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RESUMO

Costa, Flavia Regina da. Seletividade e seguranca alimentar do uso de glufosinate e
glyphosate em milho transgénico. 2018. 81 f. Tese (Doutorado em Producdo Vegetal —
Area: Protecdo de Plantas e Agroecologia) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds-graduacdo em Producdo Vegetal, Lages, 2018.

Existe controvérsia a respeito do prejuizo causado pelo uso de herbicidas em culturas
transgénicas resistentes a herbicidas. Além disso, o frequente uso de agrotoxicos na producéo
agricola e a consequente presenca de residuos nos alimentos tém sido alvos de preocupagao no
ambito da saude publica. A maioria das informac6es sobre este topico foi sobre soja resistente
ao glyphosate e com escassez sobre milho resistente a glyphosate (GR) e resistente ao
glufosinate (GIuR). O objetivo deste trabalho foi analisar plantas de milho transgénico, com
resisténcia aos herbicidas glyphosate e glufosinate, no que se refere aos efeitos causados pelos
herbicidas quanto ao crescimento das plantas e produtividade, macro e micronutrientes,
qualidade e residuos dos graos. O hibrido P30F53YHR de milho GR mais GIuR foi avaliado a
campo para os efeitos de glyphosate e glufosinate quanto ao crescimento (altura, nimero inicial
de folhas e altura de inser¢éo da espiga), teor de macro e micronutrientes nas folhas (N, P, K,
Ca, Mg, S, Mn, Fe, Cu e Zn), rendimento (numero de fileiras de gréos por espiga, massa de mil
grdos), produtividade, qualidade dos graos de milho (amido, proteinas, lipideos e carotenoides)
e seus residuos. Os tratamentos foram: controle — sem aplicacéo de herbicidas; 980 g e.a. ha
glyphosate aplicados aos 21 dias apds a emergéncia (DAE); 600 g i.a ha® glufosinate aplicado
aos 21 DAE; aplicagOes sequenciais de glyphosate: 520 e 980 g de e.a ha! aos 14 e 28 DAE,
respectivamente; aplicacdes sequenciais de glufosinate a 300 e 300 g i.a ha! aos 14 e 28 DAE,
respectivamente; e aplicacdo sequencial de glyphosate (980 g e.a. hal) e glufosinate (600 g i.a.
ha') aos 14 e 28 DAE, respectivamente. Nenhum dos tratamentos herbicidas afetou o
crescimento, produtividade ou contetdo de N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Fe, Cu ou Zn nas plantas
de milho. Nos grdos produzidos, nenhum residuo do herbicida glufosinate foi encontrado,
enquanto o glyphosate foi encontrado (0,12 mg kg™?) apenas no tratamento com aplicacéo
sequencial, mas o que ndo afetou a qualidade dos graos.

Palavras-chave: Zea mays. Resisténcia de herbicidas. Nutricdo mineral. Qualidade de gréaos.






ABSTRACT

COSTA, Flavia Regina da. Selectivity and food safety of using glufosinate and glyphosate
in transgenic maize. 2018. 81 f. Thesis (Doctorate in Plant Production — Area: Plant
Protection and Agroecology) —Santa Catarina State University. Postgraduate Program in Plant
Production, Lages, 2018.

There is controversy over the damage caused by the use of herbicides in herbicide resistant
transgenic crops. Besides that, the frequent use of agrochemicals in agricultural production and
the consequent presence of residues in food have been a concern in public health. Most of the
data on this topic were on glyphosate resistant soybean (GR) and with little information
available on GR and glufosinate resistant maize (GIuR). The aim of this work was to analyze
transgenic maize plants with resistance to herbicides glyphosate and glufosinate, regarding the
effects caused by herbicides on plant growth and yield, mineral nutrition, quality and grain
residues under field conditions. The P30F53YHR hybrid of GR corn plus GIuR was evaluated
for the effects of glyphosate and glufosinate on growth (height, initial leaf number and ear
insertion height), macro and micronutrient content in leaves (N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Fe, Cu
and Zn), yield (number of rows of grains per spike, mass of one thousand grains), yield, quality
of corn grains (starch, proteins, lipids and carotenoids) and their residues. The treatments were:
herbicide-free control; 980 g a.e. ha glyphosate at 21 days after emergence (AED); 600 g a.i.
ha! glufosinate at 21 DAE; sequential glyphosate applications: 520 and 980 g a.e. ha! at 14
and 28 DAE, respectively; sequential applications of glufosinate at 300 and 300 g a.i. hat at 14
and 28 DAE, respectively; and sequential application of glyphosate (980 g a. e. hal) and
glufosinate (600 g a.i. ha') at 14 and 28 DAE, respectively. None of the herbicidal treatments
affected the growth, production or content of N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Fe, Cu or Zn in corn
plants. In grain of field-grown plants, no glufosinate was found and glyphosate (0.12 mg kg™?)
was only found in the sequential glyphosate treatment, but that did not affect the quality of the
grains.

Keywords: Zea mays. Herbicide resistance. Plant mineral nutrition. Grain quality.
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1 INTRODUCAO

Para suprir a demanda alimentar da populacdo, que é crescente, é essencial investir no
aumento da produtividade nas areas agricolas, resolver problemas socioambientais, aumentar a
renda do produtor rural, elevar a oferta de alimentos e consequentemente provocar o equilibrio
dos precos. Tudo isso utilizando as areas ja agricultaveis, tornando-as mais produtivas (CURY,
2015).

A biotecnologia como aliada, proporciona o aumento qualitativo e quantitativo do que
¢ produzido anualmente para atender a crescente demanda por alimento no mundo
(MELHORANCA FILHO et al., 2010). Com o conhecimento e dominio das técnicas
relacionadas a biotecnologia, puderam-se gerar plantas com determinadas caracteristicas,
inclusive de espécies diferentes, com maior rapidez e adquiridas de maneira mais especifica,
diminuindo o numero de carateristicas indesejaveis (FRIZZAS, 2003). Destas técnicas,
surgiram as plantas denominadas transgénicas ou geneticamente modificadas que carregam, em
seu genoma, a adicdo de DNA oriundo de uma fonte diferente do germoplasma paternal
inseridos por diferentes técnicas (SOBRAL, 2003).

O cultivo de culturas transgénicas resistentes a herbicidas tem sido uma das principais
preocupacdes no que se refere aos possiveis efeitos desses produtos sobre o desenvolvimento e
qualidade do produto colhido, incluindo residuos nos grdos (NODARI; GUERRA, 2003). No
Brasil, estdo disponiveis mais de 200 cultivares de milho transgénico (CRUZ et al., 2015), os
quais podem conter tecnologias de resisténcia separadamente ou associadas na mesma planta,
como por exemplo a resisténcia a herbicidas, como o glyphosate e o glufosinate.

A possibilidade do uso dos herbicidas glyphosate e glufosinate, aplicados em pos-
emergéncia da cultura, representa uma nova alternativa de controle das plantas daninhas em
funcdo da eficiéncia e viabilidade econémica, caracteristicas essenciais no conceito de
praticabilidade (GAZZIERO; PRETE, 2004), desde que seja utilizada como parte de um manejo
integrado, alternando-a com outras praticas ja existentes (REDDY, 2001; BERTRAM,;
PEDERSEN, 2004). Existem diversas espécies com materiais transgénicos resistentes a
herbicidas como a soja, canola, algodao, arroz e 0 milho (MONQUERO, 2005).

Apesar dos materiais transgénicos oferecerem vantagens, pouco se conhece sobre o
impacto que a aplicagdo desses herbicidas gera na cultura do milho e como este vai influenciar
0 mercado de grdos (ALVES et al., 2015). Na cultura da soja os resultados séo contraditorios
(BOTT et al., 2008; ANDRADE; ROSOLEM, 2011) e nédo retratam sobre a qualidade final do
produto colhido, no caso, os gréos.
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Como as informac0es cientificas sdo escassas ou contraditdrias a respeito do impacto
desses herbicidas sob a nutricdo e a qualidade dos grédos de milho com as tecnologias de
resisténcia aos herbicidas glyphosate e glufosinate, separadas ou associadas, tampouco de
residuo desses produtos nos grdos, € evidente a importancia de se estudar os efeitos desses
herbicidas em milho transgénico resistente a esses herbicidas para garantir a qualidade do
produto a ser consumido.

O objetivo foi estudar o impacto da aplicacdo de glyphosate e glufosinate sobre o
crescimento, a produtividade, teor de macro e micronutrientes nas folhas, a qualidade dos graos

e a presenca de residuo dos herbicidas em graos de milho resistente a ambos os herbicidas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae e representa um dos principais cereais
cultivados em todo o mundo, sendo fonte alimentar para seres humanos e animais, fornecendo
produtos para diversos setores, incluindo matérias-primas para a industria (GONCALVES et
al., 2003; CASSMAN et al., 2003; DOURADO NETO et al., 2004). No inicio de seu cultivo, o
milho era utilizado basicamente para a subsisténcia humana. Com o passar do tempo foi
ganhando importancia e transformou-se no principal insumo para a producao de aves e suinos,
além de sua importancia estratégica para a seguranca alimentar do brasileiro ao longo das
ultimas décadas (SENAR, 2016).

O Brasil, no ano de 2016, encontrava-se na terceira colocacdo quando se refere aos
maiores produtores mundiais, ficando atras dos Estados Unidos da América - EUA (primeiro
maior produtor) e China (segundo maior produtor). O total produzido pelo Brasil nas duas safras
2015/16 foi de 66,979 milhdes de toneladas, contra 345,486 dos EUA e 224,580 milhdes de
toneladas da China (USDA, 2016). Segundo a CONAB (2016), a &rea com milho de primeira
safra 2015/16 apresentou reducdo de 12,3%, atingindo aproximadamente 5,4 milhdes de
hectares, quando comparada com a safra anterior, que totalizou 6,2 milhdes de hectares. A
producdo do cereal atingiu 25,8 milhGes de toneladas, representando decréscimo de 14,1% em
relacdo ao volume alcancado no exercicio anterior. O Estado de Santa Catarina na mesma safra
de 2015/16, produziu 2,712 milhdes de toneladas, obtendo uma produtividade média de 7.330
kg hat, a qual é superior a média nacional que foi de 4.207 kg ha™.

O milho é uma planta anual de ciclo vegetativo variado, evidenciando desde cultivares
extremamente precoces, até mesmo aqueles cujo ciclo pode atingir 300 dias. Porém, nas
condigdes brasileiras, a cultura do milho apresenta ciclo que varia de 110 a 180 dias de acordo
com a classificacdo dos cultivares em superprecoce, precoce ou normal (periodo compreendido
entre a emergéncia e o florescimento) (FORNASIERI FILHO, 2007).

Por apresentar grande extens&o territorial, o Brasil proporciona a cultura do milho ser
produzida em duas epocas de cultivo. Pois essa cultura pode ser cultivada desde as latitudes de
58° Norte (Russia e Canada) até 40° Sul (Argentina), em localidades situadas abaixo do nivel
do mar (regido do Mar Caspio) até regides com mais de 2.500 m de altitude (Andes peruanos)
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).
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O cultivo de safra pode iniciar com semeadura no final de julho e se estender até meados
de janeiro, dependendo das caracteristicas climaticas e da regido a ser cultivada. O cultivo de
safrinha € semeado entre meados de janeiro a meados de marco (SANGOI et al., 2007). O
cultivo do milho safrinha é mais realizado nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (CRUZ
etal., 2010).

2.1.1 Escala fenologica

De acordo com Ritchie, Hanwey e Benson (1993) a escala fenoldgica € dividida em duas
partes: o estadio vegetativo e o reprodutivo. A cada folha totalmente expandida corresponde
um estadio vegetativo. A letra V representa os estadios vegetativos juntamente com um
algarismo que corresponde ao numero de folhas totalmente expandidas. Uma folha é
considerada expandida quando ela apresenta a regido do colar, que separa a bainha da lamina
foliar, totalmente visivel. Assim, é possivel visualizar as auriculas e a ligula na regido do colar
(SANGOI et al., 2007). Os estadios reprodutivos sdo representados pela letra R e um algarismo

correspondente a sequéncia dos mesmos estadios da escala de Hanway (1963).

2.1.1.1 Estadios vegetativos

a) VE - emergéncia da cultura. Este estadio é atingido quando o coledptilo atinge a
superficie do solo e se torna visivel;

b) V3 — trés folhas expandidas. Neste estadio todos os nds e entrends encontram-se
comprimidos na base do colmo e o meristema apical situa-se abaixo da superficie do
solo;

c) V6 — seis folhas expandidas. Neste estadio 0 meristema apical ja se transformou no
primordio floral da inflorescéncia masculina que dara origem ao pendao, encontrando-
se acima do da superficie do solo. Tem inicio um periodo de grande expansdo de
entrends a partir do quinto né na base do colmo. Ja podem ter ocorrido a degeneragéo e
perda das duas folhas mais baixas;

d) V9 — nove folhas expandidas. Neste estadio o penddao comeca a se desenvolver
rapidamente e o colmo continua em rapida elongacdo. A gema localizada entre o quinto
e sétimo n6 abaixo do meristema apical esta sendo diferenciada num primérdio de

espiga, iniciando o desenvolvimento da inflorescéncia feminina;



f)

9)

h)

27

V12 — doze folhas expandidas. Neste estddio a gema axilar que dard origem a espiga
(inflorescéncia feminina) inicia a fase de expansdo longitudinal e o nimero de
espiguetas por fileira esta sendo determinado. E um periodo importante para a definicéo
do namero de 6vulos em cada espiga. Neste momento a planta pode ter perdido de duas
a quatro das folhas inferiores;

V15 — quinze folhas expandidas. Neste estadio o ndmero potencial dvulos j& esta
praticamente definido e os estilo-estigmas estdo iniciando seu crescimento na
inflorescéncia feminina, comecando o periodo mais critico do desenvolvimento da
planta para a determinacéo do rendimento de gréos;

V18 — dezoito folhas expandidas. Neste momento o crescimento dos estilo-estigmas
ocorre rapidamente, assim como a expansdo do raquis (futuro sabugo) e do ramo lateral
cuja extremidade a espiga se desenvolve. A inflorescéncia feminina de insercéo superior
ja cresceu o suficiente para que sua ponta seja visivel na parte superior das bainhas
foliares que a circundam;

VT — pendoamento. Tem seu inicio quando o ultimo ramo do penddo esta
completamente visivel acima da folha bandeira e os estilo-estigmas ainda nao

emergiram.

2.1.1.2 Estadios reprodutivos

a)

b)

d)

R1- espigamento. Este estadio inicia quando os estilo-estigmas sdo exteriorizados das
bracteas da espiga. Neste periodo é determinado o nuimero de dévulos que serdo
fertilizados;

R2 — gréos em forma de bolha. Os gréos apresentam coloracdo esbranquicada, alto teor
de &gua e baixa concentracdo de agUcares;

R3 — gréos leitosos. E a fase em que 0s grdos contém o maximo teor de aglcares
sollveis, apresentando sabor e textura adequados para a colheita de milho verde. Neste
momento, hd um rapido crescimento do embrido que pode ser visualizado pela
dissecacdo do grdo. Os estilo-estigmas estdo secos e apresentam colora¢do marrom;

R4 — gréo pastoso. Neste estadio ha reducdo do contetdo de d&gua e aumento no teor de
solidos nos gréos, dando aos graos uma consisténcia de massa. Os agucares soluveis que
tinham se acumulado até R3 sdo gradativamente transformados em amido. Os gréos ja

acumularam aproximadamente metade da massa final apresentada na maturacéo;
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e) R5 — estadio de formacdo do dente (para milhos dentados e farinaceo-duros). E
caracterizado pela formacao de uma depressao na coroa dos grédos de hibridos dentados.
Os graos apresentam grande acumulo de amido e acentuada perda de umidade;

f) R6 — maturacéo fisiologica. Este estadio € atingido quando os grdos estdo com seu
méaximo peso seco. H& a formacdo de uma camada preta logo abaixo do ponto de

insercdo do grédo com o sabugo da espiga;

2.1.2 Os graos de milho

Os grédos de milho sdo denominados botanicamente por cariopse. S&o formados por
quatro principais estruturas (Figura 1): pericarpo ou casca, endosperma, embrido ou gérmen e
pedicelo ou ponta, as quais diferem em composicdo quimica e também na organizacéo dentro
do grdo (PAES, 2006). Sdo ricos em energia e sua composicao sofre variacao de acordo com o
material genético, tipo de solo, nivel de adubacéo, condi¢des climaticas e estadio de maturacéo
da planta (PATERNIANI; VIEGAS, 1987; GOMES et al., 2004).

Os grdos do milho sdo, geralmente, amarelos ou brancos, podendo apresentar coloracdes
variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do grdo varia, em média, de 250 a
300 mg e sua composi¢cdo média em base seca € 72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra (a
maioria residuo detergente neutro) e 4% de 6leo (PAES, 2006). Carvalho e Nakagawa (2000)
sugerem que a composi¢do quimica média do grao inteiro de milho seco indicado nas estruturas
fisicas especificas do grdo seja de 71,5% de amido, 10,30% de proteina, 4,8% de Gleo, 1,97%
de acuUcar e 1,44% de cinza.

Desde setembro de 2013, atraves da Instrucdo Normativa (IN) n°® 60 de 22/12/2011
Brasil (2011), o Ministério da Agricultura estabeleceu que o milho seja classificado baseado na

consisténcia e formato do grdo, em quatro grupos: duro, dentado, semiduro e misturado.

O grédo € duro quando apresentar o0 minimo de 85% em peso de grdos com as
caracteristicas de duro, ou seja, apresentando endosperma predominantemente corneo, exibindo
aspecto vitreo; quanto ao formato, considera-se duro o0 grdo que se apresentar
predominantemente ovalado e com a coroa convexa e lisa. O gréo é dentado quando apresentar
0 minimo de 85% em peso de graos com as caracteristicas de dentado, ou seja, com consisténcia
parcial ou totalmente farinacea; quanto ao formato, considera-se dentado o grdo que se

apresentar predominantemente dentado com a coroa apresentando uma reentrancia acentuada.
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O gréo é semiduro quando apresentar o minimo de 85% em peso de grdos com consisténcia e
formato intermediarios entre duro e dentado. E grdo misturado, quando ndo estiver
compreendido nos grupos anteriores, especificando-se no documento de classificacdo as

percentagens da mistura de outros grupos (BRASIL, 2011).

Figura 1 — Composicéo fisica do grédo de milho.

Fonte: Google Imagens, 2018.

O pedicelo, ou ponta, é a menor estrutura do gréo e a Unica nao coberta pelo pericarpo.
E o responsavel pela ligacdo do grio ao sabugo e é composto basicamente de material proteico,
ndo exercendo influéncia na qualidade final do grdao (CARVALHO E NAKAGAWA, 2000).

De acordo com Paes (2006), o endosperma representa aproximadamente 83% do peso
seco do grdo, consistindo principalmente de amido, organizado na forma de grénulos. No
endosperma estdo também presentes as proteinas de reserva, chamadas zeinas. Essas proteinas
formam os corpos proteicos que compdem a matriz que envolve os granulos de amido dentro
das células no endosperma. Com base na distribuicdo dos grénulos de amido e da matriz de
proteina, o endosperma é classificado em dois tipos: farindceo e vitreo. No endosperma
farinaceo, os granulos de amido sdo arredondados e estdo dispersos, ndo havendo matriz
proteica circundando essas estruturas, resultando em espacos vagos durante o processo de
secagem do grdo. Por outro lado, no endosperma vitreo, a matriz proteica é densa, com corpos
proteicos estruturados, que circundam os granulos de amido de formato poligonal, nédo
permitindo espagos entre estas estruturas. A denominagdo vitreo/farinaceo refere-se ao aspecto
dos endospermas nos graos quando sujeitos a luz.

Ainda no endosperma, especificamente, na camada de aleurona e no endosperma vitreo,

a mesma autora diz que estdo presentes os carotenoides, substancias lipidicas que conferem a
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cor aos grdos de milho. Zeaxantina, luteina, betacriptoxantina, alfa e beta carotenos sdo os
principais carotenoides nos grdos de milho.

O gérmen ou embrido compde a fracao viva do gréo, dispde de todo o aparato enzimatico
necessario para promover a degradacéo e o transporte de suas proprias substancias de reserva,
para nutrir o crescimento do eixo embrionério durante o processo de germinacdo (SILVA;
CORREA, 2008). Concentra quase a totalidade dos lipideos (6leo e vitamina E) (83%) e dos
minerais (78%) do grdo, além de conter quantidades importantes de proteinas (26%) e agucares
(70%) (PAES, 2006).

2.1.3 Importancia dos nutrientes na planta de milho

O fornecimento adequado de nutrientes as culturas é de suma importancia para que seu
crescimento e desenvolvimento sejam otimizados e sejam alcancadas altas produtividades.

Os macronutrientes nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg) e enxofre (S) (também chamados de nutrientes principais) sdo absorvidos pela planta em
maior proporgado que 0s micronutrientes boro (B), zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe), molibdénio
(Mo), cloro (CI) e manganés (Mn) (também chamados de elementos traco) (RONQUIM, 2010).

A Lei do "Fator Minimo" formulada por Von Liebig (1840), menciona que a
produtividade de qualquer cultura é governada por qualquer mudanca na quantidade e qualidade
do fator escasso, chamado de fator minimo, e a medida que o fator minimo é aumentado, a
produtividade também aumenta na proporcao da oferta daquele fator até outro fator se tornar
minimo. No entanto, o rendimento ndo € limitado somente por uma substancia mineral. Para a
planta atingir um bom desenvolvimento, os nutrientes devem estar disponiveis em quantidades
suficientes, mas também devem ser absorvidos em proporcdes balanceadas (RONQUIM,
2010).

A cultura do milho é altamente exigente em fertilizantes quimicos, principalmente os
nitrogenados (COELHO et al., 2012). O suprimento inadequado de nitrogénio € considerado
um dos principais fatores limitantes ao rendimento de grdos do milho, devido ao N exercer
importante funcdo nos processos bioquimicos da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013). J& que s&o
constituintes das proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucleicos e clorofila (FORNASIERI
FILHO, 2007). Ferreira et al. (2001), relatam que o N é responsavel por melhorar
consideravelmente os teores de proteina do gréo, interferindo diretamente na sua produtividade

e qualidade.
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Gongalves Junior et al. (2007) concluiram que a cultura do milho necessita de cuidados
especiais, principalmente de adubacéo, que contenham nutrientes que o solo ndo disponibiliza
em guantidade suficiente, principalmente N, P, K e Zn que séo 0s nutrientes essenciais para o
desenvolvimento da planta.

Almeida et al. (2016) afirmam que o fésforo (P) é um elemento de grande importancia,
participando de vérios processos metabolicos nas plantas. Este elemento desempenha um
importante papel nas plantas, uma vez que esta fortemente ligado a inimeros processos
metabolicos, atuando também na constituicdo do ATP (adenosina trifosfato), do DNA e de
enzimas, como a fosforilase. Visto que o principal papel do P na fisiologia da planta, é fornecer
energia para reacOes biossintéticas e para o metabolismo vegetal (FABRICE et al., 2015;
SFREDO, 2008).

Nos graos, a ordem de remocao desses nutrientes € bastante alterada. O fésforo é quase
todo translocado para os gréos (80%), seguido do nitrogénio (68%), enxofre (58%), magnésio
(26%), potéssio (20%) e célcio (4%) (VEDOVATO; FINAMORE, 2016).

Quanto aos micronutrientes, é interessante observar as pequenas quantidades dos
elementos para a manutencado da cultura. Entretanto, sua falta podera acarretar sérios prejuizos
a producdo (CRUZ, 1993).

Para o milho, a folha inteira oposta e abaixo da espiga superior, excluida a nervura
central, coletada por ocasido do aparecimento da inflorescéncia feminina (embonecamento) é
comumente utilizada para avaliar o estado nutricional dessa cultura. A andalise nesse estadio
fisioldgico é feita pelos seguintes motivos: a) o estadio de desenvolvimento e a posicéo da folha
sdo facilmente reconhecidos; b) a remogédo de uma folha ndo afeta a producéo; e) o efeito de
diluicdo dos nutrientes nessa fase € minimo, porque o potencial de crescimento e
armazenamento dos érgdos vegetativos atingiram o ponto maximo e, d) o requerimento de
nutrientes € alto nessa fase (COELHO; FRANCA, 1995).

2.2 EVENTOS TRANGENICOS PARA RESISTENCIA A HERBICIDAS NA CULTURA
DO MILHO NO BRASIL

O aumento do rendimento de gréos de milho por &rea tem acontecido gragas ao avango
tecnoldgico proporcionado pelo desenvolvimento de cultivares com genética superior. Dentre

as cultivares transgénicas, ha uma predominéncia de hibridos simples (CRUZ et al., 2015).
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O Conselho de Informag6es sobre Biotecnologia (CIB) (2018) disponibiliza um banco

de dados completo com todos os organismos geneticamente modificados (OGMs) aprovados

no Brasil. Os eventos que contém resisténcia aos herbicidas sao:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

T25 (Liberty Link) - milho resistente ao herbicida glufosinate. Foi obtido por meio da
introducdo do gene pat, proveniente da bactéria de solo Streptomyces
viridochromogenes. A técnica de obtencéo foi transformacéo de protoplastos;

NK603 (Roundup Ready 2) - Milho resistente ao herbicida glyphosate. Foi obtido por
meio da introducdo de duas cdpias do gene cp4 epsps (5-enolpiruvil-chiquimato-3-
fosfato sintase), proveniente da bactéria de solo Agrobacterium tumefaciens. A técnica
de obtencdo foi transformacdo por biobalistica;

GA21- TG - milho resistente ao herbicida glyphosate. Foi obtido por meio da introducéo
de duas copias do gene cp4 epsps (5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase),
proveniente da bactéria de solo Agrobacterium tumefaciens. A técnica de obtencéo foi
transformacéo por biobalistica;

TC1507 (Herculex) - milho resistente a insetos da ordem Lepiddptera e ao herbicida
glufosinate. A resisténcia a insetos é conferida pelo gene crylF, proveniente da bactéria
de solo Bacillus thuringiensis (Bt). Ja o gene pat foi isolado de Streptomyces
viridochmogene e € responsavel pela tolerancia ao herbicida. A técnica de obtencéo foi
transformacéo por biobalistica;

MON88017 (YieldGard VT Rootworm/RR2) - milho resistente a insetos da ordem
Coleoptera e ao herbicida glyphosate. Foi obtido por meio da insercdo dos genes cp4
epsps, proveniente de Agrobacterium tumefaciens e cry3Bbl, proveniente da bactéria
do solo Bacillus thuringiensis (Bt). Os genes conferem, respectivamente, a resisténcia
ao herbicida e aos insetos. A técnica de obtencdo foi transformacdo mediada
por Agrobacterium tumefaciens;

MONS89034 x MON88017 (Genuity® VT Triple Pro™) - milho resistente a insetos das
ordens Lepiddptera e Coledptera e ao herbicida glyphosate. Foi obtido pelo cruzamento
dos eventos MON89034 e MON88017. Reuine 0s genes que conferem resisténcia a
insetos crylA.105, cry2Ab2 e cry3Bbl (isolados da bactéria de solo Bacillus
thuringiensis — Bt) e cp4 epsps, responsavel pela resisténcia o glyphosate (proveniente
da bactéria Agrobacterium tumefaciens);

TC1507 x DAS-59122-7 (Herculex XTRA™) - milho resistente a insetos das ordens

Lepiddptera e Coledptera e ao herbicida glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos



8)

9
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eventos TC1507 e DAS-59122-7. Contém os genes crylF, cry34Abl e cry35Abl, que
conferem resisténcia a insetos (isolados da bactéria de solo Bacillus thuringiensis — Bt)
e pat, proveniente da bactéria Streptomyces viridochromogene e confere resisténcia ao
glufosinate;

DAS-40278-9 (Enlist) - milho resistente a herbicidas a base de 4acido
diclorofenoxiacético (2,4-D). Foi obtido por meio da introducdo do gene aad-1,
encontrado originalmente na bactéria de solo Sphingobium herbicidovorans,
responsavel pela caracteristica de resisténcia. A técnica de obtencéo foi transformacao
mediada por fibras whiskers de carbeto de silicio;

MON810 x NK603 (YieldGard/ RR2) - milho resistente a insetos da ordem Lepiddptera
e ao herbicida glyphosate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos MON810 e NK603.
O MONS810 contétm o gene crylAb, proveniente da bactéria do solo Bacillus
thuringiensis (Bt), que confere resisténcia a insetos. O NK603 possui 0 gene cp4 epsps,
de Agrobacterium tumefaciens, que confere resisténcia ao herbicida;

10)Btll x GA21 (TL/TG) - milho resistente a insetos da ordem Lepiddptera e aos

herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos Btll e
GAZ21. O primeiro contém o gene crylAb, proveniente da bactéria de solo Bacillus
thuringiensis (Bt), responsavel pela resisténcia a insetos, e também o gene pat, que
confere resisténcia ao herbicida glufosinate, derivado da Streptomyces
viridochromogenes. O evento GA21 possui 0 gene epsps, que também confere

resisténcia ao glyphosate;

11) NK603 x TC1507 (Herculex™ I RR) - milho resistente a insetos da ordem Lepiddptera

e aos herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos
NK603 e TC1507. O NK603 possui 0 gene cp4 epsps, que confere resisténcia ao
glyphosate e é proveniente de Agrobacterium tumefaciens. O TC1507 confere
resisténcia a insetos por conter o gene crylF, proveniente da bactéria do solo Bacillus
thuringiensis (Bt), e resisténcia ao glufosinate pela expressdo do gene pat,

de Streptomyces viridochromogenes;

12) Bt11 x MIR162 x GA21 (Agrisure® Viptera™ 3110 TGTL Viptera) - milho resistente

a insetos da ordem Lepidoptera e aos herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido
pelo cruzamento dos eventos Btll, MIR162 e GA21. A resisténcia a insetos e ao
glufosinate vém do Bt11, que contém os genes crylAb (isolado da bactéria de solo
Bacillus thuringiensis — Bt) e pat (de Streptomyces viridochmogenes). O MIR162



também contribui com a resisténcia a insetos, com a presenga do gene vip3Aal9. O
GAZ21 é responsavel pela tolerancia ao glifosato, pela expressdo do gene epsps;

13) MONB89034 x NK603 (YieldGard VT Pro 2) - milho resistente a insetos da ordem
Lepiddoptera e ao herbicida glyphosate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos
MONB89034 e NK603. O MONB89034 possui 0s genes crylA.105 e cry2Ab2,
provenientes da bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt), que confere resisténcia a
insetos. J& 0 NK603 possui gene cp4 epsps, proveniente de uma cepa de Agrobacterium
tumefaciens, que confere resisténcia ao glyphosate;

14) MON89034 x TC1507 x NK603 (Power Core) - milho resistente a insetos da ordem
LepidoOptera e aos herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos
eventos MONB89034, TC1507 e NK603. Contém os genes cry2Ab2, crylA.105 e crylF,
provenientes da bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt), que conferem resisténcia a
insetos. O gene pat confere resisténcia ao glufosinate e o cp4 epsps ao glyphosate;

15) TC1507 x MONB810 x NK603 (Optimum Intrasect) - milho resistente a insetos da ordem
Lepiddptera e aos herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos
eventos TC1507, MON810 e NK603. Contém os genes crylF e crylAb (isolados da
bactéria de solo Bacillus thuringiensis — Bt — e conferem resisténcia a
insetos), pat (proveniente da bactéria Streptomyces viridochromogenes, que confere
resisténcia ao glufosinate) e cp4 epsps (de Agrobacterium tumefaciens, que confere
resisténcia ao glyphosate);

16) TC1507 x MON810 - milho resistente a insetos da ordem Lepidoptera e ao herbicida
glufosinate. Foi obtido por meio do cruzamento convencional das linhagens TC1507 e
MON810. Contém os genes crylF e crylAb (isolados da bactéria de solo Bacillus
thuringiensis — Bt — e que conferem resisténcia a insetos) e pat (proveniente da
bactéria Streptomyces viridochromogenes, que confere resisténcia ao glufosinate);

17) Bt11 x MIR162 x MIR604 x GA21 (Agrisure® Viptera™ 3111, Agrisure® Viptera™
4) - milho resistente a insetos das ordens Lepiddptera e Coleoptera e aos herbicidas
glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento de quatro variedades transgénicas
parentais: Btl1, MIR162, M1604 e GA21. Contém 0S
genes crylAb, pat, vip3Aa, mcry3A e mepsps. Os genes crylAb, vip3Aa e mcry3A séo
provenientes da bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt) e sdo resposaveis pela
resisténcia a insetos. O gene mepsps é proveniente de Agrobacterium tumefaciens e
confere resisténcia ao glyphosate e o0 gene pat confere resisténcia ao glufosinate,

proveniente da bactéria Streptomyces viridochromogenes;
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18) NK603 x T25 (Roundup Ready™ Liberty Link™ Maize) - milho resistente aos
herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento entre os eventos
NK603 (Roundup Ready 2) e T25 (Liberty Link). Contém os genes pat, isolado da
bactéria de solo Streptomyces viridochromogenes, e cp4 epsps, proveniente da
bactéria Agrobacterium tumefaciens. Os genes conferem resisténcia ao glufosinate e ao
glyphosate, respectivamente;

19) TC1507 x MONB810 x MIR162 - milho resistente a insetos da ordem Lepidoptera e ao
herbicida glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos TC1507, MON810 e
MIR162. O evento TC1507 contém o gene crylF, que confere resisténcia a insetos, e 0
gene pat, resisténcia ao herbicida. O milho MON810, que contém o gene crylAb, e o
milho MIR162, com o gene vip3Aa20, também contribuem para a expressdo da
resisténcia a insetos. Todos esses genes sao provenientes da bactéria do solo Bacillus
thuringiensis (Bt);

20) TC1507 x MON810 x MIR162 x NK603 - milho resistente a insetos da ordem
Lepiddptera e aos herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos
eventos  TC1507, MONS810, MIR162 e N 603. Contém 0S
genes crylFa2, crylAb e vip3Aa20, isolados da bactéria de solo Bacillus
thuringiensis (Bt), que conferem resisténcia a insetos; pat, de Streptomyces
viridochromogenes, que confere resisténcia ao glufosinate e cp4 epsps,
de Agrobacterium tumefaciens, que confere resisténcia ao glyphosate;

21) DAS-40278-9 x NK603 - milho resistente aos herbicidas a base de &cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) e ao glyphosate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos
DAS-40278-9 e NK603. Contém o0s genes cp4 epsps, proveniente da bactéria de
solo Agrobacterium tumefaciens, e aad-1, encontrado na bactéria de solo Sphingobium
herbicidovorans. O primeiro confere resisténcia ao glyphosate, e o segundo ao 2,4D;

22)Btl1 x MIR162 (Agrisure® Viptera™ 2100) - milho resistente a insetos da ordem
Lepiddptera e ao herbicida glyphosate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos Btll e
MIR162. Contém o0s genes pat, isolado da bactéria do solo Streptomyces
viridochromogenes, que confere resisténcia ao herbicida, e os genes crylAb e vip3Aa20,
provenientes da bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt), que conferem resisténcia a
insetos;

23)Btl1 x MIR162 x MIR604 x TC1507 x 5307 x GA21 (Agrisure® Duracade™ 5222) -
milho resistente a insetos das ordens Lepiddptera e Coledptera e aos herbicidas

glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos Btll, MIR162,



MIR604, TC1507, 5307 e GAZ21. Contém 0sS
genes ecry3.1Ab, mcry3A, crylAb, crylFa2 e vip3Aa20, isolados da bactéria do
solo Bacillus thuringiensis (Bt), que conferem resisténcia a insetos. Também relne 0s
genes mepsps (do milho) e pat (de Streptomyces viridochromogenes). O primeiro é
responsavel pela resisténcia ao glyphosate e o segundo ao glufosinate;

24) MONB89034 x TC1507 x NK603 x DAS-40278-9 - milho resistente a insetos das ordens
Lepiddptera e Coledptera e aos herbicidas a base de acido diclorofenoxiacético (2,4-D),
glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos MON89034, TC1507,
NK603 e DAS-40278-9. Contém os genes crylFa2, cry2Ab2 e crylA.105 (isolados da
bactéria do solo Bacillus thuringiensis — Bt ) que conferem resisténcia a insetos. Possui
também os genes cp4 epsps (de Agrobacterium tumefaciens), que confere resisténcia ao
glyphosate; pat (de Streptomyces viridochromogenes) que confere resisténcia ao
glufosinate e aad-1 (de Sphingobium herbicidovorans) que confere resisténcia ao 2,4D;

25) MON89034 x MONB88017 x TC1507 x DAS-59122-7 (Genuity® SmartStax™) - milho
resistente a insetos das ordens Lepiddptera e Coledptera e aos herbicidas glyphosate e
glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento das eventos MON89034, MON88017, TC1507
e DAS-59122-7. Contém 0sS
genes crylF, cry2Ab2, cry35Abl, cry34Abl, cry3Bbl e crylA.105, que conferem
resisténcia a insetos (isolados da bactéria do solo Bacillus thuringiensis — Bt); cp4 epsps,
que confere resisténcia ao glyphosate (de Agrobacterium tumefaciens) e pat, que
confere resisténcia ao glufosinate (de Streptomyces viridochromogenes);

26) MONB87411 - milho resistente a insetos da ordem Coledptera e ao herbicida glyphosate.
Foi obtido pela introducdo dos genes cry3Bbl (isolado da bactéria de solo Bacillus
thuringiensis — Bt), dvsnf7 (de Diabrotica virgifera) e cp4 epsps (proveniente da
bactéria Agrobacterium tumefaciens). Os dois primeiros conferem resisténcia a insetos,
e 0 ultimo confere resisténcia ao glyphosate. A tecnica de obtencédo foi transformacéo
mediada por Agrobacterium tumefaciens;

27) MON87427 (Roundup Ready™ Maize) - milho resistente ao herbicida glyphosate. Foi
obtido por meio da introducdo do gene cp4 epsps, isolado da bactéria de
solo Agrobacterium tumefaciens. A técnica de obtencdo foi transformacdo mediada
por Agrobacterium tumefaciens;

28)Btll x MIR162 x MON 89034 x GA21 - milho resistente a insetos das ordens
Lepiddptera e Coledptera e aos herbicidas glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo
cruzamento dos eventos Btll, MIR162, MON89034 e GA21. Contém o0s
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genes crylAb, cry2Ab2, crylA.105 e vip3Aa20, que conferem resisténcia a insetos
(isolados da bactéria do solo Bacillus thuringiensis — Bt); mepsps, que confere
resisténcia ao glyphosate (do milho) e pat, que confere resisténcia ao glufosinate
(de Streptomyces viridochromogenes);

29) Bt11 x MIR162 x MON 89034 - Milho resistente a insetos das ordens Lepiddptera e
Coleoptera e ao herbicida e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos Bt11,
MIR162, MON89034. Contém os genes crylAb, cry2Ab2, crylA.105 e vip3Aa20, que
conferem resisténcia a insetos (isolados da bactéria do solo Bacillus thuringiensis — Bt);
e pat, que confere resisténcia ao glufosinate (de Streptomyces viridochromogenes);

30) MONB89034 x TC1507 x NK603 x MIR162 - milho resistente a insetos e aos herbicidas
glyphosate e glufosinate. Foi obtido pelo cruzamento dos eventos MON89034, TC1507,
NK603 e MIR162. Contém os genes crylF, cry2Ab2, e vip3Aa20, que conferem
resisténcia a insetos (isolados da bactéria do solo Bacillus thuringiensis — Bt); o gene cp4
epsps, que confere resisténcia ao glyphosate (de Agrobacterium tumefaciens) e o
gene pat, isolado de Streptomyces viridochromogenes, que confere resisténcia ao

glufosinate.

2.3 O HERBICIDA GLYPHOSATE

O glyphosate [N-(fosfonometil)glicina] € um herbicida pds-emergente, ndo-seletivo, de
acdo sistémica (FRANZ et al., 1997), e que vem sendo utilizado na agricultura ha mais de 35
anos. E o herbicida de maior importancia mundial e isso se deve a sua grande versatilidade de
uso na agricultura (MOREIRA; CHRISTOFFOLETI, 2008). Destaca-se em virtude da
capacidade de controlar uma grande variedade de espécies vegetais (PRESTON; WAKELIN,
2008).

Possui diferentes formulagdes, sendo fabricado como sal de isopropilamina, formulagao
concentrado soltvel, com 360 gramas de equivalente &cido (e.a.); como sal de amdnio,
formulado em granulos dispersiveis em agua, com 720 g e.a. kg™; ou sal potassico, formulagéo
concentrado soltvel, com 500 g e.a. kg (GAZZIERO et al., 2009).

O glyphosate é absorvido pelas folhas e translocado para os tecidos meristematicos das
plantas preferencialmente via floema (MONQUERO et al., 2004; CASELEY; COUPLAND,
1985; FRANZ et al., 1997) devido & armadilha i6nica para as formas dissociadas do herbicida

no floema. Apds a penetracdo do glyphosate através da cuticula, o herbicida é transportado
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através da membrana plasmética dos tecidos fotossintetizantes por meio de carreadores de
fosfato, finalizando o processo de absorgédo. A translocacdo do herbicida ocorre no simplasto,
atraves dos tecidos vasculares até as zonas meristematicas onde se localiza o sitio de acdo do
glyphosate (enzima 5-enol-piruvil-chiquimato-3-fosfato sintase — EPSPS) (SATICHIVI et al.,
2000).

A translocacdo do glyphosate pelo floema segue o fluxo de agucares produzidos na
fotossintese, deslocando-se das folhas para as raizes ou frutos, onde serdo utilizados na
respiracdo, assimilacdo ou acumulacgéo depois de sua conversao a substancias como amido, por
exemplo (RODRIGUES, 2009). O movimento do herbicida na planta é assim influenciado pela
quantidade de acucar translocada para cada uma dessas partes durante o ciclo de vida da planta
(MONQUERO et al., 2004), o que influencia na eficacia do herbicida (WANAMARTA;
PENNER, 1989), principalmente em dependéncia do estadio de aplicacéo.

A molécula do glyphosate atua na rota do &cido chiquimico competindo pelo mesmo
sitio de acdo da enzima EPSPS, que catalisa a rea¢do na qual chiquimato-3-fosfato (S3P) reage
com fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato (EPSP) e fésforo
inorganico (Pi) (GEIGER; FUCHS, 2002; KOGER et al., 2005; MARIA et al., 2005; MOLDES
etal., 2008; REDDY et al., 2008). Essa reacdo ocorre em duas etapas, iniciando pela ligacdo da
enzima EPSPS ao S3P, formando o complexo EPSPs-S3P; em seguida, o PEP liga-se a esse
complexo, permitindo o prosseguimento da reacdo, finalizando com a producdo de EPSP;
quando a planta é exposta ao produto herbicida, o glyphosate ndo iré se ligar a enzima EPSPS
livre, mas sim ao complexo EPSPS-S3P, impedindo que ocorra a sua interacdo com PEP, ao
formar o complexo inativo EPSPS-S3P-glyphosate (FRANZ et al., 1997; TAN et al., 2006).

A inibicdo da enzima EPSPS pela acdo do glyphosate afeta a rota metabdlica do
chiquimato, a qual produz os trés aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano.
Além disso, essa rota € responsavel pela formacdo dos compostos fenolicos, que podem
representar até 35% da biomassa vegetal (BOUDET et al., 1985).

Dessa forma, o glyphosate atua inibindo a sintese de aminoacidos aromaticos essenciais,
que sdo precursores de outros produtos, como lignina, alcaloides, flavonoides e acidos
benzoicos (TAN et al., 2006; REDDY et al., 2008), substancias indispensaveis para a sintese

de proteinas e ao crescimento das plantas.
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2.4 O HERBICIDA GLUFOSINATE

O glufosinate [Ammonium - DL - homoalanin -4-yl- (methyl) phosphinate] é um
herbicida ndo-seletivo, de pds-emergéncia, amplamente utilizado na agricultura em escala
mundial, em funcdo tanto da alta eficacia quanto do amplo espectro de controle de plantas
daninhas. E um herbicida de contato, sendo derivado de aminoacidos e por conter fosforo é
classificado como derivado de &cidos fosfinicos, uma toxina microbiana natural isolada a partir
de duas espécies de fungos Streptomyces hygroscopis (BARBERIS, 2012).

O glufosinate comercial tem em sua composicdo Ammonium  4-
[hydroxy(methyl)phosphinoyl] -DL-homoalaninate ou ammonium DLhomoalanin-4- (methyl)
phosphinate (glufosinate-sal de amonio) com 200 g L (20,0% m/v) e ingredientes inertes.

O ingrediente ativo pode mover-se dentro das folhas, mas ndo se conhece claramente a
translocacédo para outras partes da planta, tais como rizomas subterraneos ou estol@es (SILVA,
2012). O glufosinate tem alguma mobilidade no floema e xilema (SHELP et al., 1992). No
entanto, ndo tendem a se translocar por um maior nimero de folhas do que as tratadas
(MASCHHOFF et al., 2000), sendo principalmente transportado pelo xilema para as pontas da
folha devido a transpiracdo (ANDERSON et al., 1993). Porém, Haas e Mueller (1987), Mersey
et al. (1990) e Steckel et al. (1997) observaram translocacdo de *C marcado no glufosinate
através do floema para as raizes em algumas espécies.

Em condic¢Bes naturais, o nitrogénio é um elemento cuja disponibilidade é limitada.
Diante disso, ao longo da evolucéo, as plantas encontraram mecanismos para perder a menor
quantidade possivel de nitrogénio. Para isso, a aménia liberada em altas concentra¢cdes na rota
metabdlica da foto-oxidacdo da glicina deve ser de alguma forma utilizada (BRUNHARO et
al., 2014). A glutamina sintetase (GS) é uma importante enzima na assimilacdo do nitrogénio
presente nos estromas dos cloroplastos, fotorrespiracdo e balango de carbono em plantas. A
localizacdo da glutamina sintetase pode ser classificada em dois grupos: a isoforma citossolica
(GS1) e a isoforma plastidica (GS2) (UNNO et al., 2006).

Esta enzima catalisa a transferéncia do ion aménia (NH3s") para o grupo &-carboxilico
do glutamato para formar a glutamina. Essa reagdo acontece com a transformacdo de uma
molécula de ATP para ADP e P. O nitrogénio fixado na forma de amida na glutamina é
transferido, por uma reagdo de redu¢do de amina, a a- cetoglutarato. Esta ultima reacdo €
catalisada pela glutamato sintetase (GOGAT), e duas moléculas de glutamato sdo formadas
(MEEK; VILLAFRANCA, 1980).
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A partir dessa rota metabdlica, o glutamato funciona como uma fonte de aménio em
diversas outras rotas metabdlicas como a producdo de aspartato (GIVAN, 1980) asparagina
(LEA, 1993), além de ter a funcédo de desintoxicacdo da amonia produzida a partir da reducéo
do nitrato.

O ingrediente ativo glufosinate é um substrato analogo ao glutamato, inibindo a enzima
glutamina sintetase, uma enzima central no metabolismo da amonia em plantas
(MANDERSCHEID; WILD, 1986). Ele compete pelos locais em que o glutamato se liga a
glutamina sintetase onde, uma vez que o glufosinate tem sucesso, a ligacéo se torna irreversivel
(LOGUSCH et al., 1991). A irreversivel ligacdo entre o glufosinate e a glutamina sintetase
resulta em rapida acumulacdo, em niveis tdxicos, de amonia dentro da célula (KISHORE;
SHAH, 1988; TACHIBANA et al., 1986).

25 IMPACTO DOS HEBICIDAS NO DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS
TRANSGENICAS

Culturas que apresentem eventos transgénicos permitem aos produtores maior
flexibilidade no momento da aplicacdo de herbicidas (ASKEW; WILCUT, 1999;
CULPEPPER; YORK, 1999; SCOTT et al. 2001). Trazem beneficios econdmicos instantaneos,
como, por exemplo, Brookes e Barfoot (2014) estimam que a utilizacdo de soja resistente a
herbicidas trouxe uma economia de 38% aos agricultores que a adotaram, principalmente
devido ao melhor manejo das plantas daninhas e reducéo de custos operacionais.

Somado aos beneficios econdmicos, as culturas resistentes a herbicidas também trazem
facilidade de manejo, eficacia, menor impacto ambiental e maior seguranca sanitaria. Por outro
lado, 0 mesmo sucesso obtido por elas trouxe problemas como a utilizagdo exclusiva de um
unico ingrediente ativo no sistema, elevando a pressao de selecdo sobre as plantas daninhas e
selecionando biotipos resistentes. (BRUNHARO et al., 2014).

Todavia, a utilizagéo de herbicidas em culturas transgénicas tem causado inseguranca
quando se trata do impacto que estes podem causar no desenvolvimento de plantas transgénicas.
Para o glyphosate, por exemplo, Pline et al. (2002) verificaram alteragdes na morfologia floral
em algodao resistente ao herbicida. Essas diferencas morfoldgicas resultam numa menor
deposicdo de polen nos estigmas, juntamente com a inibicdo do desenvolvimento de pdlen,
fornecendo uma explicacdo para os relatos de aumento da abscisdo da capsula em algodao

resistente ao glyphosate quando utilizado o herbicida.
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Reddy et al. (2001b) avaliaram em casa de vegetacdo o crescimento, contetido de
clorofila, nodulacgéo e contetdo de legemoglobina no ndédulo de soja resistente ao glyphosate,
e concluiram que o tratamento com glyphosate a 1,12 kg ha™* da soja resistente teve pouco ou
nenhum efeito sobre o teor de clorofila e a massa seca da parte aérea e das raizes, mas o
tratamento com glyphosate a 2,24 kg ha™* reduziu esses parametros em trés dos cinco ensaios.

Correia e Santos (2013) estudaram o efeito de tratamentos herbicidas nos teores foliares
de macro e micronutrientes e na producdo de graos de milho hibrido DKB390 RR resistente ao
herbicida glyphosate e observaram que os herbicidas glyphosate e mesotrione isolados nao
causaram nenhuma injuria visivel as plantas. Os demais herbicidas ocasionaram sintomas
visuais de fitointoxicagdo muito leve. Os tratamentos ndo afetaram os teores foliares dos
nutrientes, mas aqueles pulverizados com glyphosate (nas trés dosagens) e atrazine acumularam
maior quantidade de cobre nas folhas. Ainda observaram que a aplicacéo isolada de glyphosate
(1200 g ha't), nicosulfuron, tembotrione e da mistura atrazine mais nicosulfuron ocasionaram
reducdo na producéo de gréos.

Na cultura do algodao resistente ao glufosinate, Braz et al. (2012) avaliaram a
seletividade de aplicacdes sequenciais de glufosinate isolado e em associagdo com pyrithiobac-
sodium em algod&o transgénico LL®, estes autores observaram que a associagio do pyrithiobac-
sodium ao glufosinate causou maiores niveis de fitointoxicacdo inicial, embora ndo tenham
havido mais sintomas duas semanas apds as aplicacGes. Além disso, a qualidade de fibra do
algodoeiro ndo foi influenciada por nenhum dos tratamentos herbicidas. O glufosinate isolado
foi seletivo para o algoddo LL® em até trés aplicacbes em pos-emergéncia e o algodoeiro
apresentou ainda tolerancia a uma aplicacdo da mistura de glufosinate + pyrithiobac-sodium, e
néo se observou qualquer efeito negativo sobre a produtividade de algoddo em caroco.

Ao analisarem amostras de gréos e forrageiras para mensurar 0s componentes, fibras,
aminoéacidos, acidos graxos, vitamina E, minerais, acido fitico, inibidores de tripsina e
metabolitos secundarios em gréos e fibra em forragem comparando milho convencional ao
milho resistente ao glyphosate, Ridley et al. (2002) concluiram que os valores para todos 0s
componentes biogquimicos avaliados para o evento de milho NK603 foram semelhantes aos do
convencional ou estavam dentro do intervalo publicado para os hibridos comerciais de milho
ndo transgénicos. Além disso, o perfil composicional do evento de milho Roundup Ready
NK603 foi comparado com hibridos de milho tradicionais cultivados na Europa calculando um
intervalo de tolerancia de 99% para descrever a variabilidade de composi¢do na populagdo de
variedades tradicionais de milho no mercado. Essas comparagdes, juntamente com a histéria do

uso seguro do milho como componente comum de racdo animal e alimento humano, sustentam
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a conclusdo de que o evento de milho Roundup Ready NK603 é equivalente & composicédo e
tdo seguro e nutritivo quanto os hibridos de milho convencionais cultivados comercialmente

hoje.

2.6 RESIDUO DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

O frequente uso de agrotéxicos na producdo agricola e a consequente presenca de
residuos nos alimentos tém sido alvos de preocupacdo no ambito da satde publica, exigindo,
das diversas esferas de governo, investimento e organizacdo para implementar acGes de controle
do uso de agrotdxicos (ANVISA, 2016).

A seguranca de alimentos esta relacionada a presenca de perigos veiculados pelos
alimentos no momento do consumo. Como esses riscos podem ocorrer em qualquer estagio da
cadeia € essencial o controle adequado de forma a garantir a seguranca do alimento (LIMA;
CORREA, 2012).

O decreto numero 4.074, de 4 de janeiro de 2002 determina o termo agrotdxico como:
‘produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, cuja finalidade seja
alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos’.

O Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) foi iniciado
em 2001 como um projeto pela Anvisa e, em 2003, transformou-se em programa, com 0
objetivo de avaliar continuamente os niveis de residuos de agrotdxicos nos alimentos de origem
vegetal que chegam a mesa do consumidor, sendo um indicador da ocorréncia de residuos de
agrotoxicos em alimentos.

A permissdo de uso de agrotdxicos estad condicionada ha varios estudos, entre eles a
toxicidade avaliada pela determinacdo da ingestao diaria aceitvel (IDA) e do limite maximo
de residuo (LMR). A IDA ¢ expressa em mg kg de massa corpdrea, estabelecida por longa
avaliacdo toxicologica em animais experimentais, definida como sendo “a quantidade de uma
substancia quimica que pode ser ingerida diariamente pelo homem durante toda a vida, sem
risco aprecidvel a sua salde, & luz dos conhecimentos disponiveis na época da avaliagao”. Ja o
LMR ¢ definido como a “quantidade méxima de residuo de agrotéxico oficialmente aceita no
alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica, desde sua producéo até

0 consumo, expressa em partes do agrotdxico, afim ou seus residuos por milhdo de partes de
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alimento (ppm ou mg kg 1)”. A Anvisa (2016) reforca que o LMR é um parametro agronémico,
estabelecido legalmente durante o registro do agrotoxico, em fungdo da cultura agricola e das
instrucdes de uso contempladas na bula. Todavia, ele esta diretamente relacionado com a
qualidade dos alimentos comercializados e constitui um dos componentes para o célculo da
exposicdo e avaliacdo do risco dietético que antecede o registro de um agrotoxico ou
autorizagéo da incluséo de novas culturas no registro.

A avaliacdo dos dados toxicologicos dos agrotoxicos, a recomendacdo da IDA e os
calculos dos LMR séo estabelecidos por 6rgaos subordinados as Nac¢Ges Unidas, como: Food
and Agricultural Organization (FAO), World Health Organization (WHO) e o Codex
Alimentarius Mundial, através do seu Comité de Residuos de Pesticidas em Alimentos (CCPR).
O monitoramento de agrotdxicos em amostras ambientais e alimentares tem aumentado nos
ultimos anos uma vez que muitos paises estabelecem limites maximos de residuos (LMR) de
agrotoxicos nos produtos alimentares.

A Anvisa utiliza como referéncia os controles realizados nos Estados Unidos e na Uni&o
Europeia. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, do inglés United States
Department of Agriculture (USDA), conduz o Programa de Dados de Pesticidas (Pesticide Data
Program — PDP) desde 1991. Trata-se de um programa nacional de monitoramento que fornece
subsidios para a formacdo do banco de dados de residuos de agrotoxicos em alimentos mais
abrangente nos EUA.

A Unido Europeia, por intermédio dos paises membros, da Islandia e da Noruega,
também possui programas de monitoramento para avaliar os niveis de residuos de agrotdxicos
em alimentos. O Regulamento (EC) 396/2005 impBe aos paises membros a obrigacdo de
realizarem controles para assegurar que os alimentos estdo em conformidade com os limites
legais.

O regulamento estabelece a existéncia de dois tipos de programas de controle: (i) O EU-
Programa de Controle Coordenado (EUCP), do inglés EU- Coordinated Control Programme,
que define os alimentos e agrotoxicos que devem ser monitorados por todos os paises
participantes, de forma a obter uma representatividade estatistica da situagdo dos residuos nos
alimentos disponiveis aos consumidores europeus; (ii) Os programas de controle nacional
realizados por cada pais participante. S&o complementares ao EUCP e possuem foco em certos
tipos de produtos, agrotoxicos ou alimentos importados em que se observou aumento no nimero

de irregularidades em anos anteriores.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento no campo foi realizado na safra de verdo 2015/2016 nas dependéncias
do campus do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa
Catarina - CAV/UDESC, localizado a 27°47°33” sul e 50°18°10” oeste, e altitude média de 915
m.

Segundo classificacdo climéatica de Koppen, Lages é caracterizada como Cfb,
temperado, imido com chuvas uniformemente distribuidas durante todo o ano. A temperatura
varia entre 12 °C e 22 °C, com média anual de 16,5 °C e precipitacdo anual de 1.685 mm
(ALVARES et al., 2013).

Os dados meteoroldgicos referentes a temperatura do ar, utilizados para a determinacgao
da soma térmica, foram obtidos junto ao Centro de Informacdes de Recursos Ambientais e de
Hidrologia de Santa Catarina (CIRAM). Este 6rgdo pertence a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI, 2016).

A precipitacdo pluviométrica total diaria no periodo da safra 2015/16 pode ser
observada na Figura 2. A precipitacdo pluviométrica acumulada foi de 1.604.

Para calcular a soma térmica em graus-dia (GD) utilizou-se a expressdo GD=)
[(Tmé&x+Tmin)/ 2 — Tb], onde: GD = Unidade térmica diaria; Tmax = Temperatura maxima do
dia considerado; Tmin = Temperatura minima do dia considerado e Th = Temperatura base
inferior. O limiar térmico (temperatura base) para o desenvolvimento da cultura do milho no
Brasil é de 10 °C (SANGOI et al., 2007).
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Figura 2 — Precipitacdo pluviométrica total diaria (mm) do municipio de Lages/SC durante o
periodo da safra de verdo 2015/16.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

3.1 IMPLANTACAO EXPERIMENTAL

A cultura antecedente era aveia e o sistema de cultivo utilizado foi o convencional. O
hibrido escolhido foi da empresa Dupont, divisdo Pioneer Sementes: P30F53YHR, de ciclo
precoce, grao do tipo semiduro de coloragdo alaranjada. Possui 0s eventos transgénicos Yield
Gard® e Herculex® para o controle de lagartas (YH) e Liberty Link® (LL) e Roundup Ready®
(RR) o qual atendia os requisitos de resisténcia aos dois herbicidas estudados (glufosinate e
glyphosate).

O solo da area experimental é classificado como Cambissolo himico aluminico
(EMBRAPA, 2013). As corregdes de acidez e fertilidade do solo foram realizadas de acordo
com recomendacdes do Manual de Adubacdo e Calagem para o Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (CQFS-RS/SC, 2004), apoés a realizacéo de andlise de solo da camada ardvel (0 a 20
cm) (Tabela 1). A analise de solo foi realizada no Laboratério de Anélises de Solos do
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CAV/UDESC em outubro de 2015. O teto produtivo estimado para os célculos de adubac&o foi

de 12t ha™.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do solo da &rea experimental campus CAV/UDESC, Lages-
SC, no ano agricola 2015/16.

Caracteristicas Valores

Argila 47 (%)

pH H20 5,6

indice SMP 5,9

Matéria Organica 2,74 (%)

P 45,139 mg dm

K 133 mg dm?

Ca 9 cmolc dm

Mg 3 cmolc dm®
H+AIl 4,891 cmolc dm
Al 0,3 cmolc dm
CTC efetiva 12,731 cmolc dm3
CTCpH7,0 17,282 cmolc dm3

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A adubag&o de base da area experimental consistiu em utilizar 735 kg ha* de adubo N-

P-K, na formulagdo 5-20-10. Para adubacgio de cobertura, foram utilizados 295 kg ha™ de

nitrogénio na forma de ureia e 40 kg ha* de cloreto de potassio. A aplicacio da ureia foi dividida

em duas, sendo a primeira em estadio V6-8 e a segunda em V12 da cultura do milho, e o cloreto

de potassio foi aplicado com a primeira aplicacdo da ureia. A aplicacdo/distribuicdo do adubo

foi superficial proxima a linha de semeadura.

A semeadura foi realizada no dia 26 de novembro de 2015, mecanicamente, com

populagéo de 70.000 plantas por hectare (dentro das recomendagdes do fabricante de acordo

com localizagdo e época de semeadura).
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com oito repeti¢des. Os
tratamentos experimentais foram divididos em aplicacfes Unicas e sequenciais dos herbicidas,

sendo:

1. Manutencao de testemunha sem aplicacdo de herbicida — controle;

2. Aplicacdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. hal, aos 21 dias apds emergéncia (DAE) —
estadio V5;

3. Aplicagdo Unica de glufosinate a 600 g i.a. ha*, aos 21 DAE — estadio V5;

4. Aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 + 980 g e.a. hal, aos 14 (estadio V3) e 28
DAE (estadio V7), respectivamente;

5. Aplicacdo sequencial de glufosinate a 300 + 300 g i.a. ha, aos 14 (estadio V3) e 28
DAE (estadio V7), respectivamente;

6. Aplicagdo sequencial de glyphosate a 980 g e.a. ha® e glufosinate a 600 g i.a. ha, aos
14 (estadio V3) e 28 DAE (estadio V7), respectivamente.

As parcelas experimentais foram compostas por quatro linhas com 12 metros de
comprimento, espacamento de 50 cm entre as linhas (densidade de 70.000 plantas - 3,5
sementes por metro). A area (til de cada unidade experimental foi composta pelas duas linhas
centrais, descartando-se um metro das extremidades.

A aplicacdo dos herbicidas foi realizada com pulverizador costal pressurizado a CO; a
pressdo de 200 kPa, munido de barra de pulverizacdo contendo quatro pontas tipo leque TeeJet
80.02 VS e calibrado para volume de calda de 200 L ha. Os herbicidas utilizados foram
Roundup Original® (glyphosate) e Finale® (glufosinate).

As plantas daninhas que emergiram apds a aplicacdo dos herbicidas foram eliminadas
por meio de capina manual para que ndo houvesse interferéncia da comunidade infestante sobre

a cultura, inclusive nas parcelas de manutencdo da testemunha (tratamento 1).



49

3.3 TRATAMENTOS FITOSSANITARIOS

Necessitou-se realizar uma aplicagdo do inseticida Ampligo® (clorantraniliprole 100 g
L e lambda-cialotrina 50 g L) de acordo com a recomendagio da bula do produto, devido &
ocorréncia da Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho). A aplicagdo do inseticida foi
realizada com pulverizador costal com capacidade de 20 L, 28 DAE.

3.4 AVALIACOES

3.4.1 Crescimento

Foram mensurados a altura, nimero de folhas e altura de insercdo da espiga em cinco
plantas aleatdrias por parcela. Na primeira avaliacdo de altura de planta (estadio vegetativo)
mediu-se a distancia da base do colmo até o apice da envergadura da Ultima folha expandida
duas semanas apds a aplicacdo do herbicida (Unica ou primeira da sequencial). O nimero de
folhas foi determinado por contagem direta de acordo com a escala de Ritchie, Hanwey e
Benson (1993). A altura final de plantas aos 143 DAE (momento da colheita - quando a umidade
dos grdos das plantas fora da area util estava entre 18% e 25%) foi medida a distancia da base
da planta (rente a superficie do solo) até a extremidade do penddo. Ainda nesse momento
mediu-se a altura de insercdo da espiga, da base da planta (rente superficie do solo) até o n6 de
insercdo da espiga superior. Para a medicdo, utilizou-se uma régua de topografia (mira)

graduada em centimetros (altura maxima de 5 m).

3.4.2 Componentes do rendimento e produtividade

Para a realiza¢do da contagem do nimero de fileiras de gréos por espiga, massa de mil
grdos e massa total de grdos, utilizou-se as espigas das cinco plantas aleatérias que foram
aferidas para a altura final. O nimero de fileiras de gréos por espiga foi realizado por contagem
direta, as massas foram determinadas em balanga semi-analitica com precisdo de 0,01 g.

As espigas da area Util de cada parcela foram colhidas e tiveram seus graos pesados

(balanca semi-analitica com precisao de 0,01 g). A partir da determinacéo da produtividade da
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area Util das parcelas, extrapolou-se a produtividade em hectares. As espigas foram colhidas
manualmente e trilhadas parte manualmente e parte numa trilhadora estacionéria. Realizou-se

a correcao da umidade dos graos para 13%.

3.4.3 Teores de macro e micronutrientes nas folhas

No aparecimento da inflorescéncia feminina (embonecamento), cinco exemplares de
folha padrdo (folha oposta e abaixo da espiga), seguindo recomendacdo de MALAVOLTA et
al. (1997), foram coletadas, lavadas em sequéncia (SARRUGE; HAAG, 1974) e postas a secar
em estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C por sete dias. O material seco foi moido em
moinho tipo Willey, malha 20, e acondicionado em sacos de plastico para posterior analise
nutricional.

O material vegetal acondicionado foi enviado para a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), onde foram determinados 0s
teores de macronutrientes e micronutrientes em tecidos foliares.

Os métodos de extracdo para determinacdo do teor de nutrientes, seguiu-se as
metodologias utilizadas por Carvalho et al. (2013) para macronutrientes e Fonseca et al. (2010)
para micronutrientes. Os teores de N e P foram obtidos pelo método semi-micro Kjeldahl e por
colorimetria de fosforo-vanadato-molibdato, respectivamente. Os teores de K, Ca, Mg, Cu, Fe,
Mn e Zn foram determinados por espectrofotometria de absorcdo atbmica, e o teor de S foi

obtido pelo método turbidimétrico.

3.4.4 Qualidade dos gréos

Os graos colhidos e armazenados na etapa anterior do experimento foram amostrados
conforme as Regras de Analise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), para entdo serem moidos
em moinho tipo Willey, malha 20 e entdo acondicionados em sacos plasticos devidamente

identificados e armazenados em geladeira para serem utilizados nas analises posteriores.

3.4.4.1 Amido

Para determinar o teor de amido, baseou-se no método de Lane e Eynon (1923) (também
conhecido como método de Fehling) e em McCready et al. (1950). Pesou-se 5 g de amostra.
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Cada amostra foi colocada em um Erlenmeyer de 300 mL com 150 mL de agua destilada.
Adicionou-se 4 gotas de solucdo de hidroxido de sédio a 10% e aqueceu-se em autoclave a 120
°C por uma hora.

Deixou-se esfriar, adicionou-se 10 mL de acido cloridrico a 50% e recolocou-se as
amostras na autoclave por mais 30 minutos a 120 °C.

Retirou-se as amostras da autoclave, deixou-se esfriar até temperatura ambiente para
entdo ajustar pH 7 em cada amostra com solucéo de hidréxido de sédio a 10%.

Depois de ajustado o pH, a solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 250
mL tendo seu volume completado com agua destilada. Nessa solucdo determinou-se glicidios
por titulagdo com solucédo de Fehling.

Para realizacdo da leitura e quantificacdo do amido, transferiu-se entdo para um
Erlenmeyer de 50 mL, com pipeta volumétrica, 10 mL de cada uma das soluc¢des Fehling (A e
B). Essa solucdo foi aquecida até ponto de ebulicdo e gotejou-se a solucdo da amostra até que
o liquido sobrenadante passasse de azul para vermelho alaranjado. Manteve-se a ebulicdo
adicionou-se 2 a 4 gotas de solucdo de azul de metileno a 1%, onde a solucéo retornou para a
coloracdo azul, entdo realizou-se a titulacdo com a solucdo padrdo de glicose (0,5%)
previamente preparada e acondicionada em bureta automatica até a descoloracdo do indicador
(cor laranja). O volume gasto de glicose (solugdo padréo) de cada amostra foi anotado para a
quantificagéo.

Para calcular o teor de amido utilizou-se a seguinte formula: % Amido = 250xTLXx
0,9x100/(LM x PA).

Onde: 250 é o volume total da diluicdo da amostra; TL é calculado: TL = (L x p)/100,
sendo L os mL da solucdo de glicose gastos, e p peso da glicose usada (g%); 0,9 é o fator de
transformac&o de glicose em amido; 100 é para expressar 0 amido em porcentagem da amostra;
LM (mL) é a leitura da titulacdo com glicose da amostra (quantidade de glicose para titular cada
amostra); PA ¢é o peso da amostra usada, seca ou umida. A anélise foi realizada no Laboratorio
de Analise de Sementes — LAS, no CAV/UDESC.

3.4.4.2 Lipideos (Extrato etéreo)

Utilizando a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008) e AOAC (Association of
Official Analytical Chemists) (1995), balGes de Soxhlet (limpos) foram colocados com
antecedéncia em estufa a 105 °C por 24 horas. Esfriou-se o baldo em dessecador por
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aproximadamente uma hora para realizar a pesagem do baldo (devidamente identificado).
Pesou-se também o papel filtro e aproximadamente 2 a 3 gramas de amostra.

Colocou-se o papel filtro, com a amostra, devidamente dobrado no extrator. Conectou-
se 0 extrator ao baldo e adicionou-se o0 solvente organico (éter de petréleo) em volume suficiente
para cobrir o papel filtro com a amostra. Depois disso acoplou-se o extrator mais baldo ao
condensador. A temperatura da placa de aquecimento foi ajustada para que a velocidade de
gotejamento fosse de 3 a 4 gotas por segundo.

A partir do primeiro refluxo, o tempo de espera foi de 4 horas para a extracdo. Ap0s
esse periodo, o solvente foi recuperado. Os balGes com a gordura extraida foram colocados em
estufa a uma temperatura de 105 °C durante 2 horas. Passado esse periodo, os bal6es foram
colocados em dessecador para esfriar por um periodo de uma hora, para depois de frios, realizar
a pesagem dos mesmaos.

Para conhecer a porcentagem de gordura utilizou-se a formula: % GB ou % EE = (peso
da gordura/ peso da amostra seca) x 100. Onde, peso da gordura = (peso do baldo + gordura) —

(peso do baldo). Esta andlise foi realizada no Laboratorio de Bromatologia do CAV/UDESC.

3.4.4.3 Proteinas

O teor de proteinas totais foi determinado a partir do contetdo de nitrogénio total nos
grdos, determinado pela digestdo por H202 e H2SO4 com mistura de digestdo. A recuperagao
do nutriente nitrogénio é semelhante a obtida com os métodos de Kjeldahl (TEDESCO et al.,
1995).

Pesou-se 0,59 de amostra e colocou-se em tubo de digestdo. Adicionou-se 1 mL de H20-
30% e em seguida 2 mL de H2SOa. Depois adicionou-se 0,7g de mistura digestora.

Os tubos foram colocados em bloco digestor a uma temperatura de 250 °C durante uma
hora e depois elevou-se a temperatura para 350 °C por mais duas horas. Passado esse periodo,
deixou-se esfriar as amostras.

Depois de frias as amostras, foram adicionados 5 mL de &gua destilada e as amostras
foram agitadas. Colocou-se o volume obtido em frascos tipo “snap-cap” para deixar decantando
por algumas horas antes de coletar a aliquota para a determinagéo do nutriente.

Feito isso, pipetou-se 10 mL do extrato para um frasco de destilagdo de 100 mL.
Adicionou-se 5 mL de NaOH 10M e iniciou-se a destilacdo. Coletou-se de 35 a 40 mL de
destilado em Erlenmeyer de 50 mL contendo 5 mL de indicador de acido bérico para entdo ser
realizada a titulacdo com H2SO40,025M.
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Para calcular a porcentagem de nitrogénio usou-se a formula: % N = (mL H* amostra —
mL H* branco/ peso amostra x 10.000) x 700.

O fator para converter o teor de nitrogénio em proteina utilizado foi o de 6,25. A anélise
foi realizada no Laboratdrio de Analise de Sementes — LAS, no CAV/UDESC.

3.4.4.4 Carotenoides

Para a extracdo e quantificacdo de carotenoides utilizou-se a metodologia proposta por
Rodriguez-Amaya e Kimura (2004), na qual 15 g de amostra foram transferidas para um gral
de porcelana, adicionados 3 g de celite. Em seguida, adicionou-se aliquotas de acetona em
quantidade suficiente para cobrir a amostra e realizou-se a maceracdo. A mistura obtida foi
filtrada em funil de vidro com placa sinterizada (tamanho de poro de 20 a 30 um) conectado a
um Kitassato de 500 mL. O solido retorna para o gral para uma nova extragdo. O processo de
extracao foi repetido trés vezes.

O filtrado recolhido foi transferido para um funil de separacdo de 500 mL ja contendo
20 mL de éter de petréleo. Adicionou-se lentamente agua destilada para a lavagem. Procedeu-
se sucessivas lavagens, até que a coloracdo da fase aquosa se apresentasse limpida, para ser
entdo descartada.

A solucdo etérea que permaneceu no funil foi transferida para um baldo volumétrico de
25 mL com o auxilio de um funil com sulfato de sédio anidro (5 g) completando o volume do
baldo com éter de petréleo. Prosseguiu-se com a leitura das amostras em espectrofotdmetro na
absorbancia de 450nm.

O teor de carotenoides totais foi calculado através da equacdo: Carotenoides totais (Ug
g1) = (ABS x Vf x 10%) /M x €. Onde: ABS = absorbancia; Vf = volume final (mL); M = massa
da amostra (g); € = 2592 (coeficiente de absortividade do [-caroteno em éter de petroleo). A
andlise foi realizada no Laboratorio de Fisiologia Vegetal, no CAV/UDESC.

3.4.5 Residuo dos herbicidas

Residuos de glyphosate e glufosinate em grdos de milho foram quantificados e
detectados por cromatografia liquida/espectrometria de massa em tandem (TC-MS / MS).
Amostras de 100g de grdos de milho foram enviadas a um laboratorio comercial especializado,

a NSF International Bioensaios (Viamédo — RS, Brasil), onde foram realizados os processos de
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preparacdo, extracao, deteccdo e quantificacdo. Este laboratério utilizou o procedimento POP
05.130/15, incluindo os métodos LC EN 15662 e GC EN 12393, que é baseado no método
oficial AOAC 2007.01 (LEHOTAY, 2007) para a determinacao de residuos de agrotoxicos em

alimentos.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente testados para normalidade dos residuos (testes de Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade das variancias (testes de Levene e Barlett).
Em sequéncia, utilizou-se o teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis, pois para quase
todas as variaveis nao foi verificada a distribuicdo normal dos residuos e/ou homogeneidade

das variancias.
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contribuigéo (85,9 GD), e os meses de margo e abril com 275,15 e 285,2 GD, respectivamente
de contribuigéo.

Ainda se tratando de exigéncias climaticas, sabe-se que a temperatura € o principal fator
climatico que interfere na velocidade do crescimento do milho, afetando a eficiéncia da
fotossintese e o ciclo da cultura (SANGOI et al., 2010). Na safra de verdo de 2015/16 as
temperaturas médias do ar mensais variaram de 20,9 °C no més fevereiro a 12 °C no més de
maio. Os meses de dezembro (20,1 °C) e janeiro (20,6 °C) se assemelharam ao més de fevereiro.
Os demais meses, novembro, marco e abril, apresentaram temperaturas médias iguais a 17,6
°C, 18,1 °C e 18,5 °C, respectivamente. O milho é pouco cultivado em regides que possuem
temperatura média dos meses de verdo € inferior a 19 °C e as temperaturas noturnas inferiores
a 13 °C (SANGOI et al.,2007).

Quando avaliados, o glyphosate isolado, o glufosinate isolado ou a aplicacdo sequencial
do glyphosate com glufosinate ndo afetaram a altura inicial da planta, a altura final da planta, a
altura da insercdo da espiga ou o nimero de folhas inicial (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas de crescimento em milho transgénico submetido a tratamentos com
glyphosate e glufosinate.

Altura Altura Altura insercdo  Numero de folhas
Tratamentos inicialt final? espiga inicial

----------------------- CM —===mmmmmmmmmmemeeeeeee ========UN -
Controle 75,9+13,3  243,7+5,8 113,0£5,9 70,4
G980 82,9+9,1  241,1+8,9 116,3+9,1 8+0,4
Glu600 83,9+7,9 242,8+10,5 113,7+12,5 8+0,5
G520+G980 73,5+7,7  245,8+9,8 119,3+10,5 70,4
Glu300+GIu300 74,1+11,1  251,8+6,2 118,9+6,8 70,5
G980+Glu600 74,4+6,8 253,4+12,3 119,3+10,2 70,4

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

(G980: aplicacdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. ha! aos 21 DAE; Glu600: aplicagdo Unica de glufosinate a 600
g dei.a. ha'laos 21 DAE; G520+G980: aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 g e.a. ha™* (aos 14 DAE) e 980 g
e.a. hal aos 28 DAE; Glu300+GIlu300: aplicacdo sequencial de glufosinate 300 g i.a. ha! (aos 14 DAE) e 300 g
i.a. halaos 28 DAE; G980+GIlu600: aplicagdo sequencial de glyphosate 980 g e.a. ha* aos 14 DAE e 600 g i.a.
ha! aos 28 DAE. 'Realizada duas semanas ap6s a primeira aplicagdo do herbicida; 2Realizada na colheita. Ndo
houve diferenga estatistica (p> 0,05) entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis. Média + desvio padrao.

Segundo as caracteristicas do hibrido de milho P30F53YHR, a altura final de planta fica
entre 260 a 280 cm e altura de insercdo de espiga fica entre 110 a 120 cm. Os valores
encontrados para altura final de planta sdo um pouco inferiores (minima de 241,1 e maxima de
253,4 cm), mas, dentro do descrito para altura de insercdo de espiga (Tabela 2). Os valores
corroboram os encontrados por Fagherazzi (2015), Durli (2016) e Leolato (2016) para o P30F53
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quando néo utilizaram regulador de crescimento. Assim como para Saloméo (2017), mesmo
em consorcio com outras espécies.

Da mesma forma, ndo houve efeitos sobre fileiras de graos por espiga, massa de 1000
grédos, massa total de gréos e rendimento (Tabela 3). O nimero de fileiras por espiga para a
cultura do milho é definido no estadio V8 e o nimero de grdos por espiga e definido proximo
ao florescimento, no estadio V17 (MAGALHAES; DURAES, 2006).

Tabela 3 — Caracteristicas de rendimento e produtividade em milho transgénico submetido a
tratamentos com glyphosate e glufosinate.

NFGE MMG MTG PROD
Tratamentos ]
un  memeeeee- g---mmmmm- kg hat
Controle 16+x0,9 340,9£26,9 832,9+121,1 7.073£1.281
G980 16+0,3  349,6+15,5 935,1+103,5 7.711+950
Glue00 16+0,3  346,7+15,3 891,9+163,6 7.257+£1.482
G520+G980 16+0,6  330,6+21,1 827,4+1195 6.567£1.579
Glu300+Glu300 16+x0,8 339,1+16,5 860,0+77,8 7.906+2.015
G980+GIlu600 15+04  342,5£19,7 876,8+115,5 7.8631£467

Fonte: Elaborara pela autora, 2018.

G980: aplicagdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. ha* aos 21 DAE; Glu600: aplicacdo Unica de glufosinate a 600
g dei.a. halaos 21 DAE; G520+G980: aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 g e.a. ha™* (aos 14 DAE) e 980 g
e.a. hal aos 28 DAE; Glu300+GIlu300: aplicacdo sequencial de glufosinate 300 g i.a. ha' (aos 14 DAE) e 300 g
i.a. hal aos 28 DAE; G980+GIlu600: aplicacdo sequencial de glyphosate 980 g e.a. ha* aos 14 DAE e 600 g i.a.
ha' aos 28 DAE. NFGE: nimero de fileira de graos por espiga; MMG: massa de mil grdos; MTG: massa total de
graos (5 espigas); PROD: produtividade. N&o houve diferenca estatistica (p> 0,05) entre os tratamentos pelo teste
de Kruskal-Wallis. Média £ desvio padrao.

Os valores de produtividade foram inferiores ao teto estimado (12.000 kg ha™). Isso
pode ter ocorrido devido a semeadura tardia (29/11/2015), que impede a cultura do milho
expressar um maior potencial nas condi¢des estudadas (Lages/SC). Na semeadura tardia, ha
uma reducdo no subperiodo emergéncia-pendoamento. Nesse periodo ocorre a formacao das
estruturas reprodutivas da planta. Este encurtamento compromete o desenvolvimento da espiga
e 0 acumulo de reservas para o enchimento de gréos (SANGOI et al., 2007).

A produtividade alcancada ficou, na média, préxima a encontrada para o Estado de Santa
Catarina na mesma safra 2015/16 com valor igual a 7.330 kg ha, e superior & média nacional,
4.207 kg ha, de acordo com a Conab (2016).

Assim como na soja resistente ao glyphosate, o tratamento com glyphosate do milho
resistente ao herbicida néo teve efeito sobre o crescimento e rendimento das plantas (BOHN et
al., 2014; KANDEL et al., 2015; DUKE et al., 2012, 2018b). Além disso, nem o glufosinate
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sozinho nem o glyphosate associado ao glufosinate tiveram qualquer efeito em qualquer destes
parametros.

Os resultados obtidos concordam com Williams et al. (2015), em que o glyphosate nao
apresentou efeito sobre a produtividade do milho resistente a este herbicida, embora eles tenham
encontrado um leve aumento no rendimento. Enquanto Silva et al., (2018) ndo encontraram
nenhum efeito ou um ligeiro aumento no rendimento do tratamento com glyphosate da soja
resistente ao herbicida.

Doses ndo toxicas de glyphosate as vezes causam estimulo do crescimento, incluindo a
pordutividade, um efeito de hormese (BRITO et al., 2018). Ndo encontramos dados sobre o
efeito do glufosinate na producdo de milho resistente a este herbicida, mas ha varios estudos
sobre o rendimento do milho resistente ao glufosinate sem um controle na auséncia do
herbicida, no entanto, os rendimentos foram maiores com maiores taxas de aplicacdo de
glufosinate devido ao manejo inadequado de plantas daninhas na menor taxa (THARP; KELLS,
1999).

Para o teor foliar dos macronutrientes (N, P, K, Ca, S, Mg), ndo houve efeitos
significativos de glyphosate sozinho, glufosinate sozinho ou aplicacédo sequencial de glyphosate
e glufosinate (Tabela 4), como também ndo houve efeito de qualquer um desses tratamentos
herbicidas sobre o contetdo foliar dos micronutrientes Cu, Zn, Mn e Fe (Tabela 5).

Tabela 4 — Teor foliar de macronutrientes no estadio de embonecamento de milho transgénico
submetido a tratamentos com glyphosate e glufosinate.

N P K Ca Mg S
Tratamentos 1
------------------------------------------ g kg* ----------
Controle 155+¢1,7 2,09+¢0,10 21,4+0,9 2,9+0,2 3,1+0,2 2,5+0,2
G980 16,1424  2,22+0,27 22,1+2,0 3,240,3 3,310,2 2,3£0,4
Glu600 155+¢1,3 2,27+0,19  23,3%1,7 3,3+0,4 3,41+0,3 3,0£0,4
G520+G980 17,1429  2,24+0,17  23,0£2,3 2,910,5 3,1+0,4 2,810,4

Glu300+Glu300  15,8+0,9 2,35+0,16  21,7+1,3 3,2+0,4 3,2+0,4 2,5+0,4
G980+Glu600 16,3+2,2  2,34+0,21 22,3+1,8 3,0+0,3 3,1+0,5 2,6+0,3

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

G980: aplicagdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. ha! aos 21 DAE; Glu600: aplicagdo Unica de glufosinate a 600
g dei.a. ha'laos 21 DAE; G520+G980: aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 g e.a. ha™* (aos 14 DAE) € 980 g
e.a. hal aos 28 DAE; Glu300+GIlu300: aplicacdo sequencial de glufosinate 300 g i.a. ha! (aos 14 DAE) e 300 g
i.a. halaos 28 DAE; G980+GIlu600: aplicacdo sequencial de glyphosate 980 g e.a. ha* aos 14 DAE e 600 g i.a.
ha! aos 28 DAE. N&o houve diferenca estatistica (p> 0,05) entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis.
Meédia + desvio padréo.

Os valores de nitrogénio (N) foram de 15,5 até 17,1 g kg %, os de fdsforo (P) variaram

de 2,09 a 2,35 g kg 1, para potassio (K) o valor maximo encontrado foi de 23,3 e minimo de
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21,4 g kg L. Para clcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) as variagdes minimas foram de 2,9;
3,1 e 2,3; e méximas de 3,3; 3,4 e 3,0 respectivamente.

Malavolta (1980) indica 30 g kg de N na MS no tecido foliar do milho como valor
critico de N na folha. Mais tarde, em 1997, 0 mesmo autor indicou como niveis adequados de
N estdo na faixa de 27,5 a 32,5 g kg™ por ocasido da diagnose foliar.

Fleck et al. (2001) avaliaram a porcentagem de nitrogénio (N) na fitomassa da planta de
milho convencional 15 dias ap6s a aplicacdo de doses reduzidas de glufosinate (até 80 g i.a. ha
1, quando as mesmas se encontravam no estadio de 10 folhas completas, ndo tendo observado
efeitos negativos no teor deste nutriente.

Para o nutriente potéssio (K), Malavolta et al. (1997) afirmam que valores entre 17,5 e
22,5 g kg sdo considerados adequados para analise de tecido foliares de milho. Os autores
também sugerem valores de 1,5a2,0 g kg de S. O nutriente é dependente dos teores de matéria
organica do solo, sendo que solos com baixo teor de matéria organica podem apresentar
deficiéncia de S (RHEINHEIMER, 2005). Para Ca e Mg os valores sugeridos védo de 2,5 a 4,0
g kg™.

Para fésforo (P), Gott et al. (2014) em interpretacdo de andlise foliar no estadio de preé-
florescimento do milho, sugerem a faixa de 3,3 a 3,8 g kg™, valores esses maiores do que 0s
encontrados, mas Malavolta (1997) cita valores entre 2,5 a 3,5 g kg™.

Apesar dos valores de N estarem divergindo dos relacionados pelos autores acima, ndo
foi observado durante a conducdo do experimento sintomas de deficiéncia do mesmo.
Adicionado a esse fato, os valores ndo diferem estatisticamente do controle (tratamento sem a
aplicacdo dos herbicidas), objetivo principal de comparagdo, sendo também o Unico
macronutriente fora da faixa de suficiéncia. Malavolta (1997) complementa que a acumulagéo
do nutriente pode ser facilmente afetada por diversos fatores como clima, solo e cultivar
utilizada, pois o nitrogénio é um elemento altamente movel e assim passivo a essas variagdes
ambientais.

Quando se trata dos micronutrientes, para cobre (Cu) encontrou-se valor minimo de 5,7
e maximo de 6,9 mg kg*. O elemento ferro (Fe) apresentou valor minimo de 53,2 e maximo de
70,3 mg kg*. Para manganés (Mn) o valor minimo obtido foi de 41,1 e 0 maximo de 48,0 mg
kg?. E para zinco (Zn) os valores foram de 10,1 e 12,0 mg kg? de minimo e maximo

respectivamente.
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Tabela 5 — Teor foliar de micronutrientes no estadio de embonecamento de milho transgénico
submetido a tratamentos com glyphosate e glufosinate.

u Fe Mn Zn
Tratamentos 1
------------------------ mg kg™ -----------mm oo
Controle 57+0,5 57,955 41,1+4,9 10,2+1,1
G980 6,0£1,2 70,3179 46,31£5,7 12,0+1,7
Glue00 6,4£1,0  57,7£5,0 45,9+7,1 11,4+1,8

G520+G980 6,3+0,9 53,244 41,4+8,0  10,1+2,2
Glu300+Glu300 5,9+0,8 63,0+151 42,7489  11,1+17

G980+GIlu600  6,9+0,9  66,2+7,3 48,0+45  11,9+1,6

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

(G980: aplicagdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. ha! aos 21 DAE; Glu600: aplicagdo Unica de glufosinate a 600
g dei.a. ha'laos 21 DAE; G520+G980: aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 g e.a. ha™* (aos 14 DAE) e 980 g
e.a. hal aos 28 DAE; Glu300+GIlu300: aplicacdo sequencial de glufosinate 300 g i.a. ha! (aos 14 DAE) e 300 g
i.a. ha' aos 28 DAE; G980+GIlu600: aplicacdo sequencial de glyphosate 980 g e.a. ha* aos 14 DAE e 600 g i.a.
ha! aos 28 DAE. N&o houve diferenca estatistica (p> 0,05) entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis.
Meédia + desvio padréo.

Os micronutrientes Cu e Fe se enquadram dentro da faixa de suficiéncia sugerida por
Malavolta et al. (1997) (Cu — 6 a 20 mg kg *; Fe — 50 a 250 mg kg?), enquanto Mn e Zn
apresentaram valores ligeiramente abaixo da faixa de suficiéncia (Mn —50 a 150 mg kgt; Zn —
15 a 50 mg kg*), mas ndo apresentaram sintomas de deficiéncia visiveis durante a condugéo da
cultura.

Contudo, os resultados concordam com os de Correia e Santos (2013), que nao
encontraram efeitos do glyphosate sobre os teores foliares de N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Fe, Cu e
Zn no milho resistente glyphosate. No entanto, eles relataram que apenas a dose de 1,2 kg ha'
de glyphosate reduziu ligeiramente o rendimento do milho resistente ao herbicida. Cutulle et
al. (2018) relataram que o estresse leve causado pelos herbicidas mesotrione, topramezona e
nicossulfuron aumenta os teores de Mg, Fe e Mn nas folhas de milho ndo transgénico.

Rech (2017), avaliando macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e teor de micronutrientes
(Cu, Fe, Mn e Zn), com o hibrido de milho P30F53YHR, em casa de vegetacdo, ndo encontrou
diferenca entre os tratamentos, mantendo-se similares aos valores relativos a testemunha apos
aplicacdo dos herbicidas.

Comparativamente a soja resistente ao glyphosate, o tratamento com glyphosate do
milho resistente ao herbicida ndo teve efeito sobre o teor de macro e micronutrientes das plantas
(BOHN et al., 2014; KANDEL et al., 2015; DUKE et al., 2012; 2018).

Os teores de amido, proteinas, carotenoides e lipidios dos grdos de milho resistente a
glyphosate e glufosinate ndo foram afetados por nenhum tratamento herbicida realizado (Tabela
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6). 1sso ocorreu mesmo que o modo de acdo desses herbicidas envolva a inibi¢do direta da
sintese de aminodcidos aromaticos e alifaticos e, como consequéncia, de proteinas e outros
produtos derivados.

Tabela 6 — Caracteristicas de qualidade de grdos de milho transgénico submetido a tratamentos
com glyphosate e glufosinate.

Amido Proteinas Lipideos Carotenoides
Tratamentos Ofpommmmememememe 1
0 HO

Controle 68,316,1 8,2+0,6 72412 4,3+0,5
G980 73,7+6,6 7,8+£1,0 7,5+£1,3 3,840,8
Glu600 68,4+6,2 8,5+0,9 7,8+1,1 4,0+0,6
G520+G980 76,2+8,1 8,2+0,8 7,5+1,1 4,60,7
Glu300+GIu300 70,6+11,1 8,6+1,1 7,9+1,4 4,9+0,4
G980+Glu600 72,5+5,9 9,4+1,8 7,3+1,1 4,3+0,4

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

G980: aplicagdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. ha aos 21 DAE; Glu600: aplicacéo Unica de glufosinate a 600
g dei.a. halaos 21 DAE; G520+G980: aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 g e.a. ha™* (aos 14 DAE) e 980 g
e.a. hal aos 28 DAE; Glu300+Glu300: aplicacdo sequencial de glufosinate 300 g i.a. ha' (aos 14 DAE) e 300 g
i.a. hal aos 28 DAE; G980+Glu600: aplicacdo sequencial de glyphosate 980 g e.a. ha* aos 14 DAE e 600 g i.a.
ha' aos 28 DAE. Ndo houve diferenca estatistica (p> 0,05) entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis.
Média + desvio padréo.

O teor de amido ficou entre 68,3% (valor minimo) e 76,2% (valor maximo). Para
proteinas os valores foram de 7,8% (minimo) a 9,4% (méaximo). Lipideos ficaram entre 7,2 a
7,9%, e carotenoides 3,8 e 4,9 ug g. Na literatura, o valor para a composicdo dos grdos de
milho em base seca €, em média, de 71% de amido, 10% proteinas, 4-5% de dleo (PAES, 2006;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Quando trata-se de carotenoides, a variabilidade para teor e perfil de carotenoides é
observada em cultivares e linhagens de milho (JANICK-BUCKNER et al., 1999). Analises de
nutrientes no milho mostram diferencas significativas na concentracao de carotenoides totais
(que varia de 0 a 68pg g) e de carotenos (que variade 0,0 a4,1 pug g ) (BLESSIN et al., 1963;
QUACKENBUSH et al., 1963; BERARDO et al., 2004; CARDOSO et al., 2009). Rios et al.
(2010) avaliaram o efeito da aplicacdo de herbicidas pds-emergentes no teor de carotenoides
em grdos de milho verde e concluiram que os herbicidas tembotrione e o nicosulfuron ndo
causaram efeitos deletérios nos teores de carotenoides totais ou nas fracbes com atividade
provitamina A.

Reddy et al. (2010) afirmam que o glyphosate aplicado nas doses de 840 e 1260 g/ha ndo
afetou a producdo de milho, nitrogénio, e composicdo de sementes (proteina, 6leo e amido

contetdo) em hibridos de milho resistentes a glyphosate e glufosinate.
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Na anélise de residuos, o Unico herbicida encontrado nos grdos para qualquer um dos
tratamentos foi uma concentragdo muito baixa de glyphosate no tratamento com a maior dose
em aplicacdo sequencial do herbicida - G520+G980 (Tabela 7). Das oito repeticdes/amostras
avaliadas, cinco apresentaram valores <0,05 mg kg™, enquanto as outras trés apresentaram

valores iguais a 0,08 mg kg™, 0,07 mg kgt e 0,2 mg kg™.

Tabela 7 — Residuos de glyphosate e glufosinate em gréos de milho transgénico submetido a
tratamentos com glyphosate e glufosinate.

Tratamento Glyphosate ; Glufosinate
------------------- mg kg =----------------
Controle ND ND
G980 ND ND
Glu600 ND ND
G520+G980 0,12+0,07* ND
Glu300+GIlu300 ND ND
G980+Glu600 ND ND

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

G980: aplicagdo Unica de glyphosate a 980 g e.a. ha' aos 21 DAE; Glu600: aplicagdo Unica de glufosinate a 600
g dei.a. halaos 21 DAE; G520+G980: aplicacdo sequencial de glyphosate a 520 g e.a. ha™* (aos 14 DAE) e 980 g
e.a. hal aos 28 DAE; Glu300+GIu300: aplicacdo sequencial de glufosinate 300 g i.a. ha! (aos 14 DAE) e 300 g
i.a. halaos 28 DAE; G980+Glu600: aplicacdo sequencial de glyphosate 980 g e.a. ha! aos 14 DAE e 600 g i.a.
ha' aos 28 DAE. ND — ndo detectado. * Significativo a p>0,05 para o teste de Kruskal-Wallis. Média + desvio
padrdo de 3 repeti¢cdes/amostras (entre as 8 amostras analisadas) nas quais o glyphosate foi detectado acima do
limite de quantificagdo (> 0,05 mg kg).

A dose maxima recomendada pelo fabricante do Roundup® Original para o controle de
plantas daninhas é de seis litros de produto comercial, mas deve ser considerado qual(is)
espécie(s) estdo presentes na area e qual o grau de infestacdo das plantas daninhas.
Adicionalmente, a indicacdo é para aplicacdo em area total em pré-plantio da cultura e pos-
emergéncia das plantas daninhas em sistema de plantio direto, diferente do que foi executado
neste trabalho.

A quantidade zero ou muito pequena de glyphosate encontrado no grdo de milho
resistente ao herbicida tratado com glyphosate contrasta com as quantidades relativamente
grandes encontradas na soja resistente ao glyphosate tratada com esse herbicida (BOHN et al.,
2014, DUKE et al., 2018, DUKE et al., 2003, BOHM et al., 2014). Outros autores nao
encontraram glyphosate quando aplicaram o herbicida em sementes de milho resistente ao
glyphosate (HEALY et al., 2008).

Mesmo se tratando de produto comercial diferente, Farmer (2014) diz que a maioria das
aplicacdes de glyphosate no milho Roundup Ready ocorre antes dos graos de milho comegarem

a se desenvolver; portanto, muito pouco do herbicida esta presente nos gréos, e entdo os
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residuos nos graos séo baixos. Os residuos tipicos de grdos de milho Roundup Ready estdo bem
abaixo de uma parte por milhdo (ppm). A mesma autora afirma que niveis baixos ndo
representam problemas de saude. Estudos do milho Roundup Ready mostraram que a
guantidade de glyphosate na planta do milho ap6s uma aplicacdo foliar cai bastante e
rapidamente, devido a lavagem dos residuos da superficie, com dilui¢cdo & medida que a planta
cresce e se distribui pela planta e raizes.

De acordo com o Codex Alimentarius da FAO (2018), esta estabelecido como limite
maximo de residuos (LMR) para glyphosate o valor de 5 mg kg™ e para glufosinate 0,1 mg kg™
! Para a Anvisa (2016), o LMR para glyphosate é de 1,0 mg kg™ e 0,05 mg kg para
glufosinate. A Comissio Europeia (EU) (2018) apresenta LMR de 1,0 mg kg™ para o glyphosate
e 0,1 mg kg* do herbicida glufosinate para o milho.

Além desses valores, a analise anual do USDA de residuos de pesticidas em milho nos
EUA néo relatou glyphosate em sementes de milho dos quais 90% s&o milho resistentes ao
glyphosate (USDA, 2018).

Isso é intrigante por causa da propriedade movel do glyphosate no floema e sua
propensdo para translocar para sumidouros metabdlicos, como o desenvolvimento de sementes
(DUKE, 1988). E provavel que o glyphosate seja mais diluido no milho do que no gréo de soja
porque o rendimento do milho é geralmente cerca de trés vezes maior do que o da soja. Isso
ndo explica totalmente a discrepancia entre milho e soja. Ndo se conhece analises prévias do
glufosinate em gréo de milho resistente para o herbicida.

A presenca do glyphosate nos grdos, mesmo gue seja minima, indica que o herbicida
atinge os grdos antes da maturidade fisiol6gica, porque apds esse processo, fica cessada a
conex&o entre planta-mée e graos. Contudo, apesar da rota do chiquimato estar presente em
plantas e em muitos microrganismos, ela é completamente ausente em mamiferos, peixes,
passaros, répteis e insetos. Estas formas de vida ndo dependem da rota do chiquimato porque
retiram da dieta os produtos aromaticos que necessitam. Ademais, nas plantas, a EPSPS é
encontrada nos cloroplastos e plastidios. (LEVIN; SPRINSON, 1964; YAMADA,; CASTRO,
2007).

Vencill (2002) relatou sobre a ingestdo de glyphosate, dizendo que o herbicida €
praticamente atoxico, pois em ratos por ingestdo com notificacdo aguda, a dose letal (DLso) € >
5.000 mg kg

A ingestdo diaria aceitavel (IDA) expressa em mg kg* de massa corpérea determina a
guantidade de uma substancia quimica que pode ser ingerida diariamente pelo homem durante

toda a vida, sem risco apreciavel a sua saude, a luz dos conhecimentos disponiveis na época da
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avaliagdo. A ANVISA (2018) determina que a IDA para o herbicida glyphosate é de 0,042 mg
kg™ pc., valor este menor que a média encontrada nas amostras, mas ainda dentro do LMR
permitido pelos 6rgdos competentes.

A ANVISA (2017;2018) também determina o intervalo de seguranca dos herbicidas (o
intervalo de tempo entre a Gltima aplicacdo do produto e a colheita da cultura). Para a cultura
do milho ndo é determinado o intervalo de seguranca do herbicida glyphosate quando aplicado
em pos-emergéncia das plantas daninhas e pré-emergéncia da cultura. Para o milho transgénico,
que expressa resisténcia ao herbicida glyphosate, o intervalo de seguranca é de 90 dias, quando
o herbicida for aplicado em p6s-emergéncia da cultura e das plantas daninhas. Para o herbicida
glufosinate, o intervalo de seguranca para a cultura do milho transgénico, resistente ao
herbicida, € de 50 dias quando o herbicida for aplicado em pds-emergéncia da cultura e das

plantas daninhas.

No presente estudo, o intervalo entre a Gltima aplicacdo realizada (28 DAE) e a colheita

(143 DAE) passou dos 100 dias, respeitando o intervalo de seguranca determinado.
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5 CONCLUSOES

O milho transgénico resistente a glyphosate e glufosinate exposto aos herbicidas nao
apresenta alteracdo no teor de macro e micronutrientes, permitindo que a planta cresca e se
desenvolva normalmente, sem prejuizo a produtividade de gréos.

As plantas de milho transgénico, com resisténcia aos herbicidas glyphosate e
glufosinate, ndo apresentam alteracdo na qualidade de seus grdos quando expostas a esses
herbicidas.

O herbicida glufosinate, nas doses recomendadas, ndo acumula residuos nos gréos de
milho resistente aos herbicidas glyphosate e glufosinate.

O herbicida glyphosate pode acumular residuos, em pequenas quantidades, nos graos de
milho resistente aos herbicidas glyphosate e glufosinate.

O intervalo de seguranca para cultura foi respeitado, os residuos encontrados para o
herbicida glyphosate estdo dentro do LMR recomendado, tornando o produto seguro para uso

€ consumao.
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