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Effect of Formulations on the Absorption and Translocation of Glyphosate in Transgenic
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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar a absorcao e translocacdo de glyphosate
em diferentes formulacées por plantas de soja (variedade CD 219RR). Para isso, aplicou-se
o “C-glyphosate misturado a calda em trés formulacdes comerciais (Roundup Ready® e
R. Transorb®, ambas contendo o sal de isopropilamina, e Zapp Qi®, formulado a base do sal
potassico), quando as plantas apresentavam o segundo trifélio completamente expandido.
Transcorridas 4, 16, 40 e 64 horas ap6s a aplicacéo, as plantas foram coletadas e fracionadas,
separando-se a folha de aplicacao (trifélio), a parte aérea, as raizes e os nédulos radiculares.
O 14C-glyphosate nao-absorvido foi recuperado e contado por meio da lavagem da folha
(metanol 80%). Entre as formulacoes foi observada variacao na penetracao e na translocacao
do C-glyphosate para as diferentes partes avaliadas. Todavia, em todas as formulacoes a
maior absorcido se deu nos intervalos posteriores a 16 horas da aplicacdo. Em relacédo ao
total de herbicida encontrado nas plantas de soja, maior percentual na parte aérea foi
observado quando se aplicou o Zapp Qi® (sal potassico) e, nas raizes, o R. Transorb® (sal de
isopropilamina). Detectou-se a presenca de *C glyphosate nos nédulos radiculares das
plantas em todos os tratamentos, sendo o maior percentual observado quando se utilizou
R. Transorb®, 40 horas apés a aplicacdo (0,13% do total medido ou 0,4% considerando
somente o total presente na planta). Os resultados reforcam a hipétese de que o glyphosate
pode prejudicar a simbiose entre rizébio e soja, uma vez que o microssimbionte também
apresenta em seu metabolismo a EPSPS, sensivel a esse herbicida.

Palavras-chave: sal de isopropilamina, sal potdssico, soja geneticamente modificada, radioquimico,
impacto ambiental da aplicagdo de herbicidas.

ABSTRACT - This study was carried out to evaluate the absorption and translocation of glyphosate
formulations in genetically modified (GM) soybean by applying *C-glyphosate mixed to three
glyphosate formulations (Roundup Ready® and R. Transorb® - both with isopropylamine salt, and
Zapp Qi®, formulated from potassic salt ), using a precision micro syringe. Plant samples were
collected after herbicide application (4, 16, 40 and 64 hours) and then divided into leaf (trifolium),
aerial part, roots and root nodes for radiation reading. '* C-glyphosate that was not absorbed was
recovered and counted by washing the leaf with methanol. Penetration and translocation of *C-
glyphosate to the different parts evaluated was found to vary. However, the highest absorption

was verified at intervals after 16 hours of application. The highest herbicide percentage in the

aerial part of the soybean plants was found when Zapp (potassic salt) was applied on the aerial
part and when isopropylamin salt was applied on the roots; '* C-glyphosate was found in the plant
root nodules in all treatments, with the highest percentage being observed with R. Transorb®, 40
hours after application (0.13% of the total measured or 0.4%, considering only the plant total).

Results highlight the hypothesis that glyphosate could harm symbiosis between rhizobium and

soybean, since the former also shows in its metabolism EPSPS, which is susceptible to this
herbicide.

Keywords: isopropylamine salt, potassic salt, transgenic soybean, radiochemical, herbicide application
environmental impact.
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INTRODUCAO

O dominio da tecnologia de producao de soja
em regides tropicais foi conquistado essencial-
mente no Brasil, onde também se encontra o
maior potencial mundial para producao dessa
oleaginosa, quando se consideram diversos fa-
tores, incluindo condicdes edafoclimaticas e
a disponibilidade de terras para cultivo. Com
a introducédo de variedades transgénicas, re-
sistentes ao herbicida glyphosate, houve am-
pliacdo da area plantada e maior facilidade no
controle da maioria das espécies infestantes.
Estima-se que a soja transgénica ocupara mais
de 60% da area total do Brasil na safra 2006/
2007 (Almeida, 2006). Nessa modalidade de
cultivo, o glyphosate é aplicado em pos-emer-
géncia da cultura, absorvido e translocado nas
plantas sem afetar seu crescimento, promo-
vendo eficiente controle das plantas daninhas
nos estadios em que a competicao seria extre-
mamente negativa para a cultura.

O glyphosate pertence ao grupo quimico dos
inibidores da sintese de aminoacidos e con-
tém o N-(phosphonomethyl) glycina como ingre-
diente ativo (Bridges, 2003). Ap6s sua absorcao
pelas plantas, é prontamente translocado, jun-
tamente com fotossintatos, dos pontos de apli-
cacao situados nas folhas até drenos distantes.
Em plantas sensiveis, o glyphosate atua ini-
bindo a atividade da enzima plastidica 5-enolpi-
ruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS),
responsavel pela reacdo que condensa shiqui-
mato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato em 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosfato
inorganico (Pi), na etapa pré-corismato da rota
do shiquimato (Shaner & Bridges, 2003). A rota
do shiquimato é ausente em animais, mas €
fundamental no metabolismo de plantas, fun-
gos e bactérias para biossintese dos aminoa-
cidos aromaticos essenciais fenilalanina,
tirosina e triptofano (Hinchee et al., 1993). Esti-
ma-seque mais de 20% de todo o carbono fixado
pela fotossintese passe por essa rota, destinan-
do-se a sintese dos aminoacidos aromaticos
(Devine et al., 1993).

No caso da soja resistente ao glyphosate,
a tolerancia ao herbicida foi obtida pela inser-
cao de um gene (AroA) oriundo do genoma de
Agrobacterium sp., estirpe CP4, a qual codifica
uma variante da EPSPS (CP4 EPSPS), especial-
mente tolerante a inibicdo pelo glyphosate
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(Padgette et al., 1995). Sob tratamento com
esse herbicida, as plantas de soja nédo sao afe-
tadas, devido a acdo continuada e sistematica
dessa enzima alternativa, insensivel ao pro-
duto.

Atualmente estao disponiveis no mercado
diversas formulacées de glyphosate, porém
todas apresentam o mesmo mecanismo de
acao, independentemente dos sais utilizados
(destacando-se sal de isopropilamina, sal de
amonio e sal potassico — este presente exclusi-
vamente na formulacéo Zapp Qi®) (Rodrigues
& Almeida, 2005). Para a soja transgénica,
esta registrada a formulacdo Roundup Ready®,
a qual contém o sal de isopropilamina, também
presente na formulacdo Roundup Transorb®
(Rodrigues & Almeida, 2005). Diferentes
formulagodes podem alterar a absorgaoe a trans-
locacao do herbicida, influenciando a eficién-
cia de controle (Silva et al., 2006) e seu compor
tamento no ambiente (Malkones, 2000; Santos
et al., 2005b, 2006).

No Brasil, a simbiose entre plantas de soja
e as bactérias do género Bradyrhizobium é ex-
tremamente importante do ponto de vista eco-
noémico, pois permite o cultivo de milhoes de
hectares dessa cultura sem a adicao de adubos
nitrogenados. Essa eficiéncia € o resultado de
programas de melhoramento vegetal que prio-
rizaram o desenvolvimento de cultivares com
alta especificidade com as estirpes de rizébio
que apresentam alta eficiéncia na fixacao bio-
logica de nitrogénio. Dessa forma, todas as pra-
ticas agricolas nessa cultura deverado consi-
derar os impactos sobre o rizobio, a fim de
possibilitarem a perpetuacao dos simbiontes,
sem prejuizos para a associagao.

No caso particular da soja transgénica, o
glyphosate pode ser metabolizado, tendo como
produtos primarios a sarcosina e o fosfato inor-
ganico (Barry et al., 1992) ou formando amino-
metil acido fosfonico e glioxilato (Hoagland,
1980), todos compostos nao-téxicos. Todavia,
considerando a presenca dos bacteréides, as-
sociados as raizes da soja, no momento da apli-
cacao desse produto e a sensibilidade das
estirpes comercialmente recomendadas para
inoculacdo em sementes no Brasil (Santos
et al., 2004, 2005b), estudos da translocacao
do glyphosate para as raizes, inclusive nos né-
dulos radiculares, se fazem necessarios.
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Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo avaliar a absorcao e a translocacao do
glyphosate em plantas de soja resistentes a
esse herbicida, considerando formulacoes a
base de sal de isopropilamina e potassico.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo e avaliado em laboratério entre ja-
neiro e agosto de 2006. Plantas de soja da va-
riedade CD 219RR, contendo o gene CP4EPSPS,
tolerante ao glyphosate, foram cultivadas em
vasos com seis litros de substrato previamente
preparado (terra) para o adequado crescimento
da cultura. Depositaram-se quatro sementes
por vaso, sendo posteriormente realizado o
desbaste das plantulas, deixando-se duas
plantas por vaso.

Aos 25 dias ap6s a emergéncia (DAE), quan-
do as plantas de soja apresentavam o segundo
trif6lio completamente expandido (estadios V,-
V), aplicou-se o C-glyphosate em mistura
com trés formulacoes de glyphosate (Roundup
Ready® e R. Transorb®, ambas contendo o sal
de isopropilamina, e Zapp Qi®, formulado a base
do sal potassico). Para isso, utilizou-se micros-
seringa de precisao, sendo aplicados 100 uL por
planta de calda contendo o *C-glyphosate (com
radioatividade em torno de 50.000 contagens
por minuto-cpm)e 7,1 mg do glyphosate (equi-
valente acido - e.a.) para cada formulacgao
comercial. Essa concentracdo equivale a
1.000 g e.a. ha'!, sendo aplicada sobre o segun-
do trif6lio de cada planta.

A avaliacao da absorcao e translocacao do
14C glyphosate na soja foi realizada em dife-
rentes intervalos de tempo (4, 16, 40 e 64 ho-
ras apos a aplicacdo). A cada intervalo as plan-
tas foram coletadas e fracionadas em folha de
aplicacao (trifolio), parte aérea, raizes e nodu-
los radiculares. A folha de aplicacao (trifolio)
foilavada com 10,0 mL de solucao 8:2 metanol:
agua, para recuperacao do produto ndo-absor-
vido. Apés separadas e identificadas, todas as
partes da planta foram secas em estufa a 50 °C,
por 48 horas, para obtencdo da massa seca.
Em seguida, procedeu-se a moagem das amos-
tras em moinho de bola, até apresentarem tex-
tura equivalente a 200 mesh. Depois disso,
subamostras de aproximadamente 100 mg de
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massa seca de cada componente foram coloca-
das em frascos de 20 mL, para contagem da
cintilacao liquida. Para isso, as amostras foram
homogeneizadas com 1 mL de Triton-X-100®
por 14 segundos em vortex, adicionando, em
seguida, 5 mL de coquetel de cintilacdo (Sigma
Fluor®), sendo novamente submetido a homo-
geneizacdo. Apos essa etapa, as amostras
foram colocadas em espectrometro de cintila-
cao liquida, modelo Beckman 6500.

Os valores da radioatividade expressos em
cpm, encontrados na solucao de lavagem e em
cada parte da planta, foram convertidos em por-
centagem em relacdo a radioatividade total
medida. Em seguida, considerando o total de
glyphosate efetivamente absorvido pelas plan-
tas, os valores de *C-glyphosate foram conver-
tidos em porcentagem em relacdo ao total pre-
sente na planta. Relacionou-se entdo com as
quantidades medidas na folha tratada, parte
aérea, raizes e nodulos. Foi realizada analise
de variancia, sendo as médias, quando signifi-
cativas, comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando a velocidade de absorcao do *C
glyphosate em funcao das formulacdes, consta-
taram-se diferencas no percentual do herbi-
cida no interior das plantas em funcao do sal
(Figura 1). A maior diferenca foi observada a
16 horas da aplicacao, quando o sal potassico
passou a representar maior quantidade rela-
tiva na massa seca total das plantas. Formula-
coes de herbicidas a base de sais aminicos sao
relatadas como mais livremente difundidas
pela cuticula, quando comparadas aos cor-
respondentes sais potassicos ou sodicos
(Wanamarta et al., 1993). No entanto, em torno
de 40 horas apés a aplicagao, verificou-se ten-
déncia de estabilizacdo das quantidades de
produto radiomarcado nas plantas, sendo o
maior valor observado nas formulacoées
R. Transorb® (sal de isopropilamina) e Zapp
Qi®(sal potassico).

Dentre os produtos no mercado brasileiro,
formulados a base de glyphosate, R. Transorb®
e Zapp Qi® sdo relatados como mais eficientes
no controle de plantas daninhas quando o in-
tervalo entre a aplicacdo e a ocorréncia de
chuvas é pequeno, dada a maior velocidade de
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Figura 1 - “C-glyphosate presente na massa seca total de
plantas de soja tratadas com formulagdes desse herbicida e
posterior quantificagdo em intervalos de tempo (horas apos
a aplicagdo). Colunas sob letras maiusculas e minusculas
representam médias que nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05), respectivamente para cada formulacdo
entre as horas e para as formulagdes dentro de cada hora de
avaliag@o.

penetracao (Jakelaitis et al., 2001; Rodrigues
& Almeida, 2005). Nesta pesquisa, consideran-
do a primeira avaliacao realizada quatro horas
apos a aplicacao do glyphosate, nota-se que R.
Transorb® apresentou absorcao sensivelmente
maior do que as demais formulacoes; entre-
tanto, por volta de 24 horas da aplicacao, o *C
glyphosate com sal potassico apresentou pro-
porcao bem mais elevada na planta, comparado
aqueles a base do sal de isopropilamina
(Figura 1). A formulacao Roundup Ready® se
comportou como R. Transorb®, provavelmente
devido a equivaléncia de seus sais, porém o
primeiro apresentou menor absorcédo final,
comparado ao segundo. Pline & Hatzios (1999)
avaliaram a velocidade de absorcdo do R.
Ready® em plantas de soja com adicao de sulfato
de amoénio ou acido pelargoénico como surfa-
tantes. Em ambos os casos, mais de 40% do
14C glyphosate havia penetrado apés 24 horas
da aplicacao. Neste trabalho, considerando
24 horas ap6s a aplicacao dos herbicidas, a ex-
cecao do sal potassico, as demais formulacoes
apresentaram percentual total na planta
inferior a 20%. O glyphosate pode sofrer consi-
derada variacado na velocidade de absorcao e
atuacao, dependendo dos surfatantes ja presen-
tes ou adicionados a calda no momento da
aplicacdo. Em trabalhos realizados por Molin
& Hirase (2005), simulando chuva apés a apli-
cacdo de glyphosate, os autores observaram
que a adicao de uma mistura de surfatantes
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(polioxietileno amino e éter, entre outros) ao
glyphosate promoveu o controle eficiente de
Sorghum halepense, chegando a 80%, com
simulacao de chuva 15 minutos apés a aplica-
cao.

Grande parte dos herbicidas ficou retida
na superficie das folhas tratadas, uma vez que,
mesmo 16 horas apds a aplicacdo, mais de
80% do *C glyphosate aplicado foi recuperado
na solucéo de lavagem (Figura 2). No entanto,
a maior penetracdo ocorreu entre 16 e
40horas, o que pode ser confirmado pelo decrés-
cimo na quantidade do produto recuperado da
folha de aplicagao do herbicida (Figura 2). Esse
compor tamento foi o mesmo para todas as
formulacdes. Considerando a eficacia do
glyphosate, ndo € necessario grande quan-
tidade de produto absorvido para acarretar a
morte de plantas sensiveis. Ferreira et al.
(2006) verificaram que oito horas apoés a apli-
cacao de *C-glyphosate em plantas de azevém
sensiveis a esse herbicida somente 5% havi-
am penetrado; contudo, isso foi suficiente para
levar a planta a morte. Esses resultados suge-
rem que concentracdes muito abaixo daquela
aplicada em campo séao suficientes para pro-
mover a morte das espécies sensiveis ao
glyphosate, considerando que a ocorréncia de
chuvas, mesmo quatro horas apoés a aplicacao,
nao impede a eficiéncia de controle observada
paraesse produto (Rodrigues & Almeida, 2005).

Levando-se em conta a quantidade efetiva-
mente presente no interior das plantas, em
relacao ao total medido durante os ensaios,
pode-se perceber o comportamento semelhan-
te entre as formulacdées quanto a quantidade
presente na folha que recebeu a aplicagao
(Figura 3). Entretanto, na avaliacado da translo-
cacao e acumulo do produto nas diferentes
partes da planta, verifica-se consideravel va-
riacdo entre as formulacdes no decorrer do
tempo (Figuras 4 e 5). Considerando somente
a folha que recebeu a aplicacao do produto, o
maior percentual foi observado depois de
16 horas da aplicacdo. Nas leituras efetuadas
4 e 16 horas apds a aplicacdo, constatou-se
baixo percentual nas folhas, independente-
mente do sal presente na formulacao,
comprovando os resultados observados na
avaliacdo da solucéo de lavagem (Figura 3). E
provavel que, a medida que o produto foi
absorvido, foi sendo prontamente translocado
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Figura 2 - *C-glyphosate presente na solugdo de lavagem das
folhas de soja (em relagdo ao total medido) tratadas com
formulagdes desse herbicida e posterior quantificagdo em
intervalos de tempo. Colunas sob letras maitsculas e mi-
nusculas representam médias que ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05), respectivamente para cada for-
mulacdo entre as horas e para as formula¢des dentro de

cada hora de avaliacdo.
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Figura 4 - “C-glyphosate presente na parte aérea de plantas
de soja (em relagdo ao total medido) que receberam a apli-
cacdo de formulagdes desse herbicida e posterior quanti-
ficacdo em intervalos de tempo. Colunas sob letras maitis-
culas e minusculas representam médias que ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), respectivamente
para cada formulag@o entre as horas e para as formula¢des
dentro de cada hora de avaliacdo.

para as raizes, haja vista o acumulo na parte
aérea ter sido minimo até 16 horas (Figura 4).
Nesse mesmo tempo, a quantidade nas raizes
foi sensivelmente maior, apresentando
diferencas entre as formulacdes. Apos 16
horas da aplicacéo, o sal potassico se mostrou
em maior proporcao nas raizes (Figura 5). Em
intervalos posteriores, houve variacao entre
as formulacoes e entre as horas (40 e 64) na
quantidade presente na parte aérea e nas
raizes das plantas de soja, considerando o total
de *C glyphosate medido (Figuras 5 e 6). Na
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Figura 3 - “C-glyphosate presente na folha de soja (em rela-
¢do ao total medido) que recebeu a aplicagdo de formula-
¢oes desse herbicida e posterior quantificagdo em interva-
los de tempo. Colunas sob letras maiusculas e minusculas
representam médias que ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05), respectivamente para cada formulagdo
entre as horas e para as formulag¢des dentro de cada hora de
avaliagdo.
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Figura 5 - “C-glyphosate presente nas raizes de plantas de
soja (em relagdo ao total medido) que receberam aplicacdo
de formulagdes desse herbicida e posterior quantificacdo
em intervalos de tempo. Colunas sob letras maidsculas e
minusculas representam médias que ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05), respectivamente para cada
formulagdo entre as horas e para as formulagdes dentro de
cada hora de avaliagao.

parte aérea das plantas houve maior acimulo
do sal potassico, comparado ao sal de

isopropilamina presente no R. Transorb® A
quantidade do R. Ready® foi intermediaria a
dos demais. Nas raizes, o maior percentual foi
observado para R. Transorb®, chegando a mais
de 30% 40 horas apos a aplicacao (Figura 5),
porém com decréscimo na ultima avaliacdo.

Acompanhando o acumulo de glyphosate

nas raizes, foi possivel também verificar a
translocacdo para os nodulos. Na primeira
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avaliacao, detectou-se o produto, mesmo em
quantidade irriséria, na massa seca dos no-
dulos (Figura 6). A maior proporcdo de *C
glyphosate foi medida 40 horas apés a aplica-
cao, representando aproximadamente 0,13%
do total medido. Houve variacado entre as
formulacoes para os tempos de 40 e 64 horas,
com maioracumulo observadoem R. Transorb®,
seguido por Zapp Qi® e, em menor proporcao,
por R. Ready®.
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Figura 6 - “C-glyphosate presente nos nodulos das raizes de
plantas de soja (em relagdo ao total medido) que receberam
a aplicacdo de formulagdes desse herbicida e posterior
quantificagdo em intervalos de tempo. Colunas sob letras
maiusculas e mindsculas representam médias que ndo dife-
rem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), respectivamen-
te para cada formulagdo entre as horas e para as formula-
¢oes dentro de cada hora de avaliagdo.

Trabalhos realizados por Reddy & Zablotowicz
(2003) evidenciaram a participacéo diferencial
dos varios sais de glyphosate (isopropilamina,
trimetilsulféonico e diaménio) sobre a massa
seca de nodulos da soja transgénica, em que
as maiores concentracoes detectadas se refe-
riam ao sal de isopropilamina. Em trabalho rea-
lizado com estirpes de rizébio nacionalmente
recomendadas para inoculacdo em sementes
de soja, Santos et al. (2005a) observaram que
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a adicao de aminoacidos aromaticos ao meio
de cultura diminuiu o efeito inibitério provoca-
do por formulacoes de glyphosate. Nesse mesmo
trabalho, formulacdes a base do sal isopropila-
mina mostraram-se mais toxicas as estirpes
de B. elkanii SEMIA 5019 e SEMIA 587 e a
B. japonicum SEMIA 5079.

Para se ter uma idéia comparativa entre
os sais aplicados nos diferentes intervalos de
avaliacdo, realizou-se o calculo da distribuicao
percentual do produto nas partes da planta,
descontando a quantidade recuperada na
solucao de lavagem, avaliando-se o total efeti-
vamente presente na planta (Figura 7). Nas
avaliacoes realizadas 4 e 16 horas apoés a apli-
cacao do herbicida, observou-se a retencao da
maior parte do produto na folha de aplicacao.
O maior valor (60,7%) foi observado para R.
Transorb®, o qual, 16 horas apoés a aplicacéo,
se apresentou em maior quantidade nos nodu-
los radiculares (0,4%).

De maneira geral, a maior flutuacao entre
as proporc¢oes do produto radiomarcado foi ob-
servada entre a parte aérea e as raizes das
plantas de soja, independentemente da formu-
lacdo avaliada. E provavel que nos periodos
posteriores de avaliacdo (40 e 64 horas apés a
aplicacdo) parte do glyphosate ja tenha sido
metabolizado a acido aminometilfosfonico
(AMPA). A principal rota de degradacado do
glyphosate em plantas de soja tolerantes a es-
se herbicida, denominada rota do AMPA, leva
a formacao do proprio aminometil acido fosfo-
nico e glioxilato, a partir do glyphosate. O
AMPA, uma vez formado é clivado em metila-
mina e fosfato inorganico, como produtos finais
de degradacao (Hoagland, 1980).

Os resultados obtidos reforcam a hipotese
de que o glyphosate pode prejudicar a simbiose
entre rizobio e soja, uma vez que 0 micros-
simbionte também apresenta em seu meta-
bolismo a EPSPS, a qual é sensivel a esse
herbicida.
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Figura 7 - Distribui¢io relativa (%) de “C-glyphosate, aplicado em diferentes formulagdes, efetivamente absorvido por plantas de

soja e quantifica¢do em intervalos de tempo.
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