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1 RESUMO

O efeito benéfico de subdoses de substancias toxicas € conhecido ha muito tempo e este
fenbmeno é chamado de hormesis. Em agricultura, muitos sdo os casos de herbicidas que
em doses normais causam severas injurias nas plantas, mas que em doses muito baixas
promovem o crescimento de estruturas das plantas ou promovem outros efeitos benéficos,
como aumento do teor de proteina em plantas. Objetivou-se com este trabalho avaliar o
efeito de hormesis dos herbicidas glyphosate, amicarbazone, mesotrione, imazapic e
carfentrazone em soja, além de explorar se o efeito de hormesis na soja é afetado por um
pré-tratamento com baixas doses de glyphosate e mais tarde exposta as mesmas doses ou
doses maiores. Para isso, trés experimentos distintos foram conduzidos, sendo que no
primeiro, sete doses do herbicida glyphosate (0; 1,8; 3,6; 7,2; 36; 180 e 720 § e.a.ha
foram aplicadas sobre as plantas de soja e avaliadas quanto a taxa de transporte de elétrons
(ETR), acumulo de compostos quimicos alterados em funcéo da acédo do glyphosate (acido
chiquimico, acido benzoico, acido salicilico, AMPA, fenilalanina, tirosina e triptofano) e
massa de matéria seca das plantas. No segundo experimento, foi feito um pré-tratamento
das plantas com subdoses do glyphosate (0; 1,8; 3,6 e 7,2 g'e)amdcastadio V2 e 14

dias apos esta aplicacéo, as plantas receberam uma segunda aplicacédo de diferentes doses
do glyphosate (0; 1,8; 3,6; 7,2; 36; 180 e 720 g e-4) kaposteriormente avaliadas quanto

ao acumulo de massa de matéria seca e acido chiquimico. No terceiro experimento, foram

testadas uma completa curva de dose-resposta dos herbicidas amicarbazone, mesotrione,



imazapic e carfentrazone sobre plantas de soja e avaliadas a ETR das plantas e a massa de
matéria seca. Os resultados indicaram que em baixas doses o glyphosate estimulou a ETR
e aumentou a biomassa. Os compostos da rota do acido chiquimico como o acido benzoico
e salicilico apresentaram, respectivamente, incrementos de 203 e 170% na subdose de 3,6 g
e.a. hd de glyphosate e para os aminoacidos fenilanina, tirosina e triptofano também
houve uma resposta positiva da aplicacdo do glyphosate, com aumento da concentracéo
destes nas menores doses e reducdo nas doses mais elevadas. O pré-tratamento com 3,6 g
e.a. hd de glyphosate foi o que melhor promoveu hormesis para as raizes e parte aérea da
soja, nas doses estimadas de 11,3 e 3,2 g & ardspectivamente, na segunda aplicacao.

Para a massa seca total, a dose de 7,2 g &achpré-tratamento foi a que apresentou

maior hormesis, na dose estimada de 18,2 g &.adalyphosate na segunda aplicac&o.

Os herbicidas amicarbazone, mesotrione, imazapic e carfentrazone nas doses testadas nao

apresentaram hormesis ou estimulo na parte aérea da soja.

Palavras-chave:glyphosate, Glycine magubdoses.



2 SUMMARY

HORMESIS OF HERBICIDES ON SOYBEAN. Botucatu, 2014, 77 p. Teste
(Doutorado em Agronomia / Agricultura) — Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: FERDINANDO MARCOS LIMA SILVA
Adviser: EDIVALDO DOMINGUES VELINI

The beneficial effect of low doses of toxic substances is known a long time and this
phenomenon is called hormesis. In agriculture, there are many cases of herbicides that in
normal rates cause severe injuries in plants, but in very low doses promote the growth of
plant structures or other beneficial effect such as increase in the protein content in plants.
The objective of this study was to evaluate the effect of hormesis of glyphosate,
amicarbazone, mesotrione, imazapic and carfentrazone in soybean, in addition to exploring
if the effect of hormesis in soybeans is affected by a pretreatment with low doses of
glyphosate and later expose to the same doses or higher. For this, three separate
experiments were carried out, and on the first one seven doses of glyphosate (0; 1.8; 3.6;
7.2; 36; 180 and 720 g a.e’h were applied to the soybean plants and evaluated the
electron transport rate (ETR), the chemical compounds resulting from the action of
glyphosate (shikimic acid, benzoic acid, salicylic acid, AMPA , phenylalanine, tyrosine

and tryptophan) and hormesis effect on the dry weight of plants. The second experiment



was made a pretreatment of soybean plants with low doses of glyphosate (0; 1.8; 3.6 and
7.2 g a.e.hd) inthe V2 stage and 14 days later the plants received a second application of
different doses of glyphosate (0; 1.8; 3.6; 7.2; 36; 180 e 720 g a)edm subsequently
evaluated the dry weight of plants and shikimic acid. In the third experiment, was tested a
full dose-response of the herbicides amicarbazone, mesotrione, imazapic and carfentrazone
on soybean plants and evaluated the ETR and dry weight. The results indicated that at low
doses glyphosate stimulated ETR and increased biomass. The compounds from shikimic
acid pathway such as benzoic and salicylic acids had respective increases of 203 and 170%
in the dose of 3.6 g a.e. taf glyphosate and the amino acids phenylalanine, tyrosine and
tryptophan had a positive response of the glyphosate application, with increase in the
concentration of these amino acids in lower doses and the opposite effect at higher doses.
The pretreatment with 3.6 g a.eb&glyphosate promoted the best hormesis effect to the
roots and shoots in the estimated dose of 11.3 and 3.2 g aie.tha second application.

For the total dry weight, the dose of 7.2 g a.é" inahe pretreatment showed the largest
hormesis effect at the estimated dose of 18.2 g aof hglyphosate in the second
application. The amicarbazone, mesotrione, imazapic and carfentrazone in the evaluated

doses did not show hormesis effect or stimulus in the soybean shoot.

Keywords: glyphosateGlycine maxlow doses.



3 INTRODUCAO

E conhecido ha mais de um século que algumas substancias em
doses baixas pode ser benéfico, enquanto estas mesmas substancias sao letais em doses
elevadas. Este fenbmeno foi chamado pela primeira vez de a lei de Arndt-Schulz
(CALABRESE, 2005). Southam e Erlich (1943) introduziram o termo hormesis para
descrever o efeito de um composto de casca de carvalho que aumentou o crescimento de
fungos em baixas doses, mas fortemente o inibiu em doses mais elevadas. O conceito de
hormesis tem implicagcbes altamente controversas dentro das areas de toxicologia
ambiental e médica (CALABRESE, 2005; THAYER et al, 2005), uma vez que questiona
as formas como séo estabelecidos os valores limite para os poluentes e toxinas. Ha aqueles
que afirmam hormesis é a regra e ndo a exce¢ao e que representa uma resposta adaptativa
evolutiva baseada a interrupcdo induzida ambientalmente na homeostase (STEBBING,
1998; CALABRESE; BALDWIN, 2001). Outros sao mais céticos sobre a generalidade do
fendbmeno, reivindicando que hormesis levando a um aumento da aptiddo populacdo néo é
uma expectativa evolutiva e que, embora algumas caracteristicas podem ser estimuladas
por baixas doses de estresse, esta estimulacdo ir4 ocorrer a um custo, que pode ser o menor
desenvolvimento de outra parte da planta que ndo sofreu hormesis (FORBES, 2000;
PARSONS, 2003).

De fato , poucos estudos foram realizados tentando elucidar os
mecanismos por tras das relacdes dose-resposta bifasica frequentemente encontrados. A

maioria da publicacdes sobre hormesis vem de estudos destinados a investigar algum outro



problema , na maioria das vezes os efeitos de altas doses, e a resposta hormética raramente
€ mais do que notavel (STREIBIG, 1980).

Este & também o caso de estudos sobre o efeito de herbicidas em
plantas (STREIBIG, 1980). J4 que herbicidas sdo um dos grupos de produtos quimicos que
deliberadamente se propagam no ambiente em grandes quantidades, a compreensao de
como doses baixas afetam o crescimento e fisiologia de plantas € de extrema importancia ,
tanto para a producdo agricola quanto para contaminacdes ambientais. A maioria dos
herbicidas sdo compostos que inibem vias metabdlicas de plantas ou processos fisioldgicos
através da interagdo com proteinas especificas (DAYAN et al., 2010). Como consequéncia
da inibicdo, as plantas morrem ou param de crescer. Os agonistas de auxinas sdo excecoes
que promovem efeitos mediados pela auxina, resultante do crescimento descontrolado de
plantas. Como todos os herbicidas agem em vias ou processos cruciais para as plantas,
como Iinibidores ou estimulantes, possivelmente doses baixas de um herbicida podem
modificar o crescimento das plantas, o desenvolvimento, ou a composi¢cdo de uma forma
gue pode ser benéfico em algumas circunstancias.

Ha diversas teorias de que plantas podem ter contato com baixas
doses de herbicidas, incluindo a deriva, aplicacdo acidental na cultura em pulverizacdes
dirigidas para as ervas daninhas, contato de folhas da cultura com plantas daninhas
tratadas, protecdo de plantas mais altas reduzindo o niumero de gotas que podem atingir a
planta daninha, e absorcdo de baixas doses do solo. Herbicidas também podem ser
aplicados em baixas doses, como consequéncia dos movimentos laterais e verticais da
barra de pulverizacdo e da cobertura pelas culturas, plantas daninhas, ou palha
(GAZZIERO et al., 2006; SOUZA et al., 2007).

Varios herbicidas podem ter outros usos que nao apenas o controle
de plantas daninhas. Os efeitos secundarios dos herbicidas podem ter lugar em doses
normais ou em doses muito inferiores as recomendadas. Em alguns casos, como o0 uso de
herbicidas como maturadores da cana-de-acUcar e do uso de herbicidas agonistas de
auxinas em producédo de frutos, o uso comercial de baixas doses de herbicidas é uma
pratica comum. Em outros casos, como 0 uso de baixas doses de inibidores da PROTOX
para induzir resisténcia a patdgenos, essa pratica € raramente ou nunca utilizado, mesmo
com esse uso indicado no rétulo de um produto (VELINI et al., 2010).

Em todo o mundo, o glyphosate € o herbicida mais utilizado
(DUKE; POWLES, 2009). Embora seja 0 mais importante herbicida utilizado, ainda ha



muitas perguntas ndo respondidas sobre os seus efeitos sobre as plantas. Além de ser um
herbicida de largo espectro, o glyphosate estimula o crescimento de plantas em
concentracdes subtoxicas (SCHABENBERGER et al.,, 1999; WAGNER et al.,, 2003;
CEDERGEEN et al.,, 2007; CEDERGREEN, 2008; VELINI et al., 2008; BOTT et al.,
2009; SILVA et al.,, 2009; CEDERGREEN; OLESEN, 2010; BELZ et al.,, 2011;
CARVALHO et al.,, 2013). Alguns autores tém especulado que hormesis causada por
glyphosate pode ser um beneficio potencial de niveis de deriva de glyphosate em uma
cultura sensivel a este herbicida (CEDERGREEN, 2008; BELZ et al., 2011), enquanto que,
outros alegaram efeitos nocivos do glyphosate nas plantas em concentragbes que Sao
esperados efeitos horméticos (CAKMAK et al., 2009).

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de hormesis
dos herbicidas glyphosate, amicarbazone, mesotrione, imazapic e carfentrazone em soja,
além de avaliar se o efeito de hormesis na soja € afetada por um pré-tratamento com baixas

doses de glyphosate e mais tarde exposta as mesmas doses ou doses maiores.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Hormesis

Aureolus Philippus Theophrastus Bombastus von Hohenheim
(1493-1541), conhecido como Paracelsus, considerado por muitos como o0 pai da
toxicologia, € muitas vezes parafraseado por ter dito que “Tudo € veneno e ndo veneno; € a
dose que faz com que alguma coisa ndo seja ven€oai. esta declaracdo, Paracelsus
considerou uma segurancga aparente nas substancias toxicas em doses baixas (DUKE et al.,
2006). Alem disso, algumas substancias, embora toxicas em doses altas, podem ser
estimulantes ou mesmo benéficas em doses baixas. Este € 0 caso dos medicamentos que
sdo usados pelos seus efeitos benéficos, bem como com os defensivos agricolas que sao
normalmente utilizados como substancias téxicas para plantas daninhas, pragas e doencas.
Este efeito estimulante de uma baixa dose de um toxico € chamada hormesis.

Hormesis vem do gregohtrmo” que significa “excitar”, foi
originalmente definido como um comportamento bifdsico, no qual uma caracteristica
biolégica é estimulada por baixas doses de um composto, mas inibida por altas doses do
mesmo (BUKOWSKI; LEWIS, 2000; CALABRESE; BALDWIN, 2000; CALABRESE;
BALDWIN, 2001; TURTURRO et al.2001). Embora este fenbmeno foi reconhecido
anteriormente, o termo hormesis foi usado primeiramente Southam e Erlich (1943) para
descrever o efeito de um composto de casca de carvalho que promoveu o crescimento de

fungos em baixas doses, porém, fortemente inibida em doses elevadas.



Hormesis tem sido encontrada em todos os grupos de organismos,
desde bactérias e fungos até plantas superiores e animais (CALABRESE, 2005). Diversas
pesquisas tem evidenciado o efeito hormético com outras substancias e ndo somente em
herbicidas, como hormesis por meio de estresse oxidativo na biologia do envelhecimento
(FINKEL; HOLBROOK, 2000), restricdo calérica na extensdo do ciclo de vida
(GUARENTE; KENYON, 2000), choque térmico, desnaturacdo protéica e resisténcia ao
estresse na longevidade (BUTOV et al., 2001; JOHNSON et al., 2001; VERBEKE et al.,
2001; YASHIN et al., 2001; MICHALSKI; YASHIN, 2002), acdo do oxicloreto de cobre
na reproducdo do &caro-vermelho-do-café (REIS; TEODORO, 2000), do efeito da
abamectina na reproducédo de formigas (ANTUNES et al., 2001) e da permetrina no
desenvolvimento e reproducdo do preda@wpputius cincticepgStal) (Heteroptera,
Pentatomidae) (ZANUNCIO, 2001).

Segundo Duke et al., (2006), o maior foco dos estudos de hormesis
tem sido em animais, ja que ha um grande interesse em efeitos horméticos no ambito das
ciéncias farmacéuticas e toxicolégicas. Menor documentacdo existe sobre hormesis nas
plantas, e praticamente ndo ha informacfes sobre os mecanismos envolvidos aos efeitos
observados de hormesis. Pesquisas tém sido realizadas no sentido de avaliar possiveis
efeitos horméticos em plantas, principalmente com o uso de herbicidas. A resposta
estimulatéria € medida em diferentes parametros variando de crescimento com base no
peso, altura ou area foliar, ou ainda mudancas fisiologicas, como teor de proteina. Uma
resposta estimulatéria ndo tem a mesma caracteristica ou efeito que outras respostas
estimulatérias. Por exemplo, alguns herbicidas (como bromacil, chloramben, bromoxinil,
propachlor, terbacil, EPTA, e MSMA), podem estimular o crescimento das raizes em
baixas doses, mas nao tém efeito estimulador sobre o crescimento de caules qualquer outra
dose (WIEDMAN; APPLEBY, 1972). Da mesma forma, um aumento de 100% na folha de
cevada em comprimento ocorreu quando as plantas foram expostas metsulfuron-methyl,
enquanto as plantas mesmo ndo tiveram aumento de peso de matéria seca total
(CEDERGREEN et al., 2005).

O efeito hormesis pode provocar diferentes respostas
estimulatérias, que depende do produto quimico que esta sendo aplicado, da planta que
esta recebendo esse composto, e como ele age na morfologia e na fisiologia dessa planta.
Alguns desses mecanismos causados por hormesis podem representar tentativas

fisiologicas na planta, que faz com que esta tente compensar o estresse quimico. Um
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exemplo disso € 0 aumento no numero das sementes produzidas por uma planta quando

submetida a situacfes de estresse, ela tem essa reagdo na tentativa de dar a préxima
geracdo uma condicdo mais favoravel para germinar e se desenvolver. Isso também pode

explicar o crescimento mais acentuado do sistema radicular de outras plantas como a aveia

(Avena sativa L.) e pepin€(cumis sativug.) (WIEDMAN; APPLEBY, 1972).

Os herbicidas auxinicos sdo exemplos bem conhecidos de produtos
quimicos que aumentam o crescimento em concentragdes nao toxicas imitando a auxina,
horménio do crescimento, mas que sdo letais em doses mais elevadas (ALLENDER,
1997). Outros mecanismos ndo hormonais também podem ser importantes para obter uma
resposta hormética. Como exemplo, podemos destacar 0 mecanismo com que o glyphosate
age nas plantas, que esta relacionado ao fato de que ele inibe a via do acido chiquimico,
sendo a fonte dos precursores a lignina (SCHMIDT, 1997). Isto pode preferencialmente
inibir a sintese de lignina em baixas doses, fazendo as paredes celulares mais elasticas por
um periodo mais longo durante o desenvolvimento, resultando em um maior crescimento
longitudinal (DUKE et al., 2006).

Do ponto de vista energético e evolutivo, as respostas estimulantes
observadas em baixos niveis de estresse quimico deve raramente conduzir a uma melhoria
da aptiddo do organismo (FORBES, 2000; PARSON, 2003). Em outras palavras, pode
haver um custo da resposta hormética. Este custo pode ser pago a custa do
desenvolvimento de uma caracteristica diferente do que demonstra hormesis. No entanto,
poucos estudos tém medido mais de uma caracteristica, a fim de testar se tal alocacdo de
recursos ocorre. A compensacdo pode também ser revertida ao longo do tempo, de modo
que um aumento inicial em crescimento pode ser seguido por uma reducao, se o estresse
persiste ao longo do tempo. Isso tem sido observado para hormesis em animais de
sistemas-teste (STEBBING, 2002; CALABRESE, 2005).

Hormesis ndo € necessariamente benéfico ou prejudicial na
agricultura. O julgamento da conveniéncia de hormesis depende do resultado que é
desejado e como a hormesis reforca isso. O tratamento de uma cultura com uma subdose
de um herbicida para uma mudanca fenotipica desejavel poderia ser valioso (DUKE et al.,
2006). Por exemplo, glyphosate em subdoses de forma comercial é aplicado para estimular
0 acumulo de sacarose e evitar o florescimento em cana-de-agucar (CLOWES, 1978; 1980;
CLOWES; INMAN-BAMBER, 1980; DUSKY et al., 1986; SUBIROS, 1990; SU et al.,
1992; CASTRO, 1999; McDONALD et al., 2000; CASTRO et al., 2002; BENNETT,;
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MONTES, 2003; CASTRO; MESCHEDE, 2009; MESCHEDE et al., 2009; VELINI et al.,
2009; ARALDI et al.,, 2010). Este efeito hormético € altamente benéfico para os
agricultores, e um tratamento de baixa dose de glyphosate é usado em todo o mundo na
producdo de cana-de-acucar. Baixas doses de outros herbicidas para efeitos agronémicos
desejados foram propostos em documentos e patentes. Por exemplo, baixas doses de
herbicidas inibidores da PROTOX fornecem proteccdo de culturas de agentes patogénicos
de plantas, aparentemente através da elicitacdo das defesas contra agentes patogénicos
(NELSON et al., 2002).

Com excec¢do do glyphosate como maturador de cana-de-aglcar e
herbicidas auxinicos na producado de frutas, o uso dos efeitos benéficos da hormeseis néo
sao usados comercialmente, pelo menos ndo propositalmente, ja que produtores podem ser

ocasionalmente beneficiados por este fenbmeno inadivertidamente.

4.2 O herbicida glyphosate

O glyphosate (N-phosphonomethylglycine) € amplamente usado
para controle de plantas daninhas em culturas anuais e perenes em todo o mundo, além de
apresentar rapida ligacdo as particulas do solo e biodegradacdo, bem como baixa
toxicidade a mamiferos, aves e peixes (NEUMANN et al., 2006; PLINE-SRNIC, 2006;
AHSAN et al., 2008; PRESTON; WAKELIN, 2008). Este herbicida é uma ferramenta
essencial para o desenvolvimento de sistemas de produgdo sustentavel, e nos ultimos anos
seu consumo tem aumentado continuamente devido ao desenvolvimento de variedades
resistentes ao glyphosate (DUKE; POWLES, 2008). O glyphosate é também amplamente
usado para controlar plantas indesejaveis em areas ndo agricolas como estradas, ferrovias e
corpos d'agua (VELINI et al., 2010).

O glyphosate € uma das moléculas herbicidas mais estudadas
mundialmente em termos de seguranca ambiental e salude humana e possui uma das
maiores bases de dados a dentre todos os pesticidas (GIESY et al., 2000; WILLIAMS et
al., 2000). Essa molécula foi descoberta na década de 1950, teve sua propriedade como
herbicida descoberta em 1970 e sua comercializagéo iniciada em 1974 quando foi aprovada
nos Estados Unidos (GALLI; MONTEZUMA, 2005). A principal rota de degradacao do
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glyphosate é pelos microrganismos de solo e agua (por processos aerdbicos e anaerdbicos),
gue o decompdem em compostos naturais. Uma caracteristica importante do glyphosate é a
sua capacidade de ser adsorvido pelas particulas de solo e permanecer inativo até sua
completa degradacao. O glyphosate é rapidamente degradado por microrganismos do solo,
sendo que sua meia-vida média (tempo médio necessario para que metade da quantidade
aplicada do produto seja degradada) é de 32 dias. Esse resultado foi obtido em 47 estudos
conduzidos em campos agricolas e areas de reflorestamento em diferentes localidades
geogréficas (GIESY et al, 2000).

Quando o glyphosate é aplicado sobre as plantgas, ocorre,
inicialmente, uma rapida penetragdo, seguida por uma longa fase de lenta penetracgéo,
sendo que a duracado dessas fases depende de numerosos fatores, incluindo espécie e idade
da planta, condicbes ambientais, concentracdo de glyphosate e surfactante. O glyphosate &
movel no floema e rapidamente translocado por todas as partes da planta, mas tende a se
acumular nas regibes meristematicas. Nas plantas, o glyphosate € muito estavel, com
pequena degradacdo detectavel ocorrendo em longo periodo de tempo (GRUYS;
SIKORSKI, 1999).

O mecanismo de acdo do herbicida glyphosate é atribuido a
inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (SPURRIER, 1973;
GROSSBARD; ATKINSON, 1985; FRANZ et al., 1997), que catalisa a reacéo na qual
chiquimato-3- fosfato (S3P) reage com fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-
enolpiruvilchiqguimato-3- fosfato (EPSP) e fosforo inorganico (Pi) (GEIGER; FUCHS,
2002; KOGER et al., 2005; MARIA et al., 2005; MOLDES et al., 2008; REDDY et al.,
2008). Essa reacgao ocorre em duas etapas, iniciando pela ligagdo da enzima EPSPs ao S3P,
formando o complexo EPSPs-S3P; em seguida, o PEP liga-se a esse complexo, permitindo
0 prosseguimento da reacdo, finalizando com a producdo de EPSP; quando a planta &
exposta ao produto herbicida, o glyphosate néo ira se ligar a enzima EPSPs livre, mas sim
ao complexo EPSPs-S3P, impedindo que ocorra a sua interagdo com PEP, ao formar o
complexo inativo EPSPs-S3P-glyphosate (FRANZ et al., 1997; TAN et al., 2006).

Por apresentar esse mecanismo de acdo, o glyphosate atua
diretamente na via do chiquimato (Figura 1), inibindo a sintese de amino&cidos aromaticos
essenciais, como fenilalanina, tirosina e triptofano, que s&o precursores de outros
compostos, como lignina, alcaloides, flavonoides e acidos benzoicos (TAN et al., 2006;

REDDY et al., 2008), que sao indispensaveis para a sintese de proteinas e o crescimento
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das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2006; NELSON, 2008). Assim, o efeito mais rapido e
drastico da aplicacdo de glyphosate em plantas sensiveis e o acumulo de chiquimato
(AMRHEIN et al., 1980; LYDON; DUKE, 1988).

Photosynthetic Carbon Reduction Cycle
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Figura 1. Sintese do acido chiquimico e aminoacidos aromaticos em plantas. Adaptado por
Velini et al. (2009) de Mousdale et al. (1991), Mauch-Mani e Slusarenko (1996), Peterson
et al. (1996), Guillet et al. (2000), Wildermuth et al. (2001), Tanner et al. (2003), Rippert et
al. (2004).

O glyphosate pode ainda afetar diretamente a fotossintese da

planta, reduzindo a atividade da enzima ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase
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(Rubisco), do acido 3-fosfoglicerico (AHSAN et al., 2008), diminuindo a sintese de
clorofila e interferindo na organizagdo do aparelho fotossintético (MARIA et al., 2005;
AHSAN et al., 2008). Fuchs et al., (2002) e Nelson (2008) destacam outras consequéncias
conhecidas da acdo do glyphosate, tais como brangueamento, clorose e reducdo do
crescimento, concentrados principalmente em tecidos metabolicamente ativos, tais como

folhas imaturas, brotamentos, botdes florais e raizes.

4.3 Efeitos Secundarios do Glyphosate

O glyphosate é o unico herbicida comercialmente disponivel que
inibe a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), bloqueando a sintese
de aminoacidos aromaticos e compostos secundarios derivados destes aminoacidos (DUKE
1988). Véarios compostos produzidos a partir de aminoacidos aromaticos estdo envolvidos
com a regulacédo do crescimento, qualidade da madeira, efeitos alelopaticos e resisténcia a
pragas e doencas. Alguns exemplos desses componentes sdo o acido indolacético, lignina,
acido salicilico, &cido metil salicilico e estilbenes (VELINI et al., 2009).

A maioria das espécies de plantas € sensivel ao glyphosate. Plantas
tratadas com glyphosate acumulam altos niveis de chiquimato (AMRHEIN et al., 1980;
1981; BECERRIL et al., 1989; BURKE et al., 2005; DUKE, 1988; HARRING et al., 1998,
SINGH; SHANER, 1998; VELINI et al., 2008;). Este herbicida pode ser util para aumentar
o contetdo do chiquimato em plantas, que € matéria-prima de grande interesse industrial
formado na via de aminoacidos aromaticos das plantas (JOHANSSON et al., 2005), pois é
um precursor para semi-sintese de oseltamivir (ENSERINK, 2006), uma droga antiviral
utilizado para o controle de linhagens nao-resistentes do virus influenza. Tem havido uma
escassez mundial de chiquimato, e glyphosate pode ser usado para aumentar a producao
em espécies como o aniz estreladlwiym verumHook. F.), uma fonte da qual é extraido
comercialmente.

A EPSPs nao é exclusivo em plantas, sendo uma enzima chave na
sintese de aminoacidos aromaticos em plantas, bactérias e fungos (KISHORE; SHA, 1998;
FENG et al., 2005). Varios autores tém relatado o controle eficaz da ferrugem apoés a

aplicacao de glyphosate em soja e trigo resistentes ao glyphosate em condi¢cdes de campo
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(ANDERSON; KOLMER, 2005; FENG et al., 2005; 2008; SOARES et al., 2008). Como o
glyphosate pode afetar plantas e patdégenos, seus efeitos sobre a severidade da doenca ndo é
uniforme. Enquanto a inibicdo de patégenos e doencas tem sido frequentemente relatada, a
severidade de algumas doencas nao foi afetada ou aumentada pelo glyphosate (DUKE et
al., 2007; SANYAL; SHRESTHA 2008). Embora o glyphosate seja fungicida e bactericida
com efeito em patdgenos de plantas, em plantas nao-resistentes ao glyphosate ele pode
reduzir os niveis de fitoalexinas tornando a planta mais suscetivel ao patégeno (KEEN et
al., 1982; SHARON et al., 1992). Assim, em culturas nédo resistentes ao glyphosate o efeito
de glyphosate sobre a viruléncia da doenca é um equilibrio entre o efeito relativo do
glyphosate sobre a planta versus o patégeno. A maior parte da literatura sugere que o
patdgeno venca esta competicdo. No entanto, em culturas resistentes ao glyphosate, ha
evidéncias crescentes de que a cultura pode se beneficiar da aplicacdo de glyphosate em
sua batalha contra alguns agentes patogénicos. Essas interagdes merecem um estudo mais

aprofundado.

O glyphosate aplicado em baixas doses pode aumentar o
crescimento das plantas. O efeito estimulante de subdoses de uma substancia toxica é
chamado hormesis e tem sido relatada em baixas doses de herbicidas em muitas plantas,
incluindo glyphosate (SCHABENBERGER et al., 1999; WAGNER et al., 2003; DUKE et
al., 2006; CEDERGREEN et al., 2007; VELINI et al., 2008). Efeitos causados pela
aplicacao acidental, deriva de glyphosate tem sido estudados em culturas como algodéo,
beterraba, café, cana-de-agucar, cevada, citros, eucalipto, maracuja, soja (GEIGER et al.,
1986; TUFFI SANTOS et al.,, 2006; YAMASHITA; GUIMARAES, 2006; WAGNER
JUNIOR et al.,, 2008; GRAVENA et al., 2009; FRANCA, 2009; SILVA, et al., 2009;
BELZ; CEDERGREEN, 2010; CEDERGREEN; OLESEN, 2010; FRANCA et al., 2010;
MACHADO et al., 2010; OLESEN; CEDERGREEN, 2010; ZOBIOLE et al., 2010a,b,c;
CARVALHO et al., 2013). Doses sub-letais de glyphosate estimulam o crescimento de
uma variedade de espécies de plantas e hormesis provavelmente esteja relacionado com o
sitio de acéo do glyphosate, uma vez que o efeito ndo foi observado em plantas resistentes
ao glyphosate (VELINI et al., 2008). Baixas doses de glyphosate ndo sdo recomendadas
como um estimulante de crescimento das culturas, como a dose hormética pode variar
consideravelmente, dependendo de varios fatores, incluindo o clima, a variedade da planta,

fase de desenvolvimento e formulacao de glyphosate.
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O efeito de hormesis do glyphosate tem sido observado em plantas
como Abutilon thophrasti Commelina benghalensi&chinochloa crus-galli Eucalyptus
grandis Glycine max Hordeum vulgare Pinus caribea, Stellaria media,
Tripleurospermum inodorujrSaccharumspp. eZea mayS(SCHABENBERGER et al.,
2007, VELINI et al., 2008, SILVA et al., 2009, CEDERGREEN; OLESEN, 2010; BOTT
et al., 2011).

O glyphosate também pode ser aplicado em baixas doses para
estimular o acimulo de sacarose e evitar o florescimento na cana de Sagchaum
officinarumL.) (CLOWES, 1978; 1980; CLOWES; INMAN-BAMBER, 1980; DUSKY et
al., 1986; SUBIROS, 1990; SU et al., 1992; CASTRO, 1999; McDONALD et al., 2000;
CASTRO et al., 2002; BENNETT; MONTES, 2003; CASTRO; MESCHEDE, 2009;
MESCHEDE et al., 2009; VELINI et al., 2009; ARALDI et al., 2010). O mecanismo deste
efeito ndo & compreendido, mas o glyphosate € utilizado em todo o mundo com doses que
variam tipicamente de 40 al180 g e.a! bamo maturador da cana-de-aclicar. Doses mais
elevadas do que isso podem causar branqgueamento da soqueira e nanismo.

Machado et al., (2010) observaram estimulo na taxa de fotossintese
e na eficiéncia no uso de agua por plantas de eucalipto submetidas a aplicacdo de subdoses
de glyphosate (43 e 86 g i.a.aaos 21 DAA, mas para as demais caracteristicas
fotossintéticas esse estimulo n&o foi verificado. Cedergreen e Olesen (2010) verificaram
estimulo na fotossintese de plantas de cevada quando expostas a subdoses de glyphosate
(11 a 45 g e.a. H3, sendo que esse efeito persistiu até a colheita. A taxa fotossintética
também foi aumentada com aplicacéo de subdoses (180 e 360 ¢ede blyphosate aos
10 e 45 dias apés o transplantio, em trabalho conduzido por Carvalho (2011), sendo que
este estimulo se repetiu para outros parametros avaliados, como altura, numero de folhas,
area foliar e matéria seca apenas para as plantas que receberam a aplicacdo do herbicida
mais tardiamente.

Os resultados da produtividade, na porcentagem em relacdo a
testemunha e com base na produgdo por &rea, permitiu constatar a existéncia do efeito
hormético em algodoeiro apds a aplicacdo do glyphosate. Assim sendo, até a dose de 23 g
do i.a. hd ocorreu incremento na produtividade e a partir desse ponto, houve reducéo
nessa variavel, indicando o inicio da fitotoxicidade do produto (FURLANI JUNIOR et al.,
2009). Os valores de numeros de capulhos também foram incrementados com as doses
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iniciais, porém até a faixa de 10 g do e.&", l@rroborando com os resultados obtidos por
Meschede et al., (2008), que verificaram incremento na matéria seca de folhas e raizes de
Commelina bengalensis até a dose de 10 g do € a. ha

Da mesma forma, Velini et al. (2008), verificaram o efeito
hormesis em milho, soja, eucalipto e pinus a partir de 1,8 até 36 g do’e.Ratmsoja e
milho, os autores verificaram incrementos maximos da matéria seca da parte aérea de
27,81% e 25,46% para as doses de 14,2 e 22,6 g & aebpectivamente. Cedergreen
(2008) testou em cevada, 10 a 15 doses de oito herbicidas e observou que glyphosate e
metsulfuron-methyl estimularam o crescimento da biomassa em aproximadamente 25%

guando aplicados em doses correspondentes a 5 a 10% da dose recomendada.

4 .4 Efeitos secundarios de outros herbicidas

Desde o inicio do desenvolvimento dos herbicidas nos primeiros
anos apos a segunda guerra mundial, estimulos em plantas em resposta a baixas doses de
herbicidas foram anotados (DUKE et al., 2006). Apenas alguns estudos tém tentado
investigar os mecanismos por tras da estimulacdo do crescimento, e para aqueles que o
fizeram, os resultados foram amplamente inconclusivos (ALLENDER et al.,, 1997;
MORRE, 2000; APPLEBY, 2001).

Sobre se a ocorréncia de hormesis é real ou se se trata de um erro
experimental, um estudo recente de banco de dados incluindo 687 curvas de dose-resposta,
divididos entre trés espécies de plantas ou algas e 10 herbicidas, mostrou médias dos
tratamentos acima do nivel da testemunha em 25-76% das curvas de dose-resposta,
dependendo da espécie (CEDERGREEN et al., 2007). Em algumas espécies, hormesis,
portanto, parece acontecer com mais freqiéncia do que seria previsto por acaso. O estudo
também mostrou uma grande variacdo entre os diferentes herbicidas, em termos de quais
induziram hormesis. Alguns apenas o fizeram em menos de 20% das curvas analisadas,
enquanto que outros tinham curvas bifasicas significativas de dose-resposta em mais de
70% das curvas (CEDERGREEN et al., 2007). Assim, estes resultados indicam que nao
apenas os estimulos de crescimento aconteciam, mas também que nem todos os herbicidas

sdo igualmente eficazes na inducdo deste aumento no crescimento. As curvas de dose-
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resposta analisadas ndo foram, como a maioria dos outros relatérios hormesis, concebida
para investigar efeitos de baixas doses . Por isso, ndo se pode excluir que o uso de doses
mais baixas podem revelar uma resposta hormeética para todos os herbicidas, confirmando
as teorias de curvas de dose-resposta bifasica ser um fenébmeno geral (CALABRESE;
BALDWIN, 2001).

Resta saber se o aumento de crescimento observado € real ou
apenas um resultado de trocas entre as caracteristicas, ja que estudos sobre insetos
demonstraram que baixas doses de produtos quimicos podem melhorar a producao de
ovos, mas que a producdo aumentada de descendéncia foi contrabalanceada por uma
menor sobrevivéncia destes insetos (FUJIWARA et al., 2002; ZANUNCIO et al., 2003).
Similares trocas entre as caracteristicas poderia ser esperado em plantas, que pode alocar
seus recursos em maneiras de otimizar o seu crescimento sob condi¢bes de estresse. E
sabido que as plantas podem alocar biomassa radicular em manchas de solo onde o
ambiente é favoravel em termos de agua e nutrientes, evitando manchas de solo mais
desfavoraveis (KLEIJN; VAN GROENENDAEL, 1999; WIJESINGHE; HUTCHINGS,
1999). Concentracdes subletais de herbicidas em solos, portanto, podem induzir um
aumento da alocacdo de biomassa para as raizes para promover a busca de um habitat raiz
mais favoravel. Na verdade, para sete herbicidas aplicados, Weidman e Appleby (1972)
mostraram que o crescimento de raizes de aveia e pepino foi aumentado em baixas doses
do herbicida, enquanto o crescimento da parte aérea foi afetado. Para os restantes quatro
herbicidas testados, tanto o crescimento da raiz quanto de parte aérea foram afetados.

Outros padroes de alocagdo podem ser vistos em plantas
pulverizadas. Na maioria dos estudos mostrando hormesis, apenas uma caracteristica é
medida, geralmente a biomassa da parte aérea, comprimento e area foliar desta
(WEIDMAN; APPLEBY, 1972; ALLENDER et al., 1997; SCHABENBERGER et al.,

1999; DAVIES et al., 2003; CEDERGREEN et al., 2007). Qualquer tipo de alocacdo de
recursos ndo pode ser avaliada a partir desses estudos. Por isso, ndo se pode excluir que o
crescimento da biomassa da planta toda é afetada na dose “Hormética”, mas que uma
mudanca na proporcao raiz:parte aérea, uma alocacao de biomassa entre folhas e caules ou
um aumento da area foliar especifica estdo causando a estimulagcdo do crescimento
aparente.

Duke et al. (2006) citam diversos trabalhos publicados que relatam

efeitos de hormesis promovidos por herbicidas, em diversas culturas, como centeio,
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cevada, ervilha, soja, trigo, milho e grama, com resposta estimulatéria medida em
diferentes parametros, como teor de proteina, crescimento, aumento de biomassa e
resisténcia a patdogenos.

Segundo Velini et al. (2010), a via de sintese de carotendides esta
associada a resisténcia de plantas a pragas, doencgas, controle de plantas daninhas (todos
herbicidas inibidores da sintese de carotendides atuam nesta via), alteragcbes no
desenvolvimento das plantas e crescimento (associados com o equilibrio hormonal) e
tolerancia a estresses ambientais, com énfase em estresse hidrico, que é associado a
producédo, acumulo e metabolismo do acido abscisico (ABA).

Em geral, as plantas sob déficit hidrico acumulam ABA, resultando
numa maior velocidade de abertura e fechamento estomatico, maior eficiéncia do uso da
agua e manutencdo do crescimento das raizes primarias em baixos potenciais de agua
(SAAB et al.,, 1990; ROSS, 1992; POPOVA, 1998; LIOTENBERG et al.,, 1999). O
herbicida fluridone tem sido utilizado experimentalmente para bloquear a sintese de ABA
em plantas (FONG et al., 1983; SAAB et al., 1990; SHARP et al., 1994; POPOVA 1998;
SHARP; SPOLLEN et al., 2000; LENOBLE, 2002;). Avaliacdo dos efeitos de outros
herbicidas extensivamente utilizados que inibem a sintese de carotendides na acumulacéo
de ABA, fotossintese e tolerancia a seca pode ser muito util.

O herbicida mesotrione é um inibidor da sintese de carotendides, de
acao sistémica, recomendado para o controle em pos-emergéncia de plantas daninhas mono
e dicotiledéneas na cultura do milho e cana-de-acucar. Pertence ao grupo quimico das
tricetonas e atua sobre as plantas infestantes inibindo a biossintese de carotendides através
da interferéncia na atividade da enzima HPPD (4-hidroxifenil-piruvato—dioxigenase) nos
cloroplastos. Os sintomas envolvem branqueamento das plantas infestantes sensiveis com
posterior necrose e morte dos tecidos vegetais em cerca de uma a duas semanas. Este
herbicida é absorvido tanto pelas raizes quanto pelas folhas e ramos, sendo uma molécula
bastante movel na planta, com translocacdo apossimplastica (RODRIGUES; ALMEIDA,
2005).

Entre os inibidores de ALS, sulfometuron-methyl tem sido
amplamente utilizado em doses que variam de 10 a 20 gdmao maturador de cana-de-
acucar (Castro, 1999; 2000; Castro et al., 1996; 2009). Imazapic (Gover et al., 2004;
Hixson et al., 2007; Cavalieri et al., 2010), imazametabenze (Yelverton et al., 1997) e

chlorsulfuron (Hixson et al., 2007) foram eficazes para reduzir o crescimento de grama, a
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fim de reduzir a frequéncia de corte. Imazapic promoveu longa supressdao em grama
batatais Paspalum notaturfrliige), mas doses acima de 71 g* heduziram a densidade

de plantas (Yelverton et al., 1997). Quando pulverizado sobre azelkehuni
arundinaceun{Schreb.) S.J. Darbyshire] com doses que variam de 9 a 53 grtezapic
suprimiu novo crescimento vegetativo e frutificacédo por trés meses (Hixon et al., 2007).

O herbicida imazapic é de acdo sistémica do grupo quimico
imidazolinona, recomendado para o controle de plantas daninhas na cultura da cana-de-
acucar no Brasil (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). De acordo com Trezzi e Vidal (2001),
sua acdo é resultado da reducdo dos niveis de trés aminoacidos alifaticos de cadeia
ramificada, valina, leucina e isoleucina, através da inibicdo do acido hidroxiacético
sintetase (AHAS), uma enzima comum na via biossintética desses aminoacidos a inibicao
interrompe a sintese proteica, que por sua vez interfere na sintese de DNA e no
crescimento celular.

A biossintese desses trés aminoacidos e a enzima ALS néo ocorrem
em animais, 0 que explica a sua baixa toxicidade aguda oral e dérmica, jA em plantas é
absorvido pela folhagem e raizes e translocado rapidamente atraveés do xilema e floema
para as regides meristematicas da planta, onde se acumula, embora a interrupcdo de
crescimento e a morte das regifes meristeméticas ocorra logo apos a aplicacéo, a clorose
das folhas novas e a necrose dos tecidos podem demorar em algumas espécies até quatro
semanas (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

As imidazolinonas controlam um amplo espectro de plantas
daninhas, incluindo poaceas, ciperdceas e latifoliadas. Esses herbicidas sdo absorvidos
pelas raizes e folhas das plantas, sendo transportados pelo floema e xilema, acumulando-se
nos pontos de crescimento; dessa forma, o efeito fitotoxico das imidazolinonas € causado
pela deficiéncia desses aminoacidos, provocando a diminuicdo na sintese de proteinas e de
DNA, afetando assim a divisdo celular e a translocagéo de fotossintatos aos pontos de
crescimento. Esses processos provocam redugcdo no crescimento das plantas e no
alongamento das folhas e cloroses entre as nervuras foliares (SHANER; SINGH, 1993;
TAN et al., 2006). O herbicida imazapic possui atividade residual no solo, o que lhe
confere a acdo herbicida sobre a sementeira das plantas daninhas, o imazapic € uma
molécula que apresenta solubilidade em &gua de 2.200'ragrieia vida no solo de cerca

de 120 dias (VENCILL, 2002). A persisténcia das imidazolinonas no solo é influenciada



21

pela umidade, temperatura, exposi¢cdo a luz solar (RENNER et al., 1988) e pelo grau de
sor¢ao do solo.

A enzima protoporfirinogénio IX oxidase, conhecido como Protox
ou PPO, corresponde ao local de ac&o dos herbicidas de varios grupos quimicos diferentes.
A acdo do herbicida implica na promocdo de estresse oxidativo através da producédo de
radicais livres (DAYAN; DUKE, 1997). Leve estresse oxidativo € conhecido por induzir
defesas da planta contra patdégenos, incluindo a inducédo da sintese de fitoalexinas. Os
potenciais efeitos de inibidores Protox para aumentar as defesas da planta contra patdgenos
de plantas foi observado muito cedo (KOMIVES; CASIDA, 1983) sendo confirmada em
varios estudos mais recentes (DISSANAYAKE et al., 1998; DANN et al., 1999; NELSON
et al., 2002a,b; DAUGROIS et al., 2005). O efeito pratico mais importante tem sido o de
lactofen que tem um roétulo indicando o efeito de supressdo de mofo branco da soja
(Sclerotinia sclerotiorun através do seu efeito indireto de induzir a producdo de
fitoalexinas.

O carfentrazone-ethyl pertence ao grupo quimico das triazolinonas
e tem como mecanismo de acédo a inibicdo da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), que
€ a enzima envolvida na rota biossintética da clorofila. Logo, nas plantas tratadas com este
herbicida, ocorre acumulo de protoporfirinogénio 1X, que, na presenca da luz, esta
envolvido na formacdo de oxigénio singleto, responsavel pela peroxidacdo de membranas
(DAYAN et al.,, 1997). Isso causa rapida dessecacdo das espeécies suscetiveis e a
sintomatologia pode ser observada no mesmo dia da aplicacéo (Corréa & Borges, 2000).

A acdo e codificacdo da Protox, que esta presente e atua nos
cloroplastos, produzindo clorofila e nas mitocondrias, produzindo heme, € inteiramente
codificada no nucleo (WATANABE et al., 2001). O heme € um componente de enzimas
como catalases e peroxidases além de proteinas como a hemoglobina e citocromos.
Watanabe et al. (2001) também estudaram e demonstraram a existéncia da translocacao
intracelular do Protoporfirinogenio e da Protoporfirina IX. Os resultados indicam que os
excessos destes compostos presentes nos cloroplastos e citosol, em decorréncia da acéo
subletal de herbicidas (aplicados em baixas doses), podem ser utilizados nas mitocéndrias
para a producdo de grupos heme (WATANABE et al.,, 2001). A deficiéncia de heme e
hemoglobina esta associada a anemia (Porphyrin — Wikipedia, the free encyclopedia),
assim como falhas na producdo de heme a, heme b e heme c ja foi associada ao
envelhecimento (ATAMNA et al, 2002) e ao mal de Alzheimer (ATAMNA; FREY, 2004)
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em humanos. Nao foram encontradas informagfes sobre os possiveis efeitos do aumento
da concentracdo de heme em alimentos de origem vegetal, sobre a saiude de humanos e
outros animais.

Com relacéo aos herbicidas inibidores da Glutamina Sintase (GS),
esta é uma enzima essencial no caminho da sintese de glutamina, o glufosinato € o Unico
herbicida comercialmente disponivel, que age sobre esta enzima. O composto microbiano
bialaphos é um precursor da L-fosfinotricina, a forma natural de glufosinato, que é uma
mistura racémica de sintese quimica, L e D-fosfinotricina. O D enantibmero € inativo
como herbicida. A morte das plantas intoxicadas por glufosinato ndo é causado pela falta
de glutamina ou glutamato, mas pelo excesso de aménia nao incorporada (LYDON;
DUKE, 1999). Bialaphos sozinho é inativo contra a GS, mas € metabolicamente convertido
em L-fosfinotricina em plantas daninhas alvo (WILD; ZIEGLER, 1989). Bialaphos
(UCHIMIYA et al., 1993) e glufosinato (LIU et al., 1998; WANG et al., 2003) podem ser
Uteis para combater as doencas fungicas em espécies de gramineas geneticamente
transformados para serem resistentes aos herbicidas. Pouco se sabe sobre os efeitos diretos
do glufosinato em patdgenos de plantas.

Os Agonistas de auxina (como dicamba e 2,4-D) sao eficazes
reguladores de crescimento de baixo custo. Atualmente, os agonistas de auxina ainda sao
utilizados em culturas de tecidos para induzir embriogénese somatica (MAHALAKSHMI
et al., 2003; ESTABROOKS et al., 2007; JONES et al., 2007; MADHUMITA et al., 2008),
mas a grande utilizacdo pratica € controlar o amadurecimento ( RUFINI et al., 2008), para
reduzir a queda (GARDNER et al., 1950; ANTHONY; COGGINS, 1999;ALMEIDA et al.,
2004; 2008;), e para aumentar tamanho dos frutos (EL-ZEFTAWI, 1976; EL-OHTMANI
et al., 1993; GUARDIOLA,; LUIS-GARCIA, 2000; ALMEIDA et al., 2004; 2008; RUFINI
et al., 2008), ou prorrogar o periodo de colheita (ALMEIDA et al., 2004; 2008; RUFINI et
al., 2008) em pomares de citros.

Dentre os herbicidas inibidores do fotossistema Il, décadas atras,
doses muito baixas de triazinas foram descobertas para aumentar o teor de proteinas das
culturas. Por exemplo, doses baixas de simazina aumentam o conteudo de proteina de
milho (Zea mayd..) em até 79% (RIES et al., 1967) e, por vezes, maior crescimento e teor
de proteinas do milho (TWEEDY; RIES, 1967). Maior teor de proteinas e algum aumento
da produtividade foram obtidas com niveis sub-letais de triazinas com outras culturas como
o trigo (RIES et al.,, 1970; STRBAC et al.,, 1974), cevatardeum vulgarelL.)
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(PULVER; RIES, 1973), e centeidSécale cereald..) (BUDOI; RIES, 1968; RIES;
WERT, 1972). Simazina aumentou o crescimento e teor de N em péBsaguas|persica
(L.) Batsch] e macaValus domestica Borkh.) (RIES et al., 1963). Estes efeitos podem ter
sido devido ao aumento da atividade da nitrato redutase (RIES et al., 1967) ou atividades
da auxina (COPPING et al., 1972).

O herbicida amicarbazone também é uma triazina e como tal atua
na inibicdo do fotossistema Il, sendo registrado para o controle de plantas daninhas mono e
dicotiledoneas em cana-de-acucar (TOLEDO et al., 2004; RODRIGUES; ALMEIDA,
2005). O amicarbazone apresenta absorcdo radicular e foliar, sendo recomendado para
aplicacbes em pré-emergéncia e pds-emergéncia precoce, quando as plantas apresentarem
no maximo quatro folhas. O herbicida inibe a fotossintese das plantas e o transporte de
elétrons, além de paralisar a fixacdo de E®IADPH, os quais sdo elementos essenciais
ao seu crescimento (TOLEDO et al., 2004). A morte das plantas, entretanto ocorre devido
a peroxidacao de lipidios e proteinas, promovendo a destruicdo das membranas e perda de
clorofila. Os principais sintomas nas plantas sensiveis sao clorose, reducao no crescimento
e necrose foliar (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). Na aplicacdo em pds-emergéncia
inicial, ocorre a rapida necrose das folhas devido a destruicdo das membranas celulares. Os
sintomas manifestam-se inicialmente nas bordas das folhas e progridem por todo o tecido

foliar, com a morte das plantas daninhas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Estudos com Glyphosate

5.1.1 Estudo 1 - Brasil

O experimento foi conduzido em vasos, em casa de vegetacdo, com
temperatura controlada variando de 24 a 28°C, localizada no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NuPAM), pertencente ao Departamento de Producao e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus de
Botucatu (SP), entre novembro e dezembro de 2011.

Como substrato foi utilizado solo coletado de um Latossolo
Vermelho distréfico (LVd), textura média, localizado na unidade Patrulha da Fazenda
Experimental Lageado — Faculdade de Ciéncias Agronémicas — UNESP — Campus de

Botucatu (SP), cujas analises quimica e granulométrica estdo apresentadas nas Tabelas 1 e
2

Tabela 1 — Analise quimica da amostra de solo utilizado nos vasos.

pH M.O. Pres. K Ca® Mg™” H+AI® SB T M

Solo
(CaCl,) (gdm™) (ug dm®) (mmolc dm™) (%)
Lvd 4,3 19 1 0,6 10 4 58 146 73 21
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Tabela 2 — Andlise granulométrica do solo utilizado no experimento.

Classe de solo

Granulometria Arei
. . reia
(%) Argila Limo Classe textural

Fina Meédia Grossa Total
Lvd 20 4 22,9 35,7 17,4 76 Média

A pulverizagdo do herbicida foi realizada por meio de um
pulverizador estacionario instalado em laboratério do NuPAMarka de pulverizacéo era
constituida por quatro pontas de pulverizacdo XR 11002 VS, espacadas de 0,5 m e
posicionadas a 0,5 m de altura em relacdo a superficie das unidades experimentais. Para as
pulverizacdes do herbicida, o sistema foi operado com velocidade de deslocamento de 3,6
km h', o que correspondeu a 45,0 Hertz no modulador de frequéncia, com consumo de
calda correspondente a 200 L'h® equipamento foi operado com pressdo constante de
1,5 bar pressurizado por ar comprimido.

As unidades experimentais foram constituidas por vasos de 7 L de
capacidade volumétrica. Os vasos foram preenchidos com o solo corrigido e adubado
conforme analise quimica. A soja, cultivar Embrapa 48 — convencional, sensivel ao
glyphosate (tratada com o fungicida Maxim XL, na dose de 100 mL Ibf&gementes)
foi semeada e depois desbastada, mantendo-se duas plantas por vaso. Durante o ensaio, o
solo foi mantido com umidade proxima a capacidade de campo.

Quando as plantas se apresentavam no estadio V2 foi realizada a
aplicacdo do glyphosate (Roundup Original 360 g de equivalente atjdmé doses de O;

1,8; 3,6; 7,2; 36; 180 e 720 g e.a*haempre adicionado & calda de pulverizacéo 0,5% de
Aterbane (também pulverizado na testemunha).

Os tratamentos foram arranjados em blocos inteiramente
casualizados com 4 repeticbes. As plantas foram coletadas aos 30 dias ap0s aplicacao
(DAA) para determinar a massa de matéria seca da raiz, parte aérea e total (raiz + parte
aérea).

Aos 7 DAA, plantas de soja foram coletadas para andlise das
concentragdes de acido chiquimico, &cido benzoico, &cido salicilico, AMPA, fenilalanina,
tirosina e triptofano. Estas plantas foram secas em estufa de circulagéo forcada de ar, a
45°C, por um periodo de 72 horas. Apds secagem das amostras, estas foram moidas em

moinho de rotor vertical com facas moveis e fixas (Marconi MA-340) com velocidade fixa
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de 1750 rpm e peneira de 10 mesh. Apds moidas, obteve-se a massa de cerca de 100 mg da
amostra que foram acondicionadas em tubos de centrifuga de 15 ml de capacidade. As
amostras foram extraidas com 10 mL de agua (pH 2,5) em banho de ultrassom a 60°C por
30 minutos.

Apés realizagdo da extragdo as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 4000 rpm, durante 10 min a 20°C (centrifuga Rotanta 460R). O
sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro Millex HV (Milipore 0,45 pm, com
membrana durapore 13 mm, e acondicionadas em vial ambar 9 mm, com 2 ml de
capacidade, para posterior quantificacdo por LC-MS/MS.

O sistema LC-MS/MS é composto por um Cromatégrafo Liquido
de Alta Eficiéncia (HPLC), Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, equipado com duas
bombas LC-20AD, autoinjetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20A5, sistema controlador
CBM-20A e forno CTO-20AC. Acoplado ao HPLC esta o espectrémetro de massas 3200
Q TRAP (Applied Biosystems), hibrido triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 sao utilizados
como filtros de massa e Q2 é uma célula de colisdo onde as moléculas intactas e
fragmentos de Q1 sdo quebrados em fragmentos de massas menores. Para otimizar as
condicbes do espectrometro de massas foram realizadas infusdes, ou seja, injecdes diretas
no espectrometro de massas, com solucéo analitica padrdo de idegadda composto
individualmente. A partir das infusdes, foi escolhido o modo de ionizacao da fonte (ESI —
lonizacao por eletrospray), que produz ions do analito na fase liquida antes de entrarem no
espectrdmetro de massas. O modo de ionizacdo negativo foi utilizado para os seguintes
compostos: acido chiquimico, acido quinico, acido desidrochiquimico, glyphosate e
AMPA. Para os trés aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), foi
utilizado o modo de ionizacéo positivo.

Foram realizadas avaliacbes da taxa de transporte de elétrons
(ETR) no fotossistema Il em 0, 24, 216, 336 e 696 Horas apo0s a aplicacdo (HAA), que
correspondem a 0, 1, 9, 14 e 30 DAA, das doses do glyphosate. O aparelho utilizado nessa
avaliacao foi um fluorébmetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti
Sciences), com leituras realizadas em duas folhas por planta, de uma planta de cada
repeticédo e o protocolo utilizado foi o Yield

Para andlises do efeito de hormesis, foi utilizado o modelo de
regressao apresentado por Brain e Cousens (1989) para descrever a curva de dose-resposta

com estimulo em baixas doses:
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y=F(x) = % +d

Ondey= producao do tratamentes dose do herbicidd= resposta
média da testemunhis taxa de estimulo em doses préximas a zbtapsposta em doses
infinitas; b= determina como a produc¢ao decresce com a dose; gEBg)

Os dados de ETR foram analisados através da area abaixo da curva
de ETR nos diferentes periodos, por meio da seguinte formula:

y=(ETR+ETR).(t—t) /2

Onde y= area abaixo da curva de EERR = ETR inicial;ETR =
ETR final; t = Tempo final; t= Tempo inicial.

Foi calculado ainda o intervalo de confianca a 95% para os dados
de ETR.

Somando-se as areas abaixo da curva de ETR obteve-se a Area
Acumulada Abaixo da Curva de ETR, e esta foi analisada por meio da seguinte regressao
linear:

y= bx + a, considerando o valor de intersecao = 0 (zero), temos:

y= bx

Onde y= ETR; b= Coeficiente Angular; x=tempo

Para andlise dos compostos quimicos acido chiquimico, acido
quinico, acido desidrochiquimico, glyphosate AMPA, fenilalanina, tirosina e triptofano os
dados foram submetidos a analise de variancia e suas médias comparadas pelo teste Tukey
ao nivel de 5 % de probabilidade.

5.1.2 Estudo 2 — EUA

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo, com controle
de temperatura e umidade e luz suplementar para promover 14 horas de luz diaria no
Natural Products Utilization Research, pertencente ao United States Department of
Agriculture (USDA) em Oxford, Mississipi, Estados Unidos da América. O experimento
considerou dois blocos experimentais, com 3 repeticdes no primeiro e 5 no segundo, sendo

que o primeiro bloco foi conduzido entre fevereiro e margo e o segundo entre abril e maio
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de 2012. Os dois blocos, separados no tempo, foram mantidos nas mesmas condi¢oes
experimentais. Este experimento contou, portanto, com dois blocos e 8 repeticdes.

Cinco sementes de soja convencional (sensivel ao glyphosate),
variedade 477.TCS (eMerge Genetics) foram semeadas em vasos de 7,6 L, contendo
substrato comercial (Scotts Premium TopSoil). O substrato foi adubado e irrigado
conforme as necessidades das plantas e apds a emergéncia as plantas foram desbastadas de
forma a manter uma planta uniforme por vaso.

Quando as plantas se apresentavam no estadio V2 foi realizado preé-
tratamento com subdoses de glyphosate e 14 dias depois foi realizada a segunda aplicacao,
novamente com o glyphosate sobre as plantas inicialmente pré-tratadas, em um esquema
fatorial 4 x 7, sendo 4 doses de glyphosate no pré-tratamento e 7 doses na segunda

aplicacdo, conforme as doses apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Doses do glyphosate utilizadas no pré-tratamento e na segunda aplicacdo do

ensaio.
Herbicida glyphosate Doses (g e.a.h) Aplicagéo
Doses do pré-tratamento 0 18 36 7,2 V2
Doses da 22 aplicacdo O 18 36 7,2 36 180 720 14 DAAL*

*14 Dias ap6s a primeira aplicacao

A calda de pulverizacdo foi preparada utilizando glyphosate-
isopropylammonium técnico (>95% de pureza) com Tween 20 (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 0,25% da calda. O glyphosate técnico foi usado para minimizar
interferéncias associadas com desconhecidos ingredientes das formulagbes comerciais. A
testemunha também foi tratada com Tween 20.

Todas as aplicacdes foram realizadas utilizando uma camara de
aplicacao (Generation Il Spray Booth) equipada com uma ponta Teeldet EZ 8002, jato
conico e angulo de aplicagédo de 80°. O equipamento foi regulado para mover sobre as
plantas em velocidade de 1,5 ki & calibrado para fornecer um volume de aplicacdo de
360 L ha'.

Os tratamentos foram arranjados em blocos inteiramente
casualizados com trés repeticdes no primeiro experimento e cinco no segundo, totalizando
8 repeticbes. As plantas foram coletadas aos 21 dias apds a segunda aplicacéo (21 DAA2
ou 35 DAAL1), para determinar a massa de matéria seca da raiz, parte aérea e total (raiz +

parte aérea).
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As concentragcfes do &cido chiquimico nas folhas de soja foram
avaliadas segundo metodologia desenvolvida por Shaner et al.,, (2005), e os valores
expressos em in pg niLde solucdo de HCI. Um disco foliar (4 mm de diametro) foi
retirado de uma folha jovem de soja aos 7 dias ap0s a segunda aplicacédo e colocadas em
pocos separados de uma placa de microtitulagdo, cada um contendo 100 puL de 10 mM de
amonio fosfato monobasico (pH 4,4)/0,25% (v/v) de Tween 20. As placas foram colocadas
em um freezer -80°C por uma hora e descongelada em 60°C por 30 min, 25 puL de 1,25 N
HCI foi adicionado em cada poco, e as placas foram encubadas a 60°C por 15 min.
Aliquotas de 25 pL foram transferidas para outra placa com 100 puL de 0,25% de acido
periddico/0,25% de sodim-periodato em cada pogo e mantida a 25°C por 90 min e entdo
100 pL de 0,6 N NaOH/0,22 M sulfito de sodio foi adicionado em cada poco. O acido
chiquimico foi determinado com ajuda de um espectrofotometro a 380 nm.

As andlises estatisticas utilizadas foram as mesmas apresentadas no
Experimento 1.

5.2 Estudo com outros herbicidas

O experimento foi conduzido em vasos, em casa de vegetacdo, com
temperatura controlada variando de 24 a 28°C, localizada no Nuacleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NuPAM), pertencente ao Departamento de Producao e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus de
Botucatu (SP), entre abril e maio de 2011.

Como substrato foi utilizado solo coletado de um Latossolo
Vermelho distréfico (LVd), textura média, localizado na unidade Patrulha da Fazenda
Lageado — Faculdade de Ciéncias Agronémicas — UNESP — Campus de Botucatu (SP),
cujas analises quimica e granulométrica foram apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

A pulverizacao dos herbicidas foi realizada utild@aros mesmos
equipamentos e condi¢des descritas no Experimento 1.

As unidades experimentais foram constituidas por vasos de 7 L de
capacidade volumétrica. Os vasos foram preenchidos com o solo corrigido e adubado

conforme andlise quimica. A soja, cultivar V Max RR (tratada com o fungicida Maxim
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XL, na dose de 100 mL 100 kgle sementes) foi semeada e depois desbastada, mantendo-
se duas plantas por vaso. Durante o ensaio, o solo foi mantido com umidade préoxima a
capacidade de campo.

Quando as plantas se apresentavam no estadio V2 foi realizada a
aplicacdo dos herbicidas nas doses testadas, conforme Tabela 2. Foi adicionado a calda de
pulverizacdo 0,5% de Aterbane (também pulverizado na testemunha).

Os tratamentos foram arranjados em blocos inteiramente
casualizados com 4 repeticdes. As plantas foram coletadas aos 34 dias ap0s aplicacao para

determinar o peso seca da parte aérea das plantas de soja.

Tabela 4. Produtos e doses utilizadas no ensaio.

Produto Mecanismo de

Herbicida Doses (g i.a.had) c . ~ Concentracédo
omercial acéo
. . . Inibidor do 1
Amicarbazone 3,5 7 14 70 3501400 Dinamic fotossistema || 700 g Kg
Mesotrione 0,96 1,92 48 96 48 192 Callisto Inibidor de 480 g L't

carotenoides
Imazapic 0,525 1,05 5,25 10,5 56 150,5 Plateau Inibidor da ALS 700 g Kg

Carfentrazone 0,25 0,5 1 5 10 50 Aurora ln'g:g?(;xda 400 g Kg*

Foram realizadas avaliacbes da taxa de transporte de elétrons
(ETR) no fotossistema Il em 0, 4, 24, 48, 96, 144, 264, 336, 504 e 816 Horas apos a
aplicacao (HAA) das doses do amicarbazone e carfentrazone e 0, 24, 48, 96, 144, 264, 336,
504 e 816 Horas apos a aplicacdo (HAA) das doses do mesotrione e imazapic. Iniciou-se a
avaliacdo 4 HAA somente dos herbicidas amicarbazone e carfentrazone pois estes
apresentaram resposta mais rapida que os demais herbicidas testados. O aparelho utilizado
nessa avaliacao foi um fluorémetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p —
Opti Sciences), com leituras realizadas em duas folhas por planta, e o protocolo utilizado
foi o Yield

Os dados de ETR foram analisados através da Area Abaixo da
Curva de ETR nos diferentes periodos, através da seguinte formula:

y=(ETR+ETR).(t—t) /2

Onde y= Area Abaixo da Curva de ETRTR = ETR inicial; ETR
= ETR final; t = Tempo final; t= Tempo inicial.

Foi calculado ainda o intervalo de confianca a 95% para os dados
de ETR.
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Como nao houve hormesis nas subdoses destes herbicidas testados,
os dados de massa residual seca foram analisados através da aplicacéo do teste F sobre a
analise de variancia, com objetivo de detectar a significancia da interacdo. Quando
significativos, os niveis do fator herbicida (doses) foram analisados com emprego de
regressdo nao-linear do tipo logistico. A variavel controle foi ajustada ao modelo proposto
por Streibig et al., (1988):

a
y= "5

1+ (i)
Xy

Ondey = porcentagem de controbe= dose do herbicida; & % e
b = parametros da curva, de modo que a diferenca entre 0 ponto maximo e minimo da
curva, X € a dose que proporciona 50% de resposta da varidvé a declividade da
curva.

O modelo logistico apresenta vantagens, uma vez que um dos
termos integrantes da equacdo é uma estimativa do valgp (atrol by50%) e 0 GR,
(growth reduction by50%) que sdo as doses do herbicida que proporcionam 50% de

controle ou de reducéo de massa da planta daninha, respectivamente (Christoffoleti, 2002).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Glyphosate

6.1.1. Estudo 1 — Brasil

O glyphosate aplicado na dose de 720 g e’anm&ou as plantas
soja e por isso os dados desta dose nado foram utilizados na confeccdo da curva de
regressao, ja que esta ndo se ajustava devido aos valores “0”. Com excec¢do da massa seca
total, cuja curva de regressao nao se ajustou sem esta dose. Os valores maximos da massa
seca de raiz, parte aérea e total foram estimados para as doses de 0,4; 0,2 e 3% g e.a. ha
respectivamente (Tabela 5).

Observa-se na Figura 2, que o estimulo promovido pelo glyphosate
sobre as plantas de soja foi significativamente maior nas raizes, com incremento maximo
em relacdo a testemunha de 254%, do que na parte aérea da planta, com incremento
maximo em relacdo a testemunha de 133%, isto provavelmente por ocasidao do
encerramento do ensaio aos 30 DAA. Velini et al. (2008) acreditam que para observar
efeitos nas raizes é necessario maior tempo de cultivo das plantas, ja que em seu estudo, foi
observado o incremento no sistema radicular em plantas de eucalipto e pinus que foram
cultivadas por maior tempo (60 DAA) e ndo houve incremento em plantas de soja e milho

gue foram cultivadas por periodo mais curto (14 — 21 DAA).
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Avaliacdes de ETR, como a area abaixo da curva de ETR (Figura
3), indicam que houve resposta positiva da aplicacdo de subdoses de glyphosate ja& em 24
horas ap6s a aplicacdo (HAA), na dose de 1,8 g e'aléhglyphosate que apresentou ETR
superior a testemunha e manteve-se mais alta, em relacdo a testemunha, até 216 HAA. Nas
avaliacOes seguintes, 336 e 696 HAA, este incremento da ETR promovida pelas subdoses
do glyphosate ndo foram observadas. Havaux e Niyogi (1999) e Osmond (1994) citam que
em plantas sob condices de estresse, a menor eficiéncia fotossintética pode ser causada
pela menor dissipacdo de energia através do transporte de elétron (ETR). Segundo Ahsan
et al. (2008), o glyphosate pode ainda afetar diretamente a fotossintese da planta, reduzindo
a atividade da ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), do acido 3-
fosfoglicerico, diminuindo a sintese de clorofila e interferindo na organizacdo do aparelho
fotossintético (MARIA et al., 2005; AHSAN et al., 2008).

Tabela 5. Parametros das equacdes de regressao para analise da massa seca residual da
raiz, parte aérea e total das plantas de soja aos 30 DAA, valores maximos de crescimento

estimados e dose do glyphosate para estes valores.

Parametros da regresséo Valores maximos
Parte da R2 = Dose
planta 9 b K d £ % da glyphosate
testemunha 1
(ge.a ha?)
Raiz 0,9876 1,9533 -13,063 113,036 789,5157 0,9134 47,3327** 253,88 0,4
Parte aérea 2,0999 1,3383 26,162 73,8414 740,0316 0,9564 450,6799** 133,33 0,2
Total -1,528 1,0295 834,731 -731,93 190,266 0,8058 12,3918** 124,07 3,9

**Significativo a 1% de probabilidade

A andlise das mudancas da fluorescéncia da clorofila oferece
muitas possibilidades ndo s6 para determinar o local de inibicdo do transporte de elétrons
pelo herbicida, mas também para relacionar as injarias do herbicida com taxa de absorcao
e/ou concentracdo aplicada (RICHARD Jr et al., 1983). Guidi et al. (2000) observaram
diminuicdo no transporte de elétrons em folhasPi@seolus vulgarigratadas com
paraquat. Assim como Chagas (2007), trabalhando com a cultivar SP 80-3280 de cana-de-
acucar, verificou diminuicdo no transporte de elétrons com aplicacdo de paraquat, ou seja,
um decréscimo na eficiéncia quéantica que danifica o aparato fotossintético. Esses autores
inferiram que o paraquat foi capaz de induzir danos ao PSIl, excedendo a capacidade

fotoprotetora da planta.
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Figura 2. Curvas representando a massa seca residual das plantas de soja da raiz (A), parte

aérea (B) e massa seca total (C) aos 30 dias ap0s aplicacao do glyphosate.
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Figura 3. Area abaixo da curva de ETR e intervalo de confianca (95%) em 24, 216, 336 e

696 Horas ap0s a aplicacédo do glyphosate.

Na avaliacdo da area acumulada abaixo da curva de ETR (Figura
4), nota-se que até as 336 HAA do glyphosate as retas das doses de 1,8 e 3,6'g e.a. ha
foram superiores a testemunha, mas esta diferenca tendeu a diminuir e se igualar ao final
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do experimento (696 HAA). Também é possivel observar na Tabela 6 o efeito de hormesis
na ETR promovido pelas subdoses do glyphosate por meio do incremento no coeficiente
angular das retas da Figura 3, principalmente nos periodos de 24 a 216 e 24 a 336 HAA
apés a aplicacdo em que o incremento produzido pela dose de 1,8 ¢ daghmhosate

foi de 16 e 12,5% respectivamente. No periodo de 24 horas até o final do experimento, 696
HAA, o efeito de hormesis é diluido. Machado et al., (2010) observaram estimulo na taxa
de fotossintese e na eficiéncia no uso de agua por plantas de eucalipto submetidas a
aplicacdo de subdoses de glyphosate, aos 21 DAA, mas para as demais caracteristicas
fotossintéticas esse estimulo n&o foi verificado. Cedergreen e Olesen (2010) verificaram
estimulo na fotossintese de plantas de cevada quando expostas a subdoses de glyphosate,
sendo que esse efeito persistiu ate a colheita.

Estes dados de ETR que demonstram que o efeito de hormesis é
mais intenso em periodos mais curtos apés a aplicacdo do glyphosate, em 216 e 336 HAA
ou 9 e 14 DAA também podem ser observados através da Figura 5, que apresenta imagens
das plantas de soja aos 9, 14 DAA e ao final do ensaio (30 DAA), com claro efeito visual
de hormesis nas subdoses do glyphosate aos 14 DAA e praticamente sem efeito das
subdoses aos 30 DAA. Apesar de se observar uma pequena diferenca de crescimento das
plantas com aplicacdo das subdoses do glyphosate aos 9 DAA em relacdo a testemunha,
inclusive com valor de ETR superior ao da testemunha neste periodo, a resposta em ganho
de massa, visualmente, foi mais contundente somente aos 14 DAA.

Na Tabela 6, aléem dos parametros das regressdes lineares das
Areas acumuladas abaixo das curvas de ETR apresentadas na Figura 3, observa-se também
o Incremento no coeficiente Angular (%) em relacdo a testemunha, que € outra maneira de
observar o efeito de hormesis na ETR medida nos diferentes periodos. No primeiro
periodo, entre 24 e 216 HAA foi observado o maior incremento no coeficiente angular
(16%) na dose de 1,8 g hale glyphosate e este incremento se manteve, mesmo que
pequena, até a dose de 36 §.hA mesma resposta foi observada no periodo de tempo
seguinte (24 — 336 HAA), ainda com alto incremento na dose de 1;8 dehglyphosate
com 12.5% e este incremento reduz muito no periodo total de avaliacdo (24 — 696 HAA),

com um incremento méaximo de 6,5% na dose de 1,8.
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Figura 4. Area acumulada abaixo da curva de ETR, de 24 — 216 (A), 24 — 336 (B) e 24 —
696 (C) Horas ap0s a aplicacédo do glyphosate.
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Tabela 6. Parametros da regresséao linear entre area acumulada abaixo da curva de ETR e
os diferentes periodos avaliados (24 — 216, 24 — 336 e 24 — 696 Horas apds a aplicacao)
para cada dose do glyphosate e incremento percentual no coeficiente angular em relacédo a

testemunha (Increm.).

24 - 216 HAA 24 - 336 HAA 24 - 696 HAA
Dose 2 Increm 2 Increm 2 Increm
Glyph Equacéo R " | Equacao R ) Equacéo R ’
e (%) |~ (%) | "0 (%)
0 y=129,60 x 0,9995 - y= 134,6 x 0,9980 - y= 139,14 x 0,9987 -

1,8 y=150,37 x 0,9995 16,03 |y=1514 x 0,9997 12,53 | y= 148,23 x 0,9995 6,53

3,6 y=14258x 0,9994 10,02 |y=1458 x 0,9991 8,34 | y= 144,16 x 0,9997 3,61

7,2 y=134,68 x 0,9993 3,92 |y=139,3 x 0,9983 3,49 | y= 140,28 x 0,9996 0,82

36 y=132,86 x 0,9994 2,52 |y=138,4x 09977 2,89 | y= 139,51 x 0,9995 0,27

180 y=123,76 x 1,0000 -451 |y=1253 x 09998 -6,86 | y= 130,29 x 0,9987 -6,36
720 y= 63,95 x 0,9763 -50,66 |y= 47,5 x 0,7578 -64,66| y= 26,59 x -0,2560 -80,89
1440 y= 72,44 x 0,9820 -44,10 |y= 539 x 0,7692 -59,94| y= 30,15 x -0,2180-78,33

0,0 1,8 3,6 7,2 36 180 720 1440

Dose Glyphosate (g e.a. ha™)

Figura 5. Plantas de soja aos 9 (A), 14 (B) e 30 (C) Dias ap6és a aplicacdo das diferentes

doses do glyphosate.
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A analise do acido chiguimico das folhas de plantas coletadas aos 7
DAA nédo detectou diferencas estatisticas no acumulo do acido nas doses inferiores a 180 g
e.a. hd de glyphosate (Tabela 7). Velini et. al. (2008) conseguiram observar quantidades
de acido chiquimico em subdoses de glyphosate em folhas de plantas coletadas aos 21
DAA, quantidades estas significativamente superiores a testemunha, seguindo metodologia
desenvolvida por Singh e Shaner (1998), mas a dose de 1,8 g de glyphosate, por exemplo,
ndo diferenciou da maior dose de glyphosate testada (720 g ®.aPbeanto, através
desta metodologia, um periodo maior do que 7 dias entre a aplicacdo do produto e analise
quimica deve ser respeitado. Um estudo de aplicacdo subdoses de glyphosate com
avaliacdo de acido chiquimico em diferentes periodos poderia determinar o melhor
momento apods aplicacdo para avaliacdo, criando uma maior correlacdo com a dose do
herbicida e o acumulo do chiquimato.
Tabela 7. Concentragdo dos compostos, da rota do &cido chiquimico, na massa seca da

soja aos 7 DAA.

Concentragdo dos compostos (ug g'l)
Acido Acido Acido

Dose Glyphosate

(g e.a.ha'l) Ampa Chiquimico Benzoico salicilico Fenilalanina Tirosina  Triptofano
0 0,0002 b 0,0850 ¢ 0,0140 b 0,0389 a 19,1000 a 3,1350 b 10,5950 a
1,8 0,0002 b 0,0590 c¢ 0,0254 ab 0,0710 a 23,7250 a 4,1103 ab 19,1425 a
3,6 0,0001 b 0,0406 c 0,0425 a 01052 a 22,4000 a 2,6775 b 13,9250 a
7,2 0,0000 b 0,0769 ¢ 0,0255 ab 0,0469 a 24,3000 a 4,9000 ab 14,6750 a
36 0,0000 b 0,4658 ¢ 0,0257 ab 0,0740 a 20,5500 a 4,4700 ab 11,9750 a
180 0,0004 b 8,0475 b 0,0251 ab 0,0564 a 16,7475 a 7,8825 a 10,9300 a
720 0,0046 a 83,2000 a 0,0193 ab 0,0598 a 13,2475 a 1,9950 b 7,8825 a
F 48,22%* 73,70** 2,96* 1,07 1,77 4,47** 1,90™
C.V. (%) 2,12 37,47 13,65 25,99 19,87 24,34 22,03
Incremento em relagdo a testemunha (%)
0 - - - - - - -
1,8 17,0 -30,6 81,3 82,6 24,2 31,1 -13,7
3,6 -67,0 -52,3 203,2 170,5 17,3 -14,6 31,4
7,2 -100,0 -9,5 81,8 20,5 27,2 56,3 38,5
36 -76,0 447,9 82,9 90,3 7,6 42,6 13,0
180 91,5 9366,2 78,6 44,9 -12,3 151,4 3,2
720 2185,8 97767,0 37,6 53,6 -30,6 -36,4 -25,6

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
** e * Significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. NS ndo significativo.

O Ampa so6 diferenciou da testemunha na dose de 720 g de
glyphosate e o acido benzoico apresentou incremento em relacéo a testemunha em todas as
doses, apesar de diferenciar estatisticamente apenas na dose de 3,8 deeghyiphosate,
com incremento de 203 % (Tabela 7). O &cido salicilico apesar de nédo diferir
estatisticamente, também apresentou incremento em todas as doses do glyphosate, em
especial na dose de 3,6 g e.a’,heom incremento de 170 %. O acido salicilico é um

composto fendlico de grande relevancia e tem sido bastante discutida a relacdo do
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glyphosate com a sintese deste composto, em fungdo do mesmo induzir a resisténcia a
patdgenos. O &cido salicilico é o principal composto sinalizador envolvido no acionamento
de genes de resisténcia a patdégenos biotréficos (SHAH, 2003).

A via do acido chiquimico, a principal rota comum de producéo
dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, constitui uma parte do
metabolismo somente de plantas e microorganismos, ndo sendo encontrada em animais
(HERRMANN; WEAVER, 1999). Para estes aminoacidos, € possivel observar que houve
uma resposta positiva, com aumento destes nas menores doses, em relacdo a testemunha, e
reducdo nas doses mais elevadas. Segundo Herrmann (1995), os aminoacidos aromaticos
ndo sdo somente utilizados para a producdo de proteinas em plantas, mas também como
precursores de um grande numero de metabolitos secundarios (pigmentos, flavonoides,
auxinas, fitoalexinas, lignina e taninos). Estima-se que, sob condicdes normais de
desenvolvimento, 20% do carbono fixado pelas plantas pode ser direcionado para a rota do
acido chiquimico (HASLAM, 1993). Portanto, o aumento destes aminoacidos com baixas
doses do glyphosate, pelo efeito de hormesis, pode resultar no aumento da biomassa das

plantas.

6.1.2. Estudo 2 — EUA

ApoOs os resultados do Experimento 1, em especial os dados de
ETR que demonstraram que o efeito de hormesis tem um pico e depois com o tempo tal
efeito é estabilizado, chegando aos mesmos patamares que a testemunha este experimento
teve como objetivo estimular o efeito de hormesis com subdoses do glyphosate e depois
reaplicar o herbicida na tentativa de manter a hormesis por mais tempo.

Os coeficientes de determinacdo e niveis de significancia para o
modelo de hormesis adotado para os dados de matéria seca da parte aérea, raiz e total com
os pré-tratamentos de 0,0; 1,8; 3,6 e 7,2 g é"-@hacrescimento maximo estimado pelos
modelos e a dose de glyphosate para estes maximos valores estdo na Tabela 8.

Observa-se gue nos trés parametros avaliados, parte aérea, raiz e
total, na Tabela 8, houve tendéncia da dose mais alta do pré-tratamento (7,2 Q)e.a. ha
apresentar os valores maximos de hormesis em doses mais altas de glyphosate, ou seja,
com a dose mais alta do pré-tratamento foi necessario maior quantidade de glyphosate para

se atingir o maximo de hormesis, ocorrendo um deslocamento da curva de hormesis para
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frente. Com o pré-tratamento na dose de 7,2 g e§. aguantidade de glyphosate
necessdria para se atingir o maximo incremento em relacéo a testemunha foram de 47, 17 e
18 g e.a. h4 respectivamente para parte aérea, raiz e total, sendo estes, as mais altas doses

de glyphosate dentro de cada parametro avaliado.

Tabela 8. Parametros das equacdes de regressao para analise da massa seca residual da
raiz, parte aérea e total das plantas de soja aos 30 DAA, valores maximos de crescimento

estimados e dose do glyphosate para estes valores.

Parametros da regresséo Valores maximos
tDose pré- R2 = % da Dose
ratamento g b k d f
testemunha  glyphosate
Parte aérea
0,0 -4,05 1,00 14479,00 -14379,60 252,50 0,9257 125,26** 106,56 18,2
1,8 -3,92 1,00 15097,03 -14996,00 300,81 0,9886  510,50** 104,91 9,0
3,6 0,43 0,62 -42,47 136,57 -10,97 0,9928  753,23** 115,63 3,2
7,2 -5,10 1,28 175,46 -77,85 1,02 0,9480  140,84* 108,01 47,0
Raiz
0,0 -2,96 1,13 187,48 -88,73 10,11 0,9706 171,91* 107,16 7,4
1,8 -2,75 1,32 90,06 -7,44 7,18 0,9739 145,93** 96,91 8,3
3,6 -2,36 1,00 6895,89 -6806,67 657,41 0,9485 79,00** 120,26 11,3
7,2 -3,36 1,27 125,77 -30,67 5,54 0,9226 63,23* 114,83 16,6
Total
0,0 -3,08 1,01 2872,85 -2774,77 132,31 0,9487  148,46** 107,10 10,3
1,8 -2,26 1,01 1384,87 -1292,05 146,63 0,9439 90,92** 100,70 5,3
3,6 -3,47 1,06 362,03 -262,80 11,52 0,8845 42,52** 107,68 12,8
7,2 -4,33 1,13 278,23 -181,26 3,82 0,9543 145,18** 110,26 18,2

**Significativo a 1% de probabilidade

As curvas de regressdo da massa seca da parte aérea das plantas de
soja (Figura 6) apresentaram bom ajuste comZcefre 0,93 e 0,99 para 0s pré-
tratamentos. Os valores maximos da matéria seca da parte aérea foram estimados nas doses
de 18,2; 9,0; 3,2 e 47,0 g e.a’hde glyphosate, respectivamente para os pré-tratamentos
com 0,0; 1,8; 3,6 e 7,2 g de glyphosate. E destes, o maior estimulo de crescimento foi
obtido no pré-tratamento com 3,6 g de glyphosate em que o valor maximo percentual de
massa seca em relacdo a testemunha foi de 115,6 %, seguido pelos pré-tratamentos com
7,2: 0,0 e 1,8 g e.a. hale glyphosate (Tabela 8). Ou seja, baseado nos resultados, para se
obter o maximo crescimento da parte aérea das plantas de soja o0 melhor tratamento seria a
aplicacao de 3,6 g de glyphosate no pré-tratamento, seguido pela aplicacdo de 3,2 g e.a. ha

! de glyphosate 14 dias apés o pré-tratamento.
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Figura 6. Curvas representando a massa seca residual da parte aérea das plantas de soja
aos 21 dias ap6s a segunda aplicacdo (DAA2) do glyphosate e 35 dias apos primeira
aplicacdo (DAA1) dos pré-tratamentos, com 0,0; 1,8; 3,6 e 7,2 g'k.aespectivamente

emA, B, CeD.

O maior crescimento de raizes foi novamente observado no pré-
tratamento com 3,6 g e.a.”hacom a segunda aplicacdo na dose de 11,3 g €'adeha
glyphosate com incremento de 120% em relagcédo a testemunha absoluta (sem aplicacdo do
glyphosate). O pré-tratamento com 1,8 g e.d.digphosate ndo apresentou incremento na
producdo de massa seca da raiz em relagdo a testemunha absoluta, mas é possivel observar
que sua curva de regressdo, na Figura 7-B, apresentou hormesis em relacdo a sua
testemunha que recebeu o pré-tratamento (na dose de 1,8 g'g.andmn&o recebeu a
segunda aplicacdo de glyphosate, com valores saindo de 83% na dose 0,0 de glyphosate na
segunda aplicacdo (testemunha deste tratamento, que recebeu a pré-aplicacdo na dose de
1,8) e chegando ao méximo de 97% na dose de 8,3 g @.detglyphosate. De acordo
com Cedergreen (2008), o estimulo no crescimento é relativamente pequeno e sua
significancia é muito dependente de variacdes no controle do crescimento das plantas.
Alocacao de biomassa entre partes de plantas podem ocorrer em plantas tratadas com todos

os herbicidas, mas esta ndo é a causa da hormesis.
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Figura 7. Curvas representando a massa seca residual da raiz das plantas de soja aos 21
dias apds a segunda aplicacdo (DAA2) do glyphosate e 35 dias apds primeira aplicacéo
(DAA1) dos pré-tratamentos, com 0,0; 1,8; 3,6 e 7,2 g € arkapectivamente em A, B,

CeD.

As curvas da massa seca total das plantas de soja apresentaram
bom ajuste das curvas de regressdo, corhafando entre 0,94 e 0,95, com excecéo do
pré-tratamento com 3,6 g de glyphosate, em quéfoiRle 0,89. As doses de glyphosate
em gue obteve-se 0 maximo crescimento em relagcédo a testemunha absoluta foram de 10,3;
5,3; 12,8 e 18,2 g e.a. hacom valores de 107, 101, 108 e 110%, respectivamente para 0s
pré tratamentos com 0,0; 1,8; 3,6 e 7,2 g e adeaglyphosate. Assim como ocorreu para
a variavel raiz, na massa seca total, o pré-tratamento com 1,8 g de glyphosate praticamente
ndo apresentou hormesis em relagdo a testemunha absoluta, mas observa-se o efeito de
hormesis em sua curva de regressdo (Figura 8-B), em que a testemunha deste pré-
tratamento apresentou 93% do peso de massa seca em relacdo a testemunha absoluta e

chegou ao valor maximo de 101% na dose de 5,3 g & aehglyphosate.
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Figura 8. Curvas representando a Massa seca residual total das plantas de soja aos 21 dias
apos a segunda aplicacdo (DAA2) do glyphosate e 35 dias apds primeira aplicacao
(DAAL) dos pré-tratamentos, com 0,0; 1,8; 3,6 e 7,2 g € arkapectivamente em A, B,

CeD.

O mecanismo causador de incrementos no crescimento de plantas
apos aplicacdo de subdoses de herbicidas ainda é desconhecido, mas em trabalho
conduzido por Cedergreen e Olesen (2010), estes observaram que baixas doses de
glyphosate podem estimular a fotossintese. Porém, apesar de seu beneficio, baixas doses de
glyphosate ndo sao recomendadas como estimulante de crescimento para culturas, pois a
dose de hormesis poderia variar consideravelmente, dependendo de muitos fatores, como
clima, cultivar, estagio fenolégico e formulacdo de glyphosate (VELINI et al., 2010).
Carvalho et al. (2013) verificaram que o estagio de aplicacdo de subdoses do glyphosate
influenciou na ocorréncia ou ndo de hormesis em plantas de café recém transplantadas,
sendo que as plantas que receberam as subdoses mais tardiamente apds o transplantio
apresentaram hormesis.

Glyphosate em subdoses de forma comercial é aplicado para
estimular o acumulo de sacarose e evitar o florescimento em cana-de-8aochafum

officinarum L.) (ARALDI et al., 2010; BENNETT; MONTES 2003; CASTRO 1999;



45

CASTRO; MESCHEDE 2009; CASTRO et al., 2002; CLOWES 1978; 1980; CLOWES;
INMAN-BAMBER 1980; DUSKY et al., 1986; MCDONALD et al., 2000; MESCHEDE
et al., 2009; SUBIROS 1990; SU et al., 1992; VELINI et al., 2009).

Na avaliacdo do acido chiquimico, a partir dos discos foliares de
soja deste segundo experimento, é possivel observar um aumento do acido ja a partir da
dose de 1,8 g e.a. hale glyphosate em relacdo & testemunha (Figura 9), apesar de n&o
diferir estatisticamente. Com relacédo ao pré-tratamento, estes ndo apresentaram diferencas
estatisticas de acimulo de acido chiquimico, apesar de na dose de 720 g da. ha
glyphosate ser possivel observar uma tendéncia de aumento do chiquimato, com o aumento

das doses de glyphosate usadas no pré-tratamento.

(0]
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I Pré-tratamento= 1,8
Il Pré-tratamento= 3,6
I Pré-tratamento= 7,2

(o))
o
1

N
o
1

-

Acido chiquimico (ug/mL)
D
o

0 1,8 3,6 7,2 36 180 720
Glyphosate g e.a. ha™

Figura 9. Avaliacdo do acido chiquimico de folhas coletadas aos 7 dias apds a segunda

aplicacao das diferentes doses do glyphosate.

6.2. Outros herbicidas

As subdoses dos outros herbicidas testados (amicarbazone,
mesotrione, imazapic e carfentrazone), ao contrario do glyphosate ndo apresentaram efeito

de hormesis. Portanto os dados aqui apresentados sao de controle da soja e ndo aumento no
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crescimento. Cedergreen (2008) cita que apenas alguns herbicidas, podem induzir um real
estimulo em aumento de biomassa quando aplicado em doses correspondentes a 5 — 10%
da dose de campo.

Os parametros da regressdo e niveis de significancia do modelo
Logistico para os dados de massa seca da parte aérea das plantas de soja ap0s a aplicacao
de doses crescentes de amicarbazone, mesotrione, imazapic e carfentrazone estdao na
Tabela 9. Nesta tabela também é possivel observagp,0q@ é a dose do herbicida
necessario para proporcionar 50% de controle, representado pelo pargmeatennacao

de regresséo.

Tabela 9. Parametros das equacdes de regressao para analise da Massa seca residual da

parte aérea das plantas de soja aos 34 DAA.

Parametros da regressao R
a b Xo

Amicarbazone 99,2741 1,6756 61,1049 0,9953 425,2670**
Mesotrione 99,5132 11,3046 2,5156 0,9873 155,4775*
Imazapic 104,0857 0,7982 15,7784 10,9807 101,4122**
Carfentrazone 114,9808 0,5888 3,1208 0,9805 100,7835**

**Significativo a 1% de probabilidade

Herbicida F

O herbicida amicarbazone, cuja curva de regressédo encontra-se na
Figura 10, apresentou alto ajuste com coeficiente de determinacéo de 0 Q9% e6C g
i.a. ha' (Tabela 9). Este herbicida € um inibidor do fotossistema I, recomendado para
aplicacdo em cana-de-acucar e apresenta absorcdo radicular e foliar (RODRIGUES e
ALMEIDA, 2005; TOLEDO et al., 2004).

O amicarbazone, devido seu mecanismo de acdo, inibe a
fotossintese das plantas e o transporte de elétrons, além de paralisar a fixacaeede CO
NADPH, (TOLEDO et al., 2004). Neste experimento, nas doses mais altas (350 e 1400 g
i.a. ha') mataram as plantas de soja (Figura 11).

Araldi et al., (2008) verificaram que a reducgéo dos valores do ETR
€ um parametro que pode ser utilizado para indicar o nivel de intoxicacdo em plantas
daninhas, tais comipomoea grandifoliaBrachiaria decumbens Digitaria horizontalis

e estas podem apresentar respostas diferenciadas quando submetidas a acdo de herbicidas.
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Figura 10. Massa seca residual (%) da parte aérea das plantas de soja quando submetidas a
diferentes doses do herbicida amicarbazone.

0,0 | 3,5 | 7,0 | 14 | 70 | 350 | 1400
Dose Amicarbazone (gi.a. ha™)

Figura 11. Plantas de soja aos 21 (A) e 34 (B) dias apds a aplicacéo de diferentes doses do

herbicida amicarbazone.
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Por sua acdo no transporte de elétrons, obs-se, j4 na avaliacédo
de 4 HAA que os dados direa abaixo dawva de ETR foram reduzidos em relacé
testemunha (Figura 12). E seu to foi ainda mais significativaas avaliacbes seguini
de 24, 48 e 96 HAA e somente em 144 HAA os tratamentos com as doses mais k
herbicida comegaram a recuperar os valores de ETR, que continuaram baixos pa
de 70 g i.a. H4 até 264 HAA enquanto que as doses de 350 e 1400 g i.a. ji
apresentavam leituras de ETR a partir de 48 HAA. Alet al.,(2011) observaram qt
para |. Grandifoliaem 48 horas ap0s a aplicacao, a inibicado em folhas adultas foi c

A 0,0 m35 m7 m14 m70 m350 m1400gi.a.

ETR

4 24 48 96 144

B | 50000

40000

30000

ETR

20000

10000 -

264 336 504 816
Horas Apods Aplicagdo

Figura 12. Area abaixo da curva de Elem 4, 24, 48, 96 e 144 (A)264, 336, 504 e 81
(B) Horas apds a aplicacdo do amicarbaz

A curva de rgressdo do mesotrione (Figura) demonstra que,
assim como o amicarbaz(, apresentou um baixos§ quando comparado com a d
comercial para as culturas que apres registro, e também nas duas doses mais
levou as plantas de soja & morte, como -se observar na Figura.l®@ Cso do mesotrione
foi de 2,5 g i.a. Ha(Tabela 9.
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Segundo Rodrigues e Almeida (2005), o mesotrione é absorvido
tanto pelas raizes quanto pelas folhas e ramos e possui translocacdo apossimplastica.
Apesar de ser bastante movel na planta, o efeito das subdoses do herbicida foi mais tardio,
guando comparado ao amicarbazone, com decréscimos de ETR nas menores doses apenas
em 48 HAA, como é demonstrado na Figura 15, que apresenta a area abaixo da curva de
ETR. As duas doses que levaram as plantas de soja & morte (48 e 192 §) ish ha

deixaram de acumular ETR na avaliacdo de 504 HAA.

Peso seco (% da testemunha)

Mesotrione (g a.i. ha™)

Figura 13. Massa seca residual (%) da parte aérea das plantas de soja quando submetidas a

diferentes doses do herbicida mesotrione.

O efeito mais lento do mesotrione em relagcdo aos amicarbazone
sobre a ETR se deve por este ultimo ter efeito direto sobre a taxa de transporte de elétrons,
engquanto que o mesotrione por atuar na inibicdo de carotendides tera um efeito indireto
sobre a ETR. Mas apos o inicio do efeito do herbicida sobre a ETR, em 48 HAA, o
mesotrione apresentou o0 maior efeito em relacéo a testemunha em 144 HAA e manteve seu
efeito na reducdo da ETR até o final do experimento. Cavalieri et al., (2012) também
observaram o efeito do mesotrione sobre a taxa de transporte de elétrons em tomateiro, o
qual reduziu de forma significativa a ETR em relacéo a testemunha somente depois de 120

horas ap6s o tratamento.
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0,0 | 096 | 1,92 | 4,8 | 9,6 | 48 | 192
Dose Mesotrione (g i.a. ha™)

Figura 14. Plantas de soja aos 21 e 34 (B) dias apés a aplicacdo das diferentes «
do herbicida mesotrione.
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Figura 15. Area abaixo da curva de ETem 24, 48, 96 e 144 (A) 264, 336, 504 e 81
(B) Horas ap@s a aplicacdo do mesotri
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Cavalieri et al., (2010) observaram efeito de estimulo de
crescimento com a aplicagcdo de subdoses de imazapic sobre grama Esmeralda. Houve
incremento na altura média da grama nas doses de 2,5 e 5 ¢ bash40 DAA, mas néo
houve incremento na massa seca. Da mesma forma, a aplicacdo do imazapic sobre plantas
de soja ndo apresentou incrementos ha massa seca ao final do experimento.

O G5 estimado pela curva de regressao (Figura 16) foi de 15,8 g
i.a. ha' (Tabela 9). O herbicida, mesmo na dose mais alta, ndo matou as plantas de soja,
mas causou reducdo na massa seca acima de 80%.

Visualmente as plantas de soja que receberam as menores doses de
imazapic apresentaram boa recuperagcdo quando comparadas as imagens de 21 e 34 DAA
(Figura 17).
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Figura 16. Massa seca residual (%) da parte aérea das plantas de soja quando submetidas a
diferentes doses do herbicida imazapic.

O imazapic por atuar na inibicdo da ALS ndo apresentou grandes
respostas na reducdo da taxa de transporte de elétrons, sendo que somente nas duas doses
mais altas (56 e 150,5 g i.a. hapresentou reducéo da &area abaixo da curva de ETR na
avaliacao de 144 HAA. Este efeito de pequena reducdo da ETR permaneceu até o final do

experimento, inclusive com as doses mais baixas a partir de 264 HAA (Figura 18).



52

0,0 | 0525 | 1,05 | 525 | 105 | 56 | 1505
Dose Imazapic (g i.a. ha'l)

Figura 17. Plantas de soja aos 21 (A) e 34 (B) dias ap0s a aplicacao das diferente

do herbicida imazapic.
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Figura 18. Area abaixo da curva de ETem 24, 48, 96 e 144 (A) 264, 336, 504 e 8:

(B) Horas ap@s a aplicacao herbicida imazapic.
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A curva de regressao do herbicida carfentrazone sobre a massa seca
residual da parte aérea de soja apresentou excelente ajuste, com coeficiente de
determinacao de 0,98 (Tabela 9). Observa-se pelas Figuras 19 e 20 que mesmo na maior
dose o carfentrazone n&o controlou 100% as plantas de soja, maesti@ado pela

regressao foi de 3,1 gi.a. ha

100

80 4

60 -

40 4

Peso seco (% da testemunha)

20 +

f

Carfentrazone (g a.i. ha'l)

Figura 19. Massa seca residual (%) da parte aérea das plantas de soja quando submetidas a

diferentes doses do herbicida carfentrazone.

O carfentrazone atua inibindo a enzima protoporfirinogénio
oxidase (PROTOX), envolvida na rota biossintética da clorofila (HRAC, 2001). Na
avaliacdo da area abaixo da curva de ETR (Figura 21) observa-se que ja na primeira
avaliacdo a 4 HAA o herbicida nas doses mais altas promoveu reducdo na ETR. Em 24
HAA as menores doses do carfentrazone também contribuiram na reducdo da Taxa de
transporte de elétrons e mantiveram até 96 HAA, onde as menores doses, até 5 g ha
estabilizaram em relacéo a testemunha e s6 voltaram a apresentar reducéo a partir de 336
HAA. As maiores doses do herbicida (10 e 50 g i.d) baresentaram menor area abaixo
da curva de ETR em todas as avaliacdes, apesar da dose de 10 § nao Hdiferir

significativamente da testemunha nas avaliacfes de 96 e 144 HAA.
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0,0 | 025 | 0,5 | 1 | 5 | 10 | 50
Dose Carfentrazone (g i.a. ha™)

Figura 20. Plantas de soja aos 21 (A) e 34 (B) dias ap0s a aplicacao das diferente

do herbicidacarfentrazon
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Figura 21. Area abaixo da curva de Elem 4, 24, 48, 96 e 144 (A)264, 336, 504 e 8:
(B) Horas ap6s a aplicacao do carfentraz
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7 CONCLUSOES

Nas condicdes em que foram realizados os estudos, pode-se
concluir que:

Em baixas doses o glyphosate estimulou a ETR e aumentou a
biomassa. Sendo que a taxa de transporte de elétrons (ETR) pode ser utilizada como uma
ferramenta para avaliacdo de hormesis promovida por subdoses de glyphosate.

Os compostos da rota do acido chiquimico como o acido benzoico
e salicilico apresentaram, respectivamente, incrementos de 203 e 170% na subdose de 3,6 g
e.a. hd de glyphosate e para os aminoacidos fenilanina, tirosina e triptofano também
houve uma resposta positiva da aplicacdo do glyphosate, com aumento da concentracéo
destes nas menores doses e reducédo nas doses mais elevadas.

A dose mais alta do pré-tratamento (7,2 g e73.mecessitou de
uma maior dose de glyphosate para se atingir o maximo de hormesis.

O pré-tratamento com 3,6 g e.a fte glyphosate foi o que melhor
promoveu hormesis para as raizes e parte aérea da soja, nas doses estimadas de 11,3 e 3,2
g e.a. ha, respectivamente, na segunda aplicac&o.

Para a massa seca total, a dose de 7,2 g &mohpré-tratamento
foi a que apresentou maior hormesis, na dose estimada de 18,2 § @eaghgphosate na
segunda aplicacao.

Os herbicidas amicarbazone, mesotrione, imazapic e carfentrazone

nas doses testadas ndo apresentaram hormesis ou estimulo na parte aérea da soja.
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