 17,42 b 20,13 b 2459 Db
Sem 16,65 a 19,28 a 23,54 a 30,19 a
F Cultivar (C) 4,36* 2,92" 0,56"s 0,54"s
Manejo hidrico (M) 47,03** 58,18** 62,32** 122,68**
Herbicida (H) 3,31™ 13,31** 22,35** 63,68**
(C) x (M) 0,39"s 0,46"s 0,44"s 2,09"s
(C)x (H) 0,05" 0,02" 1,20"s 0,46"
(M) x (H) 1,52"s 4,27* 8,78** 17,56**
(C) x (M) x (H) 0,48 0,46" 1,65"s 2,61
C.V. (%) 10,0 8,2 11,5 8,9
d.m.s. (C)/(H) 0,95 1,09 1,47 1,42
d.m.s. (M) 1,40 1,61 2,16 2,10

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap6s a aplicacédo; RR= soja transgénica.

A escassez hidrica é prejudicial ao crescimento das plantas, pois ocorre uma
reducado no teor de agua nos tecidos das plantas, provocando uma baixa presséo de
turgescéncia nas células, que tem efeito direto na divisdo celular, alargamento e
diferenciagcdo das mesmas (CABUSLAY et al., 2002; JALEEL et al., 2008; SHAO et
al., 2008).

Foi possivel confirmar em V4 que a pulverizagdo do herbicida chlorimuron-
ethyl afetou o crescimento das plantas de soja (Tabela 4), devido nas avaliagdes
realizadas aos 7, 14 e 21 DAA as plantas que receberam a pulverizacdo deste
herbicida apresentaram crescimento reduzido em comparagao ao tratamento sem
pulverizagao.

Na Tabela 5 observa-se que essa reducdo do crescimento das plantas de

soja apos a pulverizacdo do herbicida chlorimuron-ethyl ocorreu principalmente para
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as plantas mantidas em condi¢Bes ideais de agua no solo (-0,03 MPa), pois as
plantas mantidas sob uma restricdo hidrica severa (-0,5 MPa) ndo foram afetadas
pela pulverizacdo do chlorimuron-ethyl, sendo que esta reducao do crescimento das
plantas de soja foi caracterizada por uma diminuicdo do comprimento dos entrends.
Os resultados ora encontrados permitem inferir que as plantas mantidas em
condi¢cbes ideais de 4gua no solo apresentam uma maior absor¢do do herbicida
chlorimuron-ethyl. Devido ao chlorimuron-ethyl ser um herbicida sistémico, do grupo
das sulfoniluréias e que inibem a acdo da enzima acetolactato sintase (ALS). E
possivel que condicbes ambientais que promovem o rapido crescimento da planta,
também promovam uma maior atividade deste herbicida nas plantas de soja, que
por sua vez, podem tem causado um impacto direto no crescimento e

desenvolvimento das mesmas.

Tabela 5. Valores médios verificados para altura de plantas de soja, submetidas a
aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl no estadio fenoldgico V4,
obtidos no desdobramento dos graus de liberdade da interacdo entre
manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Altura de Plantas (cm)

Interagao 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
g Herbicida
Manejo hidrico Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
-0,03 - - 19,50aB 23,50aA 22,19aB 29,81aA 27,81aB 39,00 aA
-0,07 - - 19,06 aA 19,25bA 22,13aA 24,13bA 26,44aB 30,81 bA
-0,5 - - 13,69bA 1538cA 16,06bA 16,69cA 1951bA 20,75cA
d.m.s. (Linha) - 1,89 2,54 2,46
d.m.s. (Coluna) - 2,27 3,06 2,96

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
DAA= dias ap0s a aplicagdo; RR= soja transgénica.

Verificou-se na Tabela 6, que no estadio V4 a massa seca da parte aérea da
cultivar convencional era menor em comparacao a cultivar transgénica. No entanto,
para a massa seca de raizes essa resposta foi diferente, pois maiores valores para a
massa seca de raizes foi observada para a cultivar convencional, sendo que esta

resposta pode estar relacionada as caracteristicas genéticas das cultivares.
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Tabela 6. Valores médios verificados para massa seca da parte aérea e de raizes
de plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl
em diferentes estadios fenologicos, obtidos no desdobramento dos graus
de liberdade das variaveis: cultivar, manejo hidrico e herbicida.
Jaboticabal/SP, 2015.

Massa Seca da Parte Aérea e Raizes (g)

Condicao V2 V4
MSPA MSR MSPA MSR
Cultivar
Convencional 0,86 a 0,39 a 245b 1,21 a
RR 0,91 a 0,39 a 2,96 a 1,02 b
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 1,42 a 0,58 a 4,66 a 2,09 a
-0,07 0,85b 0,40 b 2,60 b 0,92b
-0,5 0,38 c 0,19c 0,86 c 0,34 c
Herbicida
Com 0,78 b 0,35b 249 b 284D
Sem 0,99 a 0,43 a 292a 1,39 a
F Cultivar (C) 0,31 0,01"s 23,36** 9,45**
Manejo hidrico (M) 54,85** 62,04** 434,84* 275,80%*
Herbicida (H) 7,21* 7,63** 16,66** 78,56**
(C) x (M) 0,30" 0,31 4,94* 15,78*
(C) x (H) 2,04ns 1,07 2,731 32,49**
(M) x (H) 3,23ns 3,48* 6,75 48,50**
(C) x (M) x (H) 0,111 0,03"s 1,340 19,01**
C.V. (%) 31,7 25,6 13,5 19,3
d.m.s. (C)/(H) 0,16 0,06 0,21 0,13
d.m.s. (M) 0,24 0,09 0,31 0,19
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, n&o diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
MSPA= massa seca da parte aérea; MSR= massa seca de raizes; RR= soja transgénica.

As condicdes de escassez hidrica no solo reduziram a biomassa da parte
aérea e das raizes para ambos o0s estagios fenoldgicos utilizados neste estudo
(Tabela 6). A restricdo hidrica foi tdo prejudicial para as plantas de soja que uma
condicdo de escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) foi suficiente para reduzir a
massa seca da parte aérea e massa seca de raizes em 40,1 e 31,0% no estadio V2,
respectivamente, reduzir em 44,2 e 55,9% no estadio V4, respectivamente (Tabela
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6). Ressalta-se que essa reducdo foi ainda mais acentuada para as plantas
mantidas em condic¢ao hidricas minimas de (-0,5 MPa).

Cultivares de soja resistente ao déficit hidrico apresentam alteracdes
fisiolégicas e modificacbes na morfologia das raizes para garantir o crescimento
normal da planta e melhorar sua capacidade de resposta ao estresse pela seca
(LIUQING et al., 2016). Além disso, um genétipo tolerante tem uma capacidade
fotossintética relativamente mais forte e um sistema de defesa antioxidativo mais
robusto (YU et al., 2016).

Na Tabela 6, nota-se que a pulverizagédo do herbicida chlorimuron-ethyl afetou
o desenvolvimento das plantas de soja, sendo que, para ambos os estadios
fenologicos estudados a pulverizacdo deste herbicida reduziu a massa seca da parte
aérea e a massa seca de raizes quando comparadas as plantas que nao receberam
a pulverizacdo do mesmo.

No estadio V4, verificou-se que em condicdes ideais de agua no solo e em
condicbes de escassez hidrica moderada (-0,03 e -0,07 MPa), a -cultivar
convencional apresentou menor massa seca da parte aérea em comparacao a
cultivar transgénica (Tabela 7). Ja, para uma escassez hidrica de (-0,5 MPa) ambas
as cultivares foram drasticamente afetadas ndo apresentando diferencas entre as
mesmas.

Também foi evidenciado que, sob condi¢des hidricas adequadas (-0,03 MPa),
a cultivar convencional apresentou maior acumulo de massa seca de raizes quando
comparada com a cultivar transgénica (Tabela 7). No entanto, em condi¢bes de
restricdo hidrica, essas diferencas nao foram mais observadas.

A pulverizacdo do chlorimuron-ethyl no estadio V2 afetou a massa seca de
raizes das plantas de soja quando conduzidas sem estresse hidrico (-0,03 MPa)
(Tabela 7). J4, no estadio V4 as plantas mantidas sob escassez hidrica moderada (-
0,07 MPa) também foram afetadas pela pulverizacdo deste herbicida.

Também foi constatada reducéo da massa seca da parte aérea no estadio V4
para as plantas conduzidas sem estresse hidrico (-0,03 MPa) que receberam a
pulverizagdo do chlorimuron-ethyl. Diferente das plantas mantidas em condi¢cdo de

restricdo hidrica que nao apresentaram reducédo da massa seca da parte aérea.
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Tabela 7. Valores médios verificados para massa seca da parte aérea e de raizes
de plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl
em diferentes estadios fenologicos, obtidos no desdobramento dos graus
de liberdade das interagBes entre: cultivar e manejo hidrico, cultivar e
herbicida e, manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Massa Seca da Parte Aérea e Raizes (Q)

Interacao V2 V4
MSPA MSR MSPA MSR
Cultivar
Manejo hidrico (MPa) (M) Conv. RR  Conv. RR Conv. RR Conv. RR
-0,03 - - - - 428aB 5,04aA 243aA 1,75aB
-0,07 - - - - 2,23bB 2,96 bA 0,86 bA 0,99 bA
-0,5 - - - - 0,84cA 0,88cA 0,35cA 0,32cA
d.m.s. (Linha) - - 0,45 0,26
d.m.s. (Coluna) - - 0,37 0,22
. Herbicida
Cultivar
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Convencional - - - - - - 0,76 aB 1,66 aA
RR - - - - - - 0,92aB 1,12 bA
d.m.s. (Linha)/(Colina) 0,18
Manejo hidrico Herbicida
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem

-0,03 - - 049aB 068aA 4,17aB 514aA 1,39aB 2,80aA

-0,07 - - 0,38aA 0,43bA  2,48bA 2,71bA 0,81bB 1,04 bA

-0,5 - - 0,18bA 0,19cA 082cA 091cA 0,33cA 0,35cA
d.m.s. (Linha) - 0,102 0,37 0,22
d.m.s. (Coluna) - 0,122 0,45 0,26

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
MSPA= massa seca da parte aérea; MSR= massa seca de raizes; RR= soja transgénica.

No estadio fenoldgico V2, a cultivar convencional apresentou uma maior
atividade da fixacdo biologica de nitrogénio em comparacdo com a cultivar
transgénica (Tabela 8). Uma vez que, a cultivar convencional apresentou maior
namero e massa seca de nddulo. No entanto, para o estudo realizado no estadio V4
o numero e massa seca de nédulo foram maiores para as plantas transgénicas.

Foi observado que a infeccéo pelos rizobios é muito sensivel a uma condicéo
de restricdo hidrica imposta as plantas de soja, pois as plantas mantidas sob
restricdo hidrica em V2 apresentaram inibicdo de 100% da fixacdo biologica de
nitrogénio (Tabela 8), e apenas as plantas conduzidas sem estresse hidrico (-0,03

MPa) apresentaram infeccdes pelos rizobios. E possivel que essa inibicdo de 100%
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da infeccao pelos rizébios tenha ocorrido devido a restricao hidrica ter acontecido no
estadio inicial de desenvolvimento das plantas, coincidindo com o inicio da

nodulacao pelas bactérias fixadoras de nitrogénio (RYLE et al., 1979).

Tabela 8. Valores médios verificados para o0 nUmero e massa seca de ndédulos de
plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl
em diferentes estadios fenoldgicos, obtidos no desdobramento dos graus
de liberdade das variaveis: cultivar, manejo hidrico e herbicida.
Jaboticabal/SP, 2015.

Fixac&o Bioldgica de Nitrogénio

Condicéao V2! V4t
N° N6édulos MS No6dulos (g) N° N6dulos MS Nédulos (g)
Cultivar
Convencional 0,83 a 0,019a 4,67 b 0,22 b
RR 0,53b 0,009 b 5,25a 0,25 a
Manejo Hidrico (MPa)
-0,03 2,04 a 0,042 a 9,27 a 0,52 a
-0,07 0,00 b 0,00 b 3,78 b 0,14 b
-0,5 0,00 b 0,00 b 1,83 ¢ 0,04 c
Herbicida
Com 0,12 b 0,003 b 3,99 b 0,17b
Sem 1,24 a 0,025 a 5,92 a 0,30 a
F Cultivar (C) 5,40* 13,91** 4,67* 7,90**
Manejo hidrico (M) 115,12** 97,38** 276,63** 497,13**
Herbicida (H) 78,64** 62,26** 52,18** 85,13**
(C) x (M) 5,40** 13,91** 3,29* 7,42**
(C) x (H) 5,40* 13,91** 1,45"s 1,75
(M) x (H) 78,64** 62,26** 11,87** 33,85**
(C) x (M) x (H) 5,40** 13,91 3,58* 4,80*
C.V. (%) 64,6 71,3 18,7 19,5
d.m.s. (C)/(H) 0,26 0,006 0,54 0,03
d.m.s. (M) 0,38 0,009 0,80 0,04

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " N&o
significativo.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
N° Nodulos= namero de nédulos; MS Nédulos= massa seca de nodulos; RR= soja transgénica.

10s dados foram transformados de acordo com a equagéo “y = vx ”.

Corroborando os resultados observados em estadio V2, no estadio V4
também foi registrado que o nimero e a massa seca de nddulos foram severamente
reduzidos quando as plantas de soja foram mantidas em solo com manejo hidrico de

(-0,07 e -0,5 MPa). Ressalta-se que a massa seca de nédulos € definida como
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sendo um dos parametros minimos utilizados para a avaliacdo da eficiéncia da
fixacdo biolégica de nitrogénio para a cultura da soja (SOUZA et al., 2008) o que
demostra que a fixacdo bioldgica de nitrogénio € altamente sensivel a restricdo de
agua no solo.

A pulverizacéo do herbicida chlorimuron-ethyl tem efeito negativo na infeccao
pelos rizébios (Tabela 8), uma vez que, para ambos os estadios fenoldgicos
estudados a pulverizacdo deste herbicida reduziu o nimero e a massa seca de
nodulos quando comparadas as plantas que nao receberam a pulverizacdo do
mesmo.

Sabe-se que, normalmente no manejo de plantas daninhas a pulverizacao
dos herbicidas em pés-emergéncia ocorrem na cultura da soja entre os estadios V2
e V4, devido principalmente ao estadio de crescimento das plantas daninhas. Logo,
embora a pulverizagdo do herbicida chlorimuron-ethyl apresente uma boa
seletividade visual para a cultura da soja, este poderd afetar o desempenho
produtivo das plantas, uma vez que, para esta cultura a demanda de nitrogénio é
suprida principalmente através do N2 atmosférico pela fixagcéo biologica.

Verificou-se que para a interagao cultivar e manejo hidrico, no estadio V2 que,
quando as plantas foram conduzidas sem estresse hidrico (-0,03 MPa) a cultivar
convencional apresentou maiores médias de nimero e massa seca de nodulos em
comparacao com a cultivar transgénica (Tabela 9).

J4, no estadio V4, foi observado que sem estresse hidrico (-0,03 MPa) as
cultivares ndo apresentaram diferencas entre si para as avaliacbes de namero e
massa seca de nddulos (Tabela 9). No entanto, para uma condicdo de escassez
hidrica moderada (-0,07 MPa) a cultivar convencional apresentou maior reducdo do
namero e massa seca de noédulos em comparacdo a cultivar transgénica. O que
demostra uma maior sustentacdo da infeccdo pelos rizObios para a cultivar
transgénica quando mantidas em condi¢cdes de escassez hidrica moderada.

Pesquisas encontradas na literatura também tém relatado diferencas entres
gendtipos de soja, quanto a capacidade de sustentar a fixacdo biologica de
nitrogénio sob condicdes de escassez hidrica no solo (CHEN et al., 2007; SINCLAIR
et at., 2007), sendo que essa maior sustentacdo da infeccdo pelos rizébios pode ser
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selecionadas ha possiveis expressdes de genes que codificam proteinas envolvidas
na resposta ao déficit hidrico (CLEMENT et at., 2006; 2008; MARINO et at., 2006).

Tabela 9. Valores médios verificados para o nUmero e massa seca de nddulos de
plantas de soja, submetidas a aplicacdo do herbicida chlorimuron-ethyl
em diferentes estadios fenoldgicos, obtidos no desdobramento dos graus
de liberdade das interacdes entre: cultivar e manejo hidrico, cultivar e
herbicida e manejo hidrico e herbicida. Jaboticabal/SP, 2015.

Fixac&o Bioldgica de Nitrogénio

Interacao V21 V4l
N° Nodulos MS Nédulos (g) N° Noédulos MS Nédulos (g)
Cultivar
M. Hidrico (MPa) (M) Conv. RR Conv. RR Conv. RR Conv. RR
-0,03 2,48aA 1,60aB 0,06 aA 0,03 aB 9,23 aA 9,30 aA 0,52aA 0,52 aA
-0,07 0,00bA  0,00bA 0,00 bA 0,00 bA 3,00 bB 455bA  0,09bB 0,20 bA
-0,5 0,00 bA  0,00bA 0,00 bA 0,00 bA 1,78 cA 1,88 cA 0,04bA 0,04 cA
d.m.s. (Linha) 0,54 0,01 1,13 0,06
d.m.s. (Coluna) 0,45 0,01 0,94 0,05
. Herbicida
Cultivar
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Convencional 0,12aB 1,54aA 0,003aB 0,04 aA
RR 0,12aB 0,95bA 0,003aB 0,01 bA
d.m.s. (Linha)/(Coluna) 0,36 0,008 - -
L Herbicida
Manejo hidrico
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
-0,03 0,35aB 3,72aA 0,008aB 0,076 aA 7,76 aB 10,77aA 0,39aB 0,66 aA
-0,07 0,00 aA 0,00 bA 0,00aA 0,00 bA 2,44 bB 512bA 0,09 bB 0,19 bA
-0,5 0,00aA 0,00bA  0,00aA 0,00 bA 1,78 bA 1,88cA  0,04cA 0,04 cA
d.m.s. (Linha) 0,45 0,01 0,94 0,046
d.m.s. (Coluna) 0,54 0,01 1,13 0,056

Médias seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, n&o diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (P<0,05).

N° Nodulos= naimero de nddulos; MS Ndédulos= massa seca de nddulos; RR= soja transgénica; M. hidrico=
manejo hidrico.

10s dados foram transformados de acordo com a equagdo “y = /x ”.

Para a interagdo, entre manejo hidrico e herbicida, verifica-se no estadio V2
que apenas as plantas conduzidas sob regime hidrico adequado (-0,03 MPa)
ocorreu reducdo do numero e massa seca de nodulos com a pulverizacdo do
chlorimuron-ethyl (Tabela 9). Resultado este, que também foi observado no estadio
V4 para 0 numero e massa seca de nddulos quando as plantas encontravam-se sob

condicao ideais de agua no solo e escassez hidrica moderada (-0,03 e -0,07 MPa).
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O herbicida chlorimuron-ethyl tem sido utilizado em grande escala nas ultimas
décadas para o controle de plantas daninhas na cultura da soja. Embora ndo h&
relatado na literatura que descrevem os efeitos diretos deste herbicida na fixacdo
bioldgica de nitrogénio. A pulverizacdo do chlorimuron-ethyl a um longo prazo pode
perturbar seriamente as comunidades de bactérias transformadoras de nitrogénio
do solo alterando assim, a estrutura da comunidade bacteriana (ZHANG et al.,
2013). O que sugere gque o uso continuo do chlorimuron-ethyl pode influenciar o

ciclo e a qualidade biolégica do solo e afetar o regime de cultivo continuo da soja.

Conclusdes

Sob escassez hidrica as plantas de soja apresentaram uma menor
fitotoxicidade visual quando submetida a pulverizacdo do herbicida chlorimuron-
ethyl.

A pulverizacdo do herbicida chlorimuron-ethyl reduziu o crescimento e
desenvolvimento das plantas de soja.

A pulverizacdo do herbicida chlorimuron-ethyl tem efeito negativo na infeccao
pelos rizébios ocasionando perdas para a fixacao biolégica de nitrogénio.

A cultivar transgénica BRS Valiosa RR mostrou um melhor desempenho
guando submetida a uma condicdo de escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) para

sustentar a fixacéo bioldgica de nitrogénio.
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CONSIDERACOES FINAIS

Pelas analises dos parametros morfoanatdmicos constatou-se que as
cultivares de soja apresentam uma melhor resposta adaptativa em relacdo a uma
restricdo hidrica moderada de até (-0,07 MPa) quando ocorrido no estadio fenologico
inicial da soja. As alteracdes adaptativas observadas para a anatomia foliar e
caulinar foram mais evidentes no estadio fenoldgico V2 para a cultivar BRS Valiosa
RR (transgénica). Ja, para os parametros fisioldgicos e bioquimicos analisados
neste estudo pode-se verificar que a cultivar BRS Valiosa RR (transgénica) no
estadio fenologico de desenvolvimento V4 apresentou uma melhor resposta ao
estresse imposto pela escassez de agua no solo, em relacdo a cultivar MG/BR 46
Conguista (convencional), que foi devido as respostas continuas de compostos
enzimaticos que controlam o0 estresse oxidativo e que pode permitir seu
desenvolvimento em um maior periodo de déficit hidrico.

Através de parametros de crescimento constatou-se que em condicdo de
escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) a cultivar MG/BR 46 Conquista
(convencional) apresentou um menor desenvolvimento em relacdo a cultivar BRS
Valiosa RR (transgénica). Quanto a fixacdo bioldgica de nitrogénio a cultivar
transgénica mostrou uma maior capacidade em sustentar a nodulagdo quando
submetida a uma condicdo de escassez hidrica moderada (-0,07 MPa) em relacdo a
cultivar convencional.

Outro aspecto a considerar, refere-se ao efeito do déficit hidrico, no qual as
plantas de soja apresentaram uma menor intoxicacdo visual quando submetida a
pulverizagao dos herbicidas fomesafen e chlorimuron-ethyl para ambas as cultivares
estudadas. Também constatou-se que a pulverizacdo destes herbicidas teve efeito
negativo na infeccao rizobio/planta o que ocasionou perdas para a fixacao biologica
de nitrogénio. Deve-se salientar que este efeito precoce na nodulacdo podera ter

reflexos na produgéo de vargens.



