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1. RESUMO

TITULO: HORMESIS DE GLYPHOSATE EM CANA-DE-ACUCAR E
EUCALIPTO

O efeito de substancias que em altas doses causa efeitos toxicos, mas que em subdoses
pode estimular a planta é conhecido como hormesis, sendo o glyphosate um herbicida
com este efeito. Subdoses de glyphosate podem estimular o crescimento de uma
diversidade de espécies de plantas, e tal resultado provavelmente esteja relacionado
com o sitio de acdo do glyphosate, uma vez que o efeito ndo é observado em plantas
resistentes ao glyphosate. Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito de hormesis do herbicida glyphosate em cana-de-acUcar e eucalipto. Para isso,
foi conduzido quatros experimentos onde foram utilizados dez doses do herbicida
glyphosate 0; 1,8; 3,6; 7,2; 18; 36; 72; 180; 360 e 720 g e.a.ha™, aplicados com o
auxilio de pulverizador estacionario com o volume de calda de 200 L ha™. Nos
experimentos foram avaliados a massa seca de parte aérea, fibra em detergente acido
(FDA), lignina, glyphosate, acido chiquimico, conteddo de clorofila, trocas gasosas
(taxa de assimilacdo de CO,, condutdncia estomatica e taxa de transpiracdo). Os
resultados indicaram que a massa seca da parte aérea de cana-de-agucar e eucalipto,
apresentou incremento em doses variando de 3,6 a 18 g e.a ha™. A aplicacdo de
glyphosate proporcionou, em ambas as culturas, um incremento na taxa de assimilacéo
de CO,, condutancia estomatica, taxa de transpiracdo, contetdo de clorofila, sendo a
dose variavel para cada parametro analisado. Os niveis de FDA e lignina aumentaram
em cana-de-agucar ap6s a aplicacdo de glyphosate, em todas as doses analisadas. Em
resultados para eucalipto os niveis de FDA e lignina mantiveram-se estaveis,
diminuindo em doses maiores. O herbicida glyphosate sé foi detectado em cana-de-
acUcar e eucalipto em doses a partir de 72 g e.a ha™, da mesma forma os niveis de

acido chiquimico aumentaram.

Palavras-chave: subdoses, trocas gasosas, Eucalyptus sp., Saccharum sp.



2. SUMMARY

HORMESIS OF GLYPHOSATE IN SUGARCANE AND EUCALYPTUS. Botucatu,
2015. 56 p. Diseertacdo (Mestrado em Agronomia / Agricultura) — Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista
Author: RENAN FONSECA NASCENTES
Adviser: PROF. DR. CAIO ANTONIO CARBONARI

The effect of substances that at high doses cause toxic effects, but in low doses can
stimulate the plant is known hormesis. One herbicide which has been used for this
purpose is glyphosate. Low doses of glyphosate can stimulate the growth of a variety
of plant species, and such a result is probably related to glyphosate site of action, since
the effect is not observed in glyphosate resistant plants. Therefore, this study aimed to
evaluate the hormesis effect of glyphosate herbicide in sugarcane and eucalyptus. For
this, it conducted four experiments where was used ten doses of glyphosate 0; 1.8; 3.6;
7.2; 18; 36; 72; 180; 360 and 720 g e.a. ha, applied to the steady spray of aid with the
spray volume of 200 L ha ™. In the experiments were evaluated: dry mass of shoots,
acid detergent fiber (ADF), lignin, glyphosate, shikimic acid, chlorophyll content, gas
exchange (CO2 assimilation rate, stomatal conductance and transpiration rate). The
results indicated that the dry mass of shoots of sugarcane and eucalyptus, increase in
doses ranging from 3.6 to 18 g e.a. ha ™. The application of glyphosate provided in
both cultures, an increase in CO, assimilation rate, stomatal conductance, transpiration
rate, chlorophyll content, with variable dose for each parameter analyzed. FDA and
lignin levels increased in sugarcane after application of glyphosate at all doses tested.
In results to eucalyptus the FDA and lignin levels remained stable, decreasing at higher
doses. The herbicide glyphosate was only detected in sugarcane and eucalyptus in

doses above 72 g ha, as the shikimic acid levels increased at the same way.

Key words: low doses, gas exchange , Eucalyptus sp., Saccharum sp.



3. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) se transformou em uma das
principais culturas da economia brasileira, conhecida pela grande producdo de biomassa e
utilizada principalmente para producdo de aclcar e biocombustivel. O Brasil é o maior
produtor de agUcar e etanol proveniente dessa cultura (MAPA, 2015). Outra cultura que
necessita de alta producdo de biomassa é o eucalipto Eucalyptus spp, pois 0 mercado exige
uma demanda crescente de madeira proveniente de florestas. Esta cultura apresenta uma
das alternativas viaveis para o abastecimento de véarios setores industriais, em especial a
producdo de energia e madeira para a industria moveleira, de papel, celulose e outros.
Desta forma o efeito da aplicacdo de baixas doses de herbicida, denominado de hormesis,

torna-se uma nova ferramenta para o aumento na producao de biomassa.

Uma referéncia do século XVII para o conceito agora conhecido
como hormesis pode ser encontrada nos escritos de Paracelsus (1493-1541), que afirmou
que “o que faz um homem doente também pode cura-lo”. Ele também destacou que “todas
as substancias sdo venenos, ndo existe nada que ndo seja veneno, somente a dose correta

diferencia o veneno do remédio”. O termo "hormesis" é de origem relativamente recente.



De acordo com Luckey (1991), hormesis foi usado pela primeira vez em 1942 para
descrever o estimulo de crescimento de fungos por baixas concentragdes de uma substancia
antibiotica, que naturalmente encontrado em casca de arvore, e que em concentragcdes mais
elevadas diminui o crescimento do fungo. O efeito hormesis pode provocar diferentes
respostas estimulatorias, dependendo 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 trabalhos citados na literatura constataram o efeito de hormesis de
glyphosate por meio do crescimento de plantas promovido por aplicacbes de baixas

concentragdes do herbicida.

O glyphosate ¢ um herbicida sistémico, utilizado no controle de
plantas daninhas, na dessecacdo, e em culturas resistentes. Tal herbicida apresenta largo
espectro de agdo, o que possibilita um excelente controle de plantas daninhas anuais ou
perenes, tanto de monocotiledéneas como de dicotiledéneas. O glyphosate inibe a agéo da
enzina EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase), associada a rota do acido
chiguimico. Desta forma, impede a producdo de aminoacidos essenciais como fenilalanina,
tirosina e triptofano. Além de alguns metabdlitos secundarios como: lignina, antocianina,
tanino, fitoalexina e alcaloides. Baixas doses de glyphosate pode estimular o crescimento
de uma variedade de espécies de plantas o efeito de 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).

No solo o glyphosate complexa com minerais de argila e matéria
organica sendo rapidamente adsorvido. Desta forma a absorcéo do glyphosate pelo sistema
radicular é praticamente nula. A absorcdo ocorre em regides clorofiladas da planta como
caule e folhas. Quanto ao modo de absor¢do este herbicida é absorvido via folha,
transportado pela cuticula e parede celular até chegar aos ectodesmos onde é prontamente
transportado por proteina do tipo fosfato na membrana plasmatica. No citoplasma ele e
rapidamente translocado via floema para outros érgdos da planta.

Atualmente, tanto no setor de producdo agricola quanto nas
diversas areas da saude humana, o efeito de hormesis por produtos aplicados, vem sendo
amplamente discutido e pesquisado, com o objetivo de compreender 0 mecanismo de agao

estimulante e benéfica de diversas substancias inicialmente consideradas como toxicas.



Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi de analisar o efeito
de baixas doses de glyphosate no acimulo de massa seca, trocas gasosas e compostos

relacionados a rota do &cido chiquimico, em plantas de cana-de-acucar e eucalipto.



4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. A cana-de-agUcar

A cana-de-aclcar é uma planta monocotileddnea, perene,
provavelmente originaria das regifes da Indonésia e Nova Guiné, pertencente a familia
Poaceae. Seus atuais cultivares sdo hibridos interespecificos, sendo que nas constituices
genéticas participam as espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi, S.
robustum e S. edule (GUPTA et al., 2010).

Apresenta metabolismo C4, pois forma compostos organicos com
quatro carbonos e possui uma das maiores taxas fotossintéticas, chegando a saturacdo a 0,9
cal cm? min™ (AUDE, 1993), sendo que as caracteristicas das variedades influenciam a
eficiéncia fotossintética da cana, além das variacGes climaticas que ocorrem durante o
desenvolvimento da cultura (RODRIGUES, 1995).

A cana-de-agUcar se transformou em uma das principais culturas da
economia brasileira. O Brasil ndo é apenas o maior produtor de cana, mas também o
primeiro do mundo na producéo de agucar e etanol e conquista, cada vez mais, 0 mercado

externo com o uso do biocombustivel como alternativa energética (MAPA,2015). A cana-



de-acucar é conhecida pela grande producdo de biomassa e utilizada principalmente para

producdo de agucar, biocombustivel e energia elétrica.

Na cultura da cana-de-aglcar (Saccharum spp.), o glyphosate é
utilizado como maturador, nas doses entre 180 e 360 g e.a. ha-l e na eliminacéo de

soqueiras para fins de renovacdo da cultura, com doses de 1800 a 2160 g e.a. hal
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Silva et al. (2009) identificaram efeito estimulante da aplicacdo de

glyphosate na subdose de 1,8 g.e.a.ha-1 no desenvolvimento inicial da cana-de-aclcar, o
que indicaria uma potencial aplicacdo desse manejo para obtencdo de melhores estandes
apos a brotacdo, a fim de conseguir melhor exploracdo do ambiente pela planta, resultando

em maior produgéo de biomassa.

Carbonari et al. (2014), estudando a aplicacdo de doses de
glyphosate em cana-de-aglicar, determinou que as doses entre 7,2 e 36 g de e.a. ha™
promoveram um aumento na biomassa da parte aérea da planta, enquanto doses de
glyphosate superior a 72 g a.e. ha™* causaram reducdes significativas na massa seca. Os
mesmos autores relatam que os sintomas de intoxicacdo nas plantas foram observadas
acima de 21 dias ap6s o tratamento nas doses de 72 g ae ha™. Além disso, 0s aumentos nos
niveis de acido chiquimico, acido quinico e chiquimato-3-fosfato, em comparagdo com
plantas ndo-tratadas indicando a auséncia de efeitos negativos a este respeito em doses

mais baixas.

4.2. Eucalipto

Originario da Australia e da Indonésia, o eucalipto assume grande
importancia nacional pela co-geracdo de matéria-prima para producao de celulose e papel,
carvdo, moveis e energia. Pertence ao género Eucalyptus, que retine mais de 600 diferentes
espécies. Hoje, as florestas plantadas de eucalipto cobrem 4,8 milhGes de hectares no
Brasil segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2015). Desse total, 1,8 milhdo é cultivado pela industria de celulose e papel (ABRAF,
2014).



As espécies de eucalipto sdo as espécies florestais mais cultivadas no
Brasil atualmente, em virtude de seu crescimento rapido, em relacéo as esséncias nativas,
boa qualidade da madeira e por apresentar potencial de usos mdaltiplos. A grande
diversidade de espécies possibilita a adaptacdo do género as diversas condi¢des ambientais,
tais como o clima e solo. Outro facilitador é a versatilidade de propagacdo, que €
facilmente obtida, tanto por sementes, como por via vegetativa (VILAS BOAS et al.,
2009).

De acordo com Lob&o et al. (2004), ao se pensar em espécies de
rpido crescimento, como alternativa para producdo de madeira, 0 género Eucalyptus se
apresenta como uma opc¢do potencial das mais importantes, ndo somente por sua
capacidade produtiva e adaptabilidade a diversos ambientes, mas, sobretudo, pela grande
diversidade de espécies, tornando possivel atender aos requisitos tecnolégicos dos mais
diversos segmentos da produc&o industrial madeireira.

Para determinacdo da qualidade da madeira visando a producdo de
polpa celuldsica e papel, os parametros quimicos como teores de celulose, lignina e
extrativos tém sido considerados os mais relevantes, e normalmente sdo relacionados com
0s aspectos quantitativos de rendimento e consumo de produtos quimicos durante o
processo de deslignificacdo (CARVALHO et al., 1998).

Ligninas  sdo  substdncias  complexas, = macromoléculas
tridimensionais de origem fenilpropandide. Estas substancias quimicas conferem rigidez a
parede da célula e, nas partes da madeira, agem como um agente permanente de ligacéo
entre as células, gerando uma estrutura resistente ao impacto, compressdo e dobra. Sua
estrutura principal provém dos precursores primarios, alcool trans-coniferilico, alcool
trans-sinapilico e alcool trans-para-cumario (SACON; WEISSHEIMER, 1996). Entretanto,
sabe-se que tais precursores provém do metabolismo secundario, mais precisamente da rota

do acido chiquimico, a qual € afetada pela molécula de glyphosate.

Segundo Velini et al. (2009), clones de eucalipto variaram quanto a
sensibilidade a baixas doses de glyphosate, e que essa resposta pode estar associada a
tolerancia a baixa disponibilidade de fésforo no solo, uma vez que proteinas que

transportam grupos de fosfatos facilitam a absor¢édo do glyphosate.



4.3. Glyphosate

O glyphosate é um herbicida utilizado em pds-emergéncia e
pertence ao grupo quimico das glicinas substituidas. Apresenta amplo espectro de controle,
0 que possibilita um excelente controle de plantas daninhas anuais ou perenes, de
diferentes familias de mono ou dicotiledoneas. O glyphosate € um dos principais
herbicidas utilizado na agricultura, devido a eficacia no controle de plantas daninhas, do
baixo custo e seguranca na aplicacdo. Este herbicida foi originalmente sintetizado em 1964
como potencial agente quelante industrial e seu uso como herbicida foi descrito em 1971.
(AHSAN et al., 2008; PRESTON; WAKELIN, 2008).

O coeficiente de particdo octanol/agua (Log Kow) do glyphosate é
extremamente baixo (-3,22), indicando baixissima afinidade por lipidios e elevada
solubilidade em &gua (15.700 mg L™). Este herbicida apresenta trés constantes de
dissociacdo (pKa's) com valores de 2,6; 5,6; 10,3 (RODRIGUES; ALMEIDA,2011). Em
funcdo das diferentes cargas que a molécula pode assumir, a variacao de pH do solo tem
pouco efeito sobre a adsorcdo de glyphosate (DILL, 2005). O herbicida é fortemente
adsorvido pelos coldides do solo (koc 24000mg L™ ) apresentando pouca lixiviacdo
(RODRIGUES; ALMEIDA,2011).

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

O glyphosate é absorvido moderadamente pela cuticula,
necessitando em média de 6 horas sem chuvas apds a aplicagdo para haver controle
adequado de plantas sensiveis. E possivel que a absorcdo relativamente lenta de glyphosate
ocorra devido ao valor muito baixo de Log Kow (-3,22), em comparacdo com outros
herbicidas, o que Ihe confere baixa lipofilicidade. Assim, novas formulacfes apresentam
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surfactantes que conferem maior lipofilicidade a solucao aspergida, facilitando a absorcao
foliar dos inibidores de EPSPs (BOERBOOM; WYSE, 1988, DILL, 2005)

A penetracdo de glyphosate nas células € mediada por proteinas
transportadoras de fosfato, presentes na membrana plasmatica (MERVOSH; BALKE,
1991). E translocado nas plantas até os tecidos de demanda, através do floema, onde é
distribuido simplasticamente, embora também ocorra movimento apoplastico. Este
composto aparentemente tem dificuldade de penetrar no floema, contudo, uma vez ali
localizado é altamente mdvel, aproximando-se do limite tedrico de mobilidade no floema
(GOUGLER; GEIGER, J, 1984; DILL, 2005).

O glyphosate é 0 Gnico composto capaz de inibir a enzima EPSPs
em doses que viabilizem o uso comercial (MOLDES et al., 2008; REDDY et al., 2008).
Esta enzima esta localizada na rota do acido chiquimico o qual é responsavel pela
producdo de trés amino&cidos essenciais que sdo: triptofano, fenilalanina e tirosina e varios
outros compostos fendlicos que derivam desses aminoacidos. (TAN et al., 2006; TAIZ e
ZEIGER, 2013).

O mecanismo de acdo do glyphosate é através da inibicdo da
enzima EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase), a qual é responséavel por
catalisar a reacdo do chiquimato-3-fosfato (S3P) e fosfoenolpiruvato (PEP) formando um
composto enolpiruvilchiquimato-3-fosfato mais fosfato (KNAGGS, 2003; AMRHEIN et
al., 1980). O glyphosate se liga ao complexo EPSPs-S3P através de um sitio de ligagéo do
tipo fosfato, essa ligagdo € 75 vezes maior que entre a EPSPs-PEP. (MARIA et al., 2005;
AHSAN et al., 2008). O enolpiruvilchiquimato-3-fosfato é percussor do &cido corismico
do qual ird produzir os aminoacidos triptofano, fenilalanina, tirosina, com isso a aplicacao
do glyphosate ira inibir todos esses aminoacidos e compostos fenélicos (AMRHEIN et al.,
1980; LYDON; DUKE, 1988).

De acordo com Kruse et al., (2000), aproximadamente 35% da
massa seca de plantas é representada por derivados da via do chiquimico e 20% do carbono
fixado pela fotossintese segue por essa rota metabdlica. Com isso a inibicdo da rota causa
um desbalanco no fluxo de carbono, contribuindo para a causa dos sintomas (GEIGER,;
FUCHS, 2002; KOGER et al., 2005). Além do fluxo de carbono e sintese dos aminoéacidos,

outro fator relacionado a morte de plantas causadas pelo glyphosate é a biossintese de
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compostos fendlicos. A classe mais abundante de compostos fenolicos produzidos por
plantas deriva da fenilalanina, reacdo catalisada pela fenilalanina amoénia liase (PAL)
(TAIZ E ZEIGER, 2013).

Esta rota metabdlica € fonte dos amino&cidos citados para a sintese
proteica, mas também é precursora de Vvarios outros compostos aromaticos importantes
como vitaminas (K e E), hormonios (auxina, etileno), alcaldides, lignina, antocianina e
varios outros produtos secundarios. O acido salicilico que é extremante importante no
mecanismo de defesa contra patdgenos resulta da rota do acido chiquimico. A lignina que
também advém desta rota, confere resisténcia a parede celular atuando como barreira fisica
em plantas (TAIZ E ZEIGER, 2013). Em baixas doses de glyphosate, a sintese de lignina
pode ser inibida, fazendo as paredes celulares mais elasticas por um periodo mais longo
durante o desenvolvimento, resultando em um maior crescimento longitudinal (DUKE et
al., 2006).

Os sintomas da acdo do glyphosate podem ser verificados
aproximadamente aos sete dias ap0s a aplicacdo com o aparecimento de folhas cloroéticas e
posteriormente evoluindo para necrose dos tecidos. Como o glyphosate atua na biossintese
de aminoé&cidos e compostos fenolicos o0s sintomas aparecem com espago maior de tempo

comparado a outros herbicidas.

4.4. Hormesis

Algumas substéancias, embora toxicas em doses altas, podem ser
estimulantes ou mesmo benéficas em doses baixas. Este é o caso dos medicamentos que
em doses adequadas sdo usados pelos seus efeitos benéficos, bem como os defensivos
agricolas que sdo normalmente utilizados como substancias toxicas para plantas daninhas,
pragas e doencas. Porém, em doses ainda mais reduzidas pode causar um efeito

estimulante chamado hormesis.

Hormesis vem do grego ‘“hormo” que significa “excitar”, ¢
originalmente definido como um comportamento bifasico, no qual uma caracteristica
bioldgica 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). Segundo Beltz e Duke (2014) o primeiro
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conceito de hormesis foi de Paracelsus (1493-1541) que afirmou que "o veneno estd na
dose”. Mas o termo foi usado primeiramente por Southam e Ehrlich (1943) para descrever

o estimulo de agentes potencialmente letais.

Pesquisas tém sido realizadas no sentido de avaliar possiveis
efeitos horméticos em plantas, principalmente com o uso de herbicidas. A resposta
estimulatoria € medida em diferentes parametros variando de crescimento com base no
peso, altura ou area foliar, ou ainda mudancas fisioldgicas, como teor de proteina. O efeito
hormesis pode provocar diferentes respostas estimulatdrias, 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 fisioldgicas na planta, que faz com que esta tente
compensar o estresse quimico (WIEDMAN; APPLEBY, 1972).

Os efeitos positivos de hormesis em resposta a doses sub-letais
podem variar de acordo com varios estimulos (CALABRESE; BALDWIN, 2003) e
complexos quimicos (CALABRESE; BALDWIN, 2000), radiacdo, (FEINENDEGEN,
2005), estresse (CYPSER; JOHNSON, 2002 ). Estes mesmos autores indicam que um dos
pontos de validagdo na pesquisa com hormesis € o crescimento. Carvalho et al. (2013)
trabalharam com subdose de glyphosate em cafeeiros e observaram incremento de 18% no
didmetro do caule, 31% na massa de matéria seca das folhas e 27% na massa de matéria

seca total, atribuindo tais resultados a ocorréncia de hormesis.

Efeitos causados pela aplicacdo acidental, de deriva de glyphosate
tem sido estudados em culturas como algoddo, beterraba, café, cana-de-agucar, cevada,
citros, eucalipto, maracuja, soja (TUFFI SANTOS et al., 2006; WAGNER JUNIOR et al.,
2008; FRANCA, 2009; SILVA, et al., 2009; CEDERGREEN; OLESEN, 2010;). Baixas
doses de glyphosate estimularam o crescimento de uma diversidade de espécies de plantas
e hormesis provavelmente esteja relacionado com o sitio de acdo do glyphosate, uma vez

que o efeito ndo foi observado em plantas resistentes ao glyphosate (VELINI et al., 2008).

O tratamento de uma cultura com uma subdose de um herbicida
para uma mudanca fenotipica desejavel pode ser valioso (DUKE et al.,, 2006). Por
exemplo, glyphosate em subdoses de forma comercial é aplicado para estimular o acimulo

de sacarose e evitar o florescimento em cana-de-acucar (CASTRO et al., 2002;
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BENNETT; MONTES, 2003; CASTRO; MESCHEDE, 2009; VELINI et al., 2009;
ARALDI et al., 2010). Este efeito estimulatorio € benéfico, e assim tratamentos com

baixas doses de glyphosate tem usado na producdo de cana-de-agucar.

4.5. Efeitos do glyphosate na fotossintese

De acordo com Carvalho (2011), a fotossintese ndo é o sitio de
acao primaria do glyphosate, mas ha estudos com deriva simulada e aplicacfes de doses
recomendadas na qual foram observadas alteracdes na fotossintese de culturas susceptiveis
e resistentes. Este mesmo autor também observou que ao aplicar subdoses de glyphosate
em plantas de cafe, ndo houve reducgéo de assimilacdo de carbono, contudo houve reducao
na condutancia estomatica e transpiracdo, e conclui-se que o tempo requerido para
observar esses efeitos indica que a fotossintese ndo é o modo primario de a¢do ou que o

herbicida atua lentamente nos processos fotossintéticos.

Mudancas nos parametros fisiolégicos induzidas pelo glyphosate
que tem efeito direto ou indireto sobre a fotossintese tem sido foco de estudos atuais.
Velini et al. (2008) estudando baixas doses de glyphosate constataram uma alteracéo
bioquimica importante, que é o aumento do &cido chiquimico. O aumento do &cido
chiquimico foi encontrado em todas as espécies testadas exibindo estimulos de crescimento
induzido pelo glyphosate, enquanto nenhum aumento foi medido em soja resistente ao
glyphosate, que também ndo apresentaram um aumento de crescimento (VELINI et al.,
2008).

Aproximadamente 20% do carbono fixado por plantas verdes é
encaminhado através da rota do &cido chiquimico com um grande nimero de produtos
finais significativos como resultado (KRUSE et al. 2000). Entre esses estdo as vitaminas,

ligninas, alcaldides e uma gama de compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Aldesuquy e Ibraghim (2000), trabalhando com aplicagdo de acido
chiguimico em sementes de feido-caupi, determinaram que os parametros de crescimento
melhoraram com o tratamento, aumentando a turgescéncia e expansdo das folhas, a
producdo de pigmentos fotossintéticos, bem como um incremento significativo na
atividade fotossintética. Além disso, o &cido chiquimico aumentou a capacidade produtiva

de plantas de caupi por induzir aumento nos componentes de producéo.
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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. ha), aos 21 DAA. Cedergreen e Olesen (2010) verificaram
estimulo na fotossintese de plantas de cevada quando expostas a subdoses de glyphosate

(11 a 45 g e.a. hal), sendo que esse efeito persistiu até a colheita.

Dado que ocorrem alteracfes fotossintéticas, de modo direto ou
indireto, a analise de clorofila também se torna uma ferramenta importante para o
diagndstico nutricional e fotossintético das plantas (MACHADO et al, 2010;
CEDERGREEN; OLESEN 2010). Assim, métodos de quantificacdo e de estimativa de tais
pigmentos também podem ser utilizados como ferramentas para detectar os efeitos do
glyphosate nas plantas. Carvalho (2011) cita que a reducdo no teor de clorofila pode ser
resultado da menor sintese ou da maior degradacéo da clorofila pelo glyphosate. Ainda ha
controvérsias em relacdo a interferéncia de herbicidas no contetdo de clorofila, mas ja
foram verificados em alguns trabalhos, que o glyphosate pode diminuir os teores de

clorofila por inibir a sintese de seu precursor, o acido aminolevulinato.

Outro parametro que pode ser mensurado com o0 objetivo de
verificar se a subdose de glyphosate aplicada esta ou ndo promovendo toxidez e declinio da
fotossintese é a condutancia estomatica, pois as plantas possuem a capacidade de controlar
a abertura estomatica permitindo, assim, responder rapidamente a um ambiente em
transformacéo (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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5. MATERIAL E METODOS

Foram realizados quatro experimentos com a aplicacédo de 10 doses
de glyphosate em plantas de cana-de-acucar e eucalipto. Os experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacdo, no laboratério do Ndcleo de Pesquisas Avancadas
em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Producdo e Melhoramento
Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA) — Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de Botucatu/SP.

Os toletes de cana-de-aclcar da variedade SP801842 foram
coletados na Usina Raizen de Barra Bonita — SP e as mudas de -eucalipto
(Eucalyptus urograndis) do clone 144 foram adiquiridas em um viveiro comercial de

mudas em Botucatu — SP.

No primeiro experimento a aplicagdo foi realizada no dia
31/03/2014 e encerrado no dia 30/05/2015 totalizado 60 dias, no segundo a aplicagéo foi
realizada no dia 28/01/2015 e finalizado no dia 09/03/2015, totalizando 40 dias. No
primeiro experimento o objetivo foi de analisar o acimulo de matéria seca, concentragao

de fibra em detergente &cido (FDA), lignina e quantificacdo de glyphosate e acido
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chiguimico. No segundo o objetivo foi o de avaliar o0 acimulo de matéria seca e alteracdes
no conteddo de clorofila, taxa de assimilacdio de CO,, condutancia estomatica e
transpiracdo. Os vasos de 5L foram preenchidos com solo coletado na area experimental da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA/UNESP) e adubados considerando a anélise

quimica do solo, seguindo as recomendacdes técnicas para as culturas.

Os experimentos foram compostos por 10 tratamentos (Tabela 1),
distribuidos em delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes. A aplicacdo dos tratamentos foi realizada quando as plantas de cana-de-agUcar
apresentavam de 5 a 6 folhas verdadeiras e o eucalipto apresentava uma altura media de 50

cm (Figura 1).

Tabela 1. Tratamentos utilizados nos experimentos. Botucatu/SP, 2015.

Tratamento Produto Dose g e.a ha™

1 Testemunha 0

2 Glyphosate 1,8
3 Glyphosate 3,6
4 Glyphosate 7,2
5 Glyphosate 18
6 Glyphosate 36
7 Glyphosate 72
8 Glyphosate 180
9 Glyphosate 360

10 Glyphosate 720
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Para aplicacdo dos tratamentos descritos na Tabela 1 foi utilizado
um pulverizador estacionario, constituido por uma barra de pulverizagdo, com 1,5 metros
de largura, que desloca-se por uma &rea Gtil de 6,0 m? no sentido do seu comprimento. A
barra é tracionada por um conjunto de motor elétrico e modulador de frequéncia, tornando
possivel o controle da velocidade de trabalho da barra. A barra foi equipada com quatro
pontas de pulverizacdo XR 110.02 VS, espacadas em 0,5 m entre si, e dispostas a 0,5 m de
altura em relacdo as unidades experimentais. A pressdo de trabalho utilizada pelo
equipamento é de 2,0 kgf cm™, com velocidade de 3,6 km h™ e consumo de calda de 200 L
ha’. O produto comercial utilizado para o preparo das caldas de pulverizacdo foi o
Roundup Original (360 g e.a. L™).

Figura 1. Detalhes do equipamento e da aplicacdo dos tratamentos e do estadio de

desenvolvimento das plantas de cana-de-agucar e eucalipto.
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5.1. Conteudo de clorofila

Para determinar o contetdo de clorofila foram realizadas, duas
coletas de folhas, aos 15 DAA e 30 DAA no segundo experimento em cada uma das
culturas. As clorofilas a,b, e a+bforam determinadas segundo a metodologia
de Lichtenthaler (1987). Para tanto, foi coletado, por meio de furador de papel 3 discos
foliares, totalizando uma é&rea de 0,84 cm™, do terco médio em folhas totalmente
expandidas. Posteriormente os discos foram acondicionados em frascos de vidro
envolvidos por papel aluminio. O método consiste na adigdo de 2 ml de &cido dimetil-
formamida (DMF) e a manutencédo da solucéo protegida da luz por 24 h, até 0 momento da
leitura. As leituras foram realizadas com auxilio de um espectrofotbmetro em
comprimentos de onda de 480, 647 e 664 nm. Os valores de clorofila a e b foram
determinadas em funcdo da area do disco e os valores de comprimento de onda sendo o

valor expresso em pg cm.

Figura 2. Furador de papel utilizado na coleta dos discos e leitura das amostras em

espectrofotbmetro.

5.2. Trocas gasosas

A avaliacdo de trocas gasosas foi realizada no segundo
experimento de cada cultura aos 15 DAA, em folhas totalmente expandidas localizada no
terco médio do eucalipto e em folhas +1 de cana-de-acucar, primeira folha totalmente
expandida (MARTINS, et al., 2016). Foi utilizado um equipamento de sistema aberto de
fotossintese com analisador de CO; e vapor d’agua por radiag¢ao infravermelha (Infra Red
Gas Analyser — IRGA, modelo LI-6400, da Li-Cor). A diferenca entre os valores da
concentragdo de CO; e vapor d’agua (presente na cadmara sem a amostra) e os da amostra

possibilitou o célculo dessas medidas, obtendo-se, assim, a concentracdo de CO, e vapor
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d’agua liberados (transpiragdo) e assimilados (assimilagdo de CO,) pelos estdmatos das

folhas.

As avaliacbes de trocas gasosas realizadas foram: taxa de
assimilacdo de CO, (A, umol CO, m? s™), taxa de transpiracdo (E, mmol vapor d’4gua m-°
s 1) e condutancia estomética (gs, mol m™ s™). Essas variaveis foram calculadas pelo
programa de analise de dados do equipamento medidor de fotossintese, que utiliza a
equacao geral de trocas gasosas de Von Caemmerer e Farquhar (1981).

Figura 3. Detalhe do IRGA utilizado na analise em cana-de-acucar e eucalipto.

5.3. Massa seca da parte aérea

Ao final dos experimentos, o material vegetal foi coletado
separando-se, folha e caule, para posterior secagem em estufa de circulacdo de ar forcado
com temperatura de 40°C. Ao atingir massa constante o material foi pesado em uma

balanca Shimadzu (AY220) com 0,001g de preciséo.

5.4. Determinacdo dos compostos relacionados a rota do &cido chiquimico

As folhas foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar a uma
temperatura de 40°C até atingirem peso constante. Apos a secagem, as folhas foram
trituradas em moinho tipo Wiley, homogeneizadas e pesado 100 mg da amostra seca em
balanga Shimadzu (AY?220) com 0,0001g de precisdo, e acondicionadas em tubos “falcon”
de 15 mL de capacidade. Foi adicionado no tubo 10 mL de agua acidificada a pH 2,5, com
pipeta automatica Gilson. Os tubos foram agitados em vortex para que a amostra seca fosse

misturada com a agua e entdo submetidos a banho de ultra-som durante 30 minutos
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(GOMES, et al., 2015). As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 4000 g, durante
10 minutos a 20°C (centrifuga Rotanta 460R). O sobrenadante foi coletado e filtrado em
filtro Millex HV (Millipore) 0,45 pm, com membrana durapore 13 mm, e acondicionados

em vial &mbar 9mm (Flow Supply), com 2 mL de capacidade.

Para a quantificacdo do glyphosate, acido chiquimico e AMPA
(&cido aminometilfosfénico) foi utilizado o método descrito por Gomes et al. (2015),
utilizando-se um sistema LC-MS/MS, composto por um Cromatografo Liquido de Alta
Performance (HPLC), Shimadzu, modelo Prominence UFLC. Equipado com duas bombas
LC-20AD, injetor automético SIL-20AC, degazeificador DGU-20A5, com sistema
controlador CBM-20A e forno CTO-20AC. O HPLC foi acoplado ao espectrémetro de
massas 3200 Q TRAP (Applied Biosystems), hibrido triplo quadrupolo, que apresenta alta
sensibilidade e reprodutibilidade, com baixo ruido e medi¢cdo simultdnea de varios
compostos, bem como, mantém uma relacdo constante entre a intensidade do sinal (area do

pico cromatografico) e a concentracdo dos diferentes compostos expressa em unidades

molares.

Figura 4. Procedimentos para extracdo dos compostos relacionados a rota do acido

chiquimico das amostras de cana e eucalipto
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5.5. Andlise de Fibra em detergente acido (FDA) e lignina

Para as andlises de FDA e lignina foram utilizadas as folhas de
cana-de-acticar e eucalipto. Em ambas as culturas as doses de 360 e 720 ge.aha™,
causaram a morte das plantas, para as quais ndo foram realizadas as anélises. As folhas
foram secas em estufa de circulacdo forcada a 40°C até atingirem peso constante. Depois
foram trituradas em moinho tipo Wiley e levadas para o laboratério de bromatologia, no

Departamento de Zootecnia da UNESP/Botucatu, para realizagdo das analises.

A técnica utilizada foi baseada no método da lignina em detergente
acido (LDA), em que a amostra foi previamente tratada com solugdo de detergente &cido,
resultando na fibra em detergente acido (FDA), a qual posteriormente em seguida é
submetida a digestdo com solucdo concentrada de acido sulfdrico a 72% (VAN SOEST,
1965). Esta técnica foi adaptada com a utilizacdo de saquinhos confeccionados em TNT
100 (“tecido ndo tecido”, porosidade de 100 micra). Apos a digestdo, os saquinhos foram
colocados em autoclave (120°C por 30 min) e dispostos no interior de garrafdo para
solucdo de capacidade de 20 L, contendo 50 mL de solugdo em detergente acido por
amostra. Em seguida, receberam pré-lavagem com agua fria para retirada do excesso de
detergente, sendo submetidos a cinco enxagues com agua destilada quente (5 min), a seguir

escorridos e imersos em acetona (5 min) e secos em estufa (105°C) (LANES, 2006).

5.6. Metodologia estatistica

Os modelos utilizados foram apresentados por Brain; Cousens
(1989) e adaptados por Velini et al, (2008) com a finalidade de descrever curvas de dose-
resposta com estimulo ao crescimento Equacdo 1, ou sem estimulo ao crescimento

Equacdo 2, ap6s a aplicacdo de glyphosate.

Os modelos utilizados sdo descritos como segue:

Equacéo 1 v=F(x)=

Equacéo 2 v=F(x)=——
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Onde y= producéo do tratamento; x= dose do herbicida; k= resposta média da testemunha;
f= taxa de estimulo em doses proximas a zero; d= resposta em doses infinitas; b=

determina como a producéo decresce com a dose; g= -loge(EDsp)

Os modelos usados sdo diferentes em apenas um coeficiente
adicional, que multiplica a variavel independente (x), permitindo o calculo do aumento da
soma do quadrado da regressdo, incluindo o coeficiente f com um valor diferente de zero.
Desta forma é possivel testar o quadrado médio associado & inclusdo, com um grau da
liberdade (VELINI, et al., 2008). Quando o valor deste quadrado médio era significativo, a
hiptese f=0 foi rejeitada, a ocorréncia de um estimulo ao crescimento foi aceita e 0
modelo completo (Equagdo 1) foi usado. Quando o valor deste quadrado médio ndo era
significativo, a hipotese que f =0 foi aceita e assim se concluiu que ndo havia estimulo em
baixas doses e um modelo sigmoide normal (Equacédo 2) ajustou-se aos dados (VELINI, et
al., 2008).

Para os dados ndo ajustados em modelos, foi calculado o erro
padrdo da media (Equacéo 3) no software Microsoft Excel e os graficos foram plotados no

software Sigmaplot 12.5 como barras horizontais.

desvpad

Equacéo 3 erro = ——

Onde, desvpad= desvio padrdo da média, N= namero de repeticao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Cana-de-agucar (Experimento 1 e 2)

As curvas de regressao da massa seca da parte aérea das plantas de
cana-de-aclicar obtidas para o experimento 1 (Figura 5 A) apresentaram ajuste de R*=
0,97, 0,92 e 0,96 para a massa seca de folha, caule e folha+caule, respetivamente (Tabela
2). Os valores maximos da matéria seca de folha, caule e total foram estimados nas doses
de 17,4, 11,8 e 17 g e.a ha™ de glyphosate respectivamente. Esses valores correspondem a
um aumento médio na massa seca de parte area de 27,9% em relagdo a testemunha. Doses
acima dos valores citados diminuiram a massa seca da parte area, evidenciando o efeito

herbicida do glyphosate.

No experimento 2 (Figura 5 B) os ajustes do modelo utilizado para
construgdo das curvas de massa seca de folha, caule e folha+caule foram de um R*=0,94,
0,90 e 0,93, respectivamente (Tabela 2). Os resultados obtidos para o segundo experimento
apresentaram aumento na massa seca de folha, caule e folha+caule em doses de 6,4, 8,7 e
7,4 g e.aha, respectivamente. Correspondendo a um aumento de médio na massa seca de

parte aérea de 28,7% em relacéo a testemunha.
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Figura 5. Massa da matéria seca de folha, caule e folha+caule de plantas de cana-de-
acucar aos 60 dias ap6s a aplicacdo de glyphosate (DAA) no experimento 1 (A) e aos 40
DAA no experimento 2 (B).
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Tabela 2. Média, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variagédo

(CV%) da massa seca de folha, caule e total de cana-de-actcar aos 60 (experimento 1) e 40

(experimento 2) dias ap6s a aplicacdo de glyphosate.

Dose de Massa seca (% da testemunha)
glyphosate 60 dias ap6s a aplicagéo 40 dias apds a aplicacao
(g e.ahal) Folha Caule Total Folha Caule Total
0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
1,8 114,51 135,41 122,95 112,05 101,32 105,7
3,6 115,42 130,46 121,29 121,34 119,44 119,25
7,2 132,4 150,75 139,87 135,93 156,76 145,93
18 117,03 120,23 118,13 103,09 108,43 105,44
36 98,2 121,23 107,34 100,61 108,75 104,59
72 39,3 58,28 47,05 64,17 89,59 77,49
180 18,48 23,34 20,42 70,01 73,83 71,83
360 18,35 21,77 19,67 50,81 38,67 44,05
720 16,63 17,43 16,89 43,59 22,96 31,92
Coeficientede 5 o7 36,61 29,7 19,38 30,18 21,01
variacao (%)
Valor de F:
Tratamentos 28,62** 13,26** 20,92** 15,86** 9,81** 16,48**
Hipoteses f#0 7,76** 4,95* 8,07** 11,04** 6,20* 11,48**
Regressdo 63,40** 29,21** 46,49** 33,72** 19,84** 34,34**
Modelo Equacdo1 Equagdol Equagdol Equacdol Equagdol Equagédol
R2 0,98 0,96 0,97 0,94 0,90 0,93
Constantes g=-341 g=-2,69 g=-311 g¢g=-221 g=-220 g=-217
b=2,48 b=1,62 b=1,98 b=1,58 b=1,14 b=1,29
k=9255 k=11140 k=97,70 k=59,89 k=230,56 k=107,25
d=13,72 d =-5,30 d=863 d=38,08 d=-136,69 d=-11,73
f=2,85 f=12,38 f=5,66 f=1280 f=3396 f=1959

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01,

De acordo com SILVA et al. (2009), o crescimento inicial rapido e

uniforme da cultura permite atingir bom estande, possibilitando rapido fechamento da

entrelinha com controle mais efetivo das plantas daninhas. Desta forma a cobertura do solo

homogénea leva a um eficiente aproveitamento da energia luminosa pela planta. Em

resultados obtidos por Silva et al. (2009) a aplicacdo de glyphosate no desenvolvimento

inicial da cana-de-agtcar na dose de 1,8 g e.a. ha™, proporcionou maior perfilhamento,

doses acima de 18 g e.a. ha™* ocorreram significativas reduges na altura do perfilho.
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Figura 6. Detalhe do crescimento de plantas de cana-de-aclcar 35 dias apds aplicacao de

glyphosate (Experimento 1).

Trabalhando com outras culturas Velini et al. (2008), verificaram o
efeito hormesis em milho, soja, eucalipto e pinus a partir de 1,8 até 36 g do e.a. ha™. Para
soja 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 e.a. ha™, respectivamente. 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%
quando aplicados em doses correspondentes a 5 até 10% da dose recomendada. 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 ap6s o transplantio apresentaram

hormesis.

N&o foi detectado AMPA em nenhuma das concentracbes de
glyphosate utilizada (Tabela 3). Em doses variando de 1,8 a 36 g e.a ha™ que foram
responsavel por promover estimulo de crescimento ndo foi detectado glyphosate em folhas
de cana-de-acticar (Figura 7). A partir de 72 g e.a ha™ a concentracdo de glyphosate em
folhas aumentou até a dose méxima utilizada de 720 g e.a ha™, apresentando uma
concentracdo de glyphosate de 1,14 pg g™ (Tabela 3).
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A concentracdo de acido chiquimico em folhas de cana-de-agUcar,
em dose de 720 g e.a. ha™®, aumentaram 61% em relacéo a testemunha (Figura 7). Esse fato
esta relacionado com o sitio de agdo do glyphosate que a EPSPS (5- enolpiruvilchiquimato
3-fosfato sintase) catalisa a reacdo na qual o chiquimato-3-fosfato (S3P) reage com
fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fosforo
inorganico (Pi) . Desta forma ocorre o acumulo de compostos como acido chiquimico,
quinico e desidrochiquimico (DING et al., 2007, PETERSEN et al., 2007; MATALLO et
al., 2009 REDDY et al., 2010)

Niveis elevados de acido chiquimico, detectados a partir de
aplicacdes de glyphosate, foram observados em trigo (BRESNAHAN et al., 2003), algodéo
(PLINE et al., 2002), girassol, trigo e milheto (HENRY et al. 2007), e Conyza canadensis
(MUELLER et al., 2008). No entanto, Pline et al. (2002) e Velini et al. (2008) mostraram
que plantas transgénicas resistentes ao glyphosate ndo acumulam grandes quantidades de

acido chiquimico ap0s a aplicacdo do herbicida.
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Figura 7. Concentracdo de glyphosate (ng g7) (A) e chiquimato-3-fosfato (B) na massa
seca de folhas de cana-de-acUcar aos 60 dias apos a aplicacdo de glyphosate (Experimento
1).
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Tabela 3. Média, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variacdo
(CV%), para concentracdo de glyphosate, acido chiquimico e AMPA em folhas de cana-

de-agUcar aos 60 dias apds a aplicacdo de glyphosate.

Concentraciio (ng g ' de massa seca)

Dose de glyphosate
(ge.aha™) )
Glyphosate Acido chiquimico AMPA

0 0,00 1,88 0,00

1,8 0,00 1,90 0,00

3,6 0,00 1,83 0,00

7,2 0,00 1,95 0,00

18 0,00 1,70 0,00

36 0,00 1,92 0,00

72 0,05 1,63 0,00

180 0,18 2,21 0,00

360 0,35 2,33 0,00

720 1,14 3,03 0,00
Coeficiente variagéo (%) 59,21 28,06 -

Valor de F:

Tratamentos 49,42%* 3,02 -
Regressao 428,58** 16,24** -
R2 0,964 0,894 -
Constantes a=-0,0384 a=1.8071 -
b =0,0015 b =0,0016 -

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01,

O coeficiente de determinagdo (R°=0,97) apresentou um bom ajuste
para 0 modelo utilizado, sendo a dose responsavel por promover maior incremento de FDA
foi de 15,3 g e.a ha™ (Figura 8 A, Tabela 4). Na dose observada o ponto de maxima
corresponde a 15,3% de FDA, esse valor representa um acréscimo de 12% em relacdo a
testemunha. Os dados de percentual de lignina na matéria seca ndo se ajustaram no modelo
de regressao, sendo apresentados graficamente com barra de erro (Figura 8 B). Em todas as
doses de glyphosate analisadas que variaram de 1,8 a 180 g e.a ha™* ouve incremento no
percentual de lignina (Tabela 4). A dose 36 g e.a ha™ foi responséavel por proporcionar
incremento de 5,6% de lignina, valor que corresponde a um aumento de 89% em relacéo a

testemunha.
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A lignina em geral é formada por trés diferentes alcoois de
fenilpropandide: coniferil, cumaril e sinapil, todos sintetizados a partir da fenilalanina
mediante varios derivados do acido cindmico, sendo todos esses compostos produzidos
pela rota do &cido chiquimico (TAIZ; ZEIGER, 2013). De forma geral, a aplicacdo do
glyphosate que atua diretamente na rota do acido chiquimico pode alterar o balanco de
lignina e FDA em plantas. Trabalhando com aplicacdo de subdoses de glyphosate em
Brachiaria decumbens, Meschede et al. (2011), observaram que os valores de lignina
apresentaram reducdes significativas, sendo que o pico de reducéo foi observado nas doses
de 180 e 360 g e.a. ha™*, onde o glyphosate reduziu mais de 40% os niveis de lignina em

relacdo a testemunha.

A fracdo de fibra em detergente acido (FDA) dos alimentos inclui
celulose e lignina como componentes primarios além de quantidades varidveis de cinza e
compostos nitrogenados. A medida que a planta cresce e se desenvolve, as por¢des fibrosas
aumentam, enquanto o teor protéico e a digestibilidade da fitomassa seca reduzem (VAN
SOEST, 1994). Com a maturidade da planta, a concentracdo dos componentes digestiveis,
como os carboidratos sollveis, proteinas, minerais e outros contetudos celulares tende a
decrescer, e a proporcao de lignina, celulose, hemicelulose e outras frages indigestiveis
aumentam (MINSON, 1990).

Segundo Taiz e Zeiger, (2013) a capacidade de sintetizar lignina
deve ter sido uma das adaptacGes evolutivas mais importantes permitindo que as plantas
colonizassem o ambiente terrestre. Os aumentos crescentes nos teores lignina podem
influenciar no desempenho de crescimento da cana, na sua defesa contra estresse biotico e
abiotico, e seu valor energético. A lignina é um fator limitante para a degradacdo da parede
celular (JUNG; DEETZ, 1993).

Além de proporcionar sustentacdo mecanica a lignina apresenta
funcBes protetoras importantes nos vegetais. Sua resisténcia fisica coibe a herbivoria e sua
estabilidade quimica torna relativamente indigerivel. Por sua capacidade de ligagdo
celulose e as proteinas a lignina também reduz a digestibilidade dessas substancias. A
lignificacdo bloqueia o crescimento de patdégenos e € uma resposta frequentemente a
infeccdo ou a leséo (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 8. Percentual na matéria seca de fibra em detergente &cido (FDA) (A) e lignina (B)

em plantas de cana-de-agUcar aos 60 dias apds a aplicacdo de glyphosate (Experimento 1).
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Tabela 4. Média, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variagédo
(CV%), para fibra em detergente acido (FDA) e lignina em folhas de cana-de-acUcar aos

60 dias apos a aplicacdo de glyphosate.

% na massa seca

Dose de glyphosate (g e.a ha™)

FDA Lignina

0 36,35 2,97

1,8 36,95 4,85

3,6 38,48 4,07

7,2 39,85 4,19

18 40,19 4,07

36 40,03 5,61

72 37,30 541

180 35,85 4,00

Coeficiente de variacao (%o) 16,45 24,60

Valor de F:

Tratamentos 2,63* 2,52*
Hipotese f #£0 9,69** -
Regressao 3,41* -
Moedelo Equacéo 1 -
R? 0,97 -
Constante g=-2,77 -
b=1,68 -
k=267 -
d=33,55 -
f=0,71 -

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.

Na avaliacdo realizada para taxa de assimilacdo de CO, (A)
(fotossintese), a curva de regressdo apresentou ajuste de R?=0,97. A dose de glyphosate de
55 g e.a ha’ proporcionou um aumento na taxa de assimilacdo de CO, de 89,8% em
relacdo a testemunha (Figura 9 A). Nesta dose, a taxa de assimilacdo de CO, chegou a
niveis maximos de 18,4 umol m? st e de 9,6 pmol m? s na testemunha aos 15 DAA
(Tabela 5).
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Machado et al. (2010), observaram estimulo na taxa de fotossintese
e na eficiéncia do uso da 4gua em plantas de eucalipto submetidas a aplicacdo de subdoses
de glyphosate aos 21 DAA, mas para as demais caracteristicas fotossintéticas esse
estimulo ndo foi verificado. Cedergreen e Olesen (2010) verificaram estimulo na
fotossintese em plantas de cevada quando expostas a subdoses de glyphosate sendo que

esse efeito persistiu até a colheita.

Seguindo um comportamento similar ao observado para
fotossintese, a condutancia estoméatica aumentou na dose de 3,4 g e.a ha™, sendo o ajuste
da regressdo de R?= 0,84 (Figura 9 B). O valor maximo da condutancia estomatica
observada foi de 0,1057 mol m™ s*, esse valor corresponde ao aumento de 76,2% em
relacdo a testemunha (Tabela 5). A capacidade de difusdo do CO, através do mesofilo
(gm), juntamente com a condutdncia estomética (gs) e a capacidade biogquimica
(propriedades cinéticas e regulacdo das enzimas), sdo os fatores que mais limitam a
fotossintese (FLEXAS et al., 2012).

Para alta produtividade, é necessaria alta condutancia estomatica,
para permitir elevada fixacdo de CO, por unidade de area produzida (BLUM, 2009). Para
maximizar o ganho de carbono, os estdmatos respondem aos fatores ambientais, com 0
objetivo de atender as demandas da fotossintese pelo CO,. Entretanto, essas repostas sdo
mais lentas que a fotossintese, o que pode causar um desbalanco entre a condutancia
estomatica e a assimilacdo de carbono. Assim, a taxa de assimilacdo fotossintética pode ser
limitada pela baixa condutancia estomaética, restringindo a assimilacdo de CO,, podendo
essa limitacdo estomatica representar até 20% em plantas C; (LAWSON; KRAMER;
RAINES, 2012).

A curva de regressio para taxa de transpiracdo apresentou R°=0,83,
0 que demonstra um bom ajuste para os dados (Figura 9 C). A taxa de transpiracdo teve
incremento de 72,6% em relacéo a testemunha na dose de 2,2 g e.a ha™, obtendo o valor de
2,1 mmol m? s'(Tabela 5). Doses acima do ponto méaximo diminuiram a taxa de

transpiracdo chegando a niveis de reducédo de 70%.
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Para aumentar a biomassa as plantas devem aumentar sua taxa de
fotossintese ou reduzir a sua taxa de transpiracdo em resposta aplicacdo de doses de
glyphosate (CEDERDREEN; OLESEN, 2010). Dessa maneira 0 aumento da biomassa
pode ocorrer em funcdo do aumento da atividade fotossintética da planta. Segundo
Cerdegreen et al. (2007), o aumento na biomassa de plantas expostas a subdoses de

herbicida poderia ocorrer em resposta ao estimulo do sistema hormonal da planta.

Tabela 5. Média, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variacao
(CV%), para taxa de assimilacio de CO, (A, umol m™ s), condutancia estomatica (gs, mol
m? s?) e taxa de transpiracdo (E, mmol m? s™) em cana-de-aclcar aos 15 dias apés a
aplicacdo de glyphosate.

Dose de glyphosate T axa oNIe Condutéancia Taxa de
1 assimilagéo de o .
(ge.aha™) co, estomatica transpiragao
0 9,698 0,067 1,255
1,8 16,454 0,099 1,986
3,6 18,244 0,137 2,624
7,2 18,145 0,086 1,708
18 14,590 0,080 1,530
36 14,506 0,101 2,048
72 11,110 0,061 1,254
180 4,826 0,035 0,731
360 3,501 0,033 0,735
720 2,836 0,019 0,371
Coeficiente de variacao 30,62 376 33,03
(%)
Valor de F:
Tratamentos 8,76** 5,47** 6,57**
Hipotese f #£0 10,12** 4,58* 6,73*
Regressao 19,17** 10,30** 12,31**
Modelo Model 1 Model 1 Model 1
R2 0,97 0,84 0,83
Constantes g=-131 g=-0,51 g=-0,05
b=117 b=1,05 b=0,98
k = 25,55 k=0,42 k =-15,87
d=-15,83 d=-0,35 d=17,12
f=11,42 f=0,30 f=-13,50

ns = not significant; *P < 0,05; **P < 0,01,
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Figura 9. Taxa de assimilagdo de CO, (A, umol m™ s™) (A), condutancia estomatica (gs,
mol m? s™) (B) e taxa de transpiracdo (E, mmol m? s™) (C) em folhas de cana-de-agucar

aos 15 dias ap0s a aplicacéo de glyphosate (Experimento 2).
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O conteudo de clorofila a, b, e a+b avaliado aos 15 DAA
(Figura.10 A) apresentou ajuste da regressdo de R%*= 0,96, 0,91, 0,94, respectivamente
(Tabela 6). O contetido de clorofila a e a+b foram otimizados por doses de 10,4 (a) e 7,3
(a+b) g e.a ha™, apresentando aumento de 38,9 e 25,9 % em relac4o a testemunha. Doses
acima dos valores citados reduziram o conteddo de clorofila a e a+b. O contetdo de
clorofila b se manteve estavel até a dose de 18 g e.a ha™*, acima desse valor a clorofila b
aumentou na dose de 140 g e.a ha’, sendo esse valor 25,9% maior em relagdo a
testemunha. Aos 30 dias ap6s a aplicacdo de glyphosate o conteudo de clorofila a, b, a+b
apresentou ajuste de R?= 0,74, 0,96, 0,97. As doses de glyphosate de 14,3; 9,7 e 12,8 g e.a
ha™*, proporcionaram incremento no contetido de clorofila a, b e a+b de 27,3, 23,8 € 26,1%

em relacdo a testemunha, respectivamente (Figura 10 B, Tabela 5).

Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas e,
consequentemente, ao crescimento e a adaptabilidade a diversos ambientes é o contetdo de
clorofila e carotenoides (REGO; POSSAM, 2011). O conteudo de clorofila nas folhas
frequentemente é utilizado para estimar o potencial fotossintético das plantas, pela sua
ligacdo direta com a absorcéo e transferéncia de energia luminosa. Uma planta com alta
concentracdo de clorofila é capaz de atingir taxas fotossintéticas mais altas, pelo seu valor
potencial de captacao de “quanta” na unidade de tempo. Entretanto, nem sempre esta
relacdo existe, pois a etapa bioquimica da fotossintese pode limitar o processo (PORRA et
al,1989; CHAPPELLE; KIM,1992).
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Figura 10. Contetido de clorofila (g cm™) em folhas de cana-de-agticar aos 15 (A) e 30

(B) dias apds a aplicacdo de glyphosate (Experimento 2).
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Tabela 6. Meédia, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variagao

(%), para clorofila a, b e total em folha de cana-de-acucar aos 15 e 30 dias apo6s a aplicacao

de glyphosate.

Clorofila (Chll) em pg cm™

Dose de
?éys ZOhS:E()e 15 dias ap0s a aplicacéo 30 dias apos a aplicacéo
Chll a Chllb Chll Total Chll a Chll b Chll Total
0 10,17 3,42 13,58 10,17 3,42 13,58
18 10,81 3,57 14,38 10,81 3,57 14,38
3,6 11,79 4,07 15,86 11,79 4,07 15,86
7,2 13,36 4,44 17,8 13,36 4,44 17,8
18 12,39 4,18 16,57 12,39 4,18 16,57
36 3,73 6,68 10,41 12,43 3,73 16,16
72 4,63 7,05 11,68 9,86 3,09 12,95
180 3,01 5,39 8,4 8,96 2,97 11,93
360 1,84 3,29 5,13 521 1,92 7,13
720 1,01 0,69 1,69 1,3 0,57 1,87
Coeficiente de 21,16 22,31 19,66 19,34 22,37 19,36
variagao (%o)
Valor de F:
Tratamentos 49,46** 18,21** 26,35** 20,07** 13,41** 19,42**
Hipotese f #£0 14,98** 195,44** 8,43** 7,83** 67,10** 7,40%*
Regresséo 107,39* 36,00** 55,70** 43,97** 28,91** 42,47**
Modelo Equacdo1l Equagdol Equagdol Equacdol Equagdol Equagédol
R2 0,965 0,879 0,94 0,974 0,958 0,972
Constante g=-2,98 g=-3,31 g=-2,16 g=-2,74 g=-2,02 g=-2,57
b=41 b =-6,36 b=0,95 b=0,72 b=0,67 b=0,7
k=754 k=428 k=-8389 k=-1295 k=-2,76 k=-15,09
d=249 d=3,88 d=97,09 d=2289 d=6,11 d = 28,37
f=0,49 f=-0,01 f=-8,89 f=-0,49 f=-0,16 f=-0,63

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.
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6.2. Eucalipto (Experimentos 3 e 4)

Para as curvas de regressdo da massa de matéria seca de folha,
caule e parte aérea de plantas de eucalipto obtidas no experimento 3 (Figura 11 A)
apresentaram ajuste de R?= 0,95, 0,95 e 0,96, respectivamente (Tabela 7). As doses de
glyphosate que promoveram maior crescimento foram de 11,5, 16,1 e 13,5 g e.a ha™, para
massa seca de folha, caule e folha+caule, respectivamente. Os valores apresentados
correspondem a um aumento médio de 15,2% para folha, 14,7% para caule e 15,5% para
folha+caule em relacdo a testemunha. Doses acima dos valores citados diminuiram a massa

seca da parte area, evidenciando o efeito herbicida do glyphosate (Figura 12).

Nos resultados apresentados para o experimento 4 (Figura 11 B) os
dados para massa de matéria seca de folha, caule e folha+caule apresentaram ajuste de R?=
0,92, 0,91 e 0,87, respectivamente (Tabela 7). A dose de glyphosate responsavel por
promover hormesis foi de 8,9 (folha), 6,1 (caule) e 6,3 (folha+caule) g e.a ha™, que

corresponderam ao incremento de 32,8%, 21,1% e 0,87%, em relacéo a testemunha.

O crescimento inicial observado apds a aplicacdo de glyphosate
pode proporcionar vantagens ao longo do ciclo, uma vez que plantas maiores podem fechar
o0 solo mais rapido, limitando o crescimento de plantas daninhas. No entanto, ndo se sabe
de forma préatica quanto tempo esse crescimento inicial é sustentado e pode diferir de
plantas de eucalipto ndo tratadas com glyphosate. Em estudos com cevada em casa de
vegetacdo Cerdergreen (2008) observou hormesis na primeira semana apés a pulverizacdo
de glyphosate em doses menores que 63 g e.a. ha™. O autor relata que o aumento inicial do
crescimento foi suficiente para manter as plantas tratadas maiores por até seis semanas

apos aplicacao.

Segundo Velini et al. (2008) a aplicacdo de baixas doses de
glyphosate variando de 1,9 a 3,7 g e.a ha™ promoveram estimulos de crescimento em
plantas de eucalipto. Segundo 0s mesmos autores para raizes, o peso seco maximo foi duas
vezes maior que da testemunha. Trabalhando com Eucaliptus grandis Carbonari et al.
(2007) constataram que as doses entre 3,6 e 7,2 g e.a. ha™ promoveram maior acimulo de

biomassa da parte aérea, raizes e maior nimero de ramos laterais.
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Figura 11. Massa da matéria seca de folha, caule e parte aérea de plantas de eucalipto 60

dias ap06s a aplicacdo de glyphosate (DAA) no experimento 3 (A) e aos 40 DAA no

experimento 4 (B).
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Tabela 7. Média, pardmetros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variacdo

(CV%) na massa seca de folha, caule e total de eucalipto aos 60 (experimento 3) e 40

(experimento 4) dias ap6s a aplicacdo do glyphosate

Dose de Massa seca (% da testemunha)
?éyfgohsz‘gt)e 60 dias apos a aplicacéo 40 dias ap0s a aplicacéo
Folha Caule Total Folha Caule Total
0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
1,8 98,16 100,44 98,59 123,16 101,89 114,1
3,6 117,43 118,15 117,11 143,35 135,99 139,23
7,2 114,58 119,04 115,58 121,26 109,55 115,56
18 107,46 1131 109,29 129,63 117,02 123,57
36 110,77 113,07 111,32 124,06 106,79 115,99
72 81,26 110,48 92,98 110,56 101,78 105,91
180 69,53 102,93 82,62 85,83 87,18 86,22
360 42,89 69,77 53,62 80,07 94,86 86,32
720 42,31 46,85 43,97 73,45 88,86 79,1
Coeficientede o5 | 15,98 19,81 23,56 25,58 22,62
variacao (%)
Valor de F:
Tratamentos 8,09** 10,76** 9,65** 4,12** 1,44 3,06**
Hipoteses f#0 4,99* 0,19" 4,58* 4,64* 2,06™ 5,45%*
Regressédo 17,63** 31,40** 20,90** 8,56** 2,22" 6,22**
Modelo Equagdo1 Equagdo2 Equagdol Equagdol Equagdo2  Equagéo 1
R2 0,955 0,973 0,962 0,923 0,671 0,903
Constantes g=-3,10 g=-579 9¢9=-390 g9g=-120 g=-421 g=-1,39
b=134 b=4,88 b=0,98 b=1,03 b=-3,12 b=1,16
k = 98,20 k=6121 k=-920,30 k=5853 k=-22,35 k= 81,30
_ _ d= _ _ _
d=0,69 d=43,51 1018,80 d=-48520 d=112,6 d=18,47
f=5,62 f=-40,86 f=195,50 f=233,78

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01,
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Figura 12. Detalhe do crescimento de plantas de eucalipto aos 60 dias apo6s aplicacdo de
doses de glyphosate em g e.a ha™* (Experimento 3).

N4o foi detectado glyphosate em doses de 1,8 a 7,2 g e.a ha™, em
folhas de eucalipto (Figura 13 A). Esse fato pode estar ligado a baixa concentracdo do
herbicida utilizado e a capacidade da planta em metabolizar o glyphosate. A partir da dose
de 18 g e.a ha™! os niveis de glyphosate nas folhas, aumentou até a dose maxima utilizada

de 720 g e.a ha™, apresentando concentracéo de glyphosate de 17,22 pg g™ (Tabela 8)

Os niveis de acido chiquimico em folhas de eucalipto aumentaram
em funcéo da adicéo de glyphosate (Figura 13 B). Em doses de 720 g e.a ha™, os niveis de
4cido chiquimico aumentaram 3,5 vezes em relacdo a testemunha, chegando a 50,6 pg g™
(Tabela 8).

Segundo Carbonari et al. (2011), os elevados niveis de acido
chiquimico sdo utilizados como um indicador precoce e altamente sensivel dos efeitos do
glyphosate nos tecidos das plantas. Anderson et al. (2001) relata que o acumulo de &cido
chiquimico esté diretamente relacionado as concentracdes de glyphosate. Sharma (2013)
estudando o efeito do glyphosate em Camellia sinensis, verificou que este promoveu
acumulo no teor de &cido chiquimico apds sua aplicacdo, e este incremento foi

proporcional ao aumento das doses aplicadas (0, 0,5, 1,0 e 2,0 kg ha™).
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Figura 13. Concentracéo de glyphosate (ug g7) (A) e 4cido chiquimico (B) na massa seca

de folhas de eucalipto aos 60 dias apds a aplicacdo de glyphosate (Experimento 3).

Tabela 8. Média, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variacdo
(CV%), para concentracdo de glyphosate, acido chiquimico e AMPA em folhas de

eucalipto aos 60 dias ap6s a aplicacdo de glyphosate.

Dose de egpt}osate Concentragio (ng g ' de massa seca)
(geaha’) Glyphosate Acido chiguimico AMPA
0 0,00 145 0,00
18 0,00 13,4 0,00
3,6 0,00 11,7 0,00
7,2 0,00 15,3 0,00
18 0,05 17,0 0,00
36 0,15 15,0 0,00
72 0,62 20,5 0,00
180 2,71 25,0 0,03
360 6,30 36,1 0,03
720 17,22 50,6 0,16
Coeficiente variagdo (%) 58,86 39,97 92,93
Valor de F:
Tratamentos 47,50%* 8,03** 19,11**
Regressdo 418,90** 70,64** 159,11**
R2 0,98 0,978 0,925
Constantes a=-0,5453 a = 14,5657 a=-0,0063
b =0,0232 b =0,0525 b = 0,0002

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.
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Nos resultados apresentados para a concentracdo de FDA e lignina,
na matéria seca, nao houve estimulo em baixas doses (Figura 14). A curva de regresséo do
modelo utilizado apresentou ajuste de R?= 0,84 (FDA) e 0,80 (lignina) (Tabela 9). Na
aplicacéo da dose de 180 g e.a ha™*, houve reducdo de 32,7% nos niveis de FDA e 22,7%

nos niveis de lignina, em relagdo a testemunha.

A lignina é uma estrutura complexa e abundante, com
aproximadamente 30% do carbono da biosfera (FENGEL; WEGENER, 1989), presentes
na maioria das plantas, mas com estrutura béasica diferente entre espécies vegetais.
Atualmente, o principal uso da madeira de eucalipto no Brasil esta na inddstria de celulose
e papel. O composto € um constituinte da parede celular, e é concentrada principalmente
nos espacos entre as células (lamela media), onde é depositada durante a lignificacdo do
tecido (TAIZ; ZEIGER, 2013). A lignina de madeira é predominantemente aromatica e
quase totalmente insolivel em solventes orgénicos comuns é desprovida de estrutura

regular, caracteristica de polimeros naturais.

Na fabricagdo do papel, o processo de polpagdo constitui-se em
uma etapa intermediaria e bastante onerosa, que visa a separacao das fibras celul6sicas dos
demais componentes da madeira. Entre estes componentes indesejaveis encontra-se,
principalmente, a lignina (GOMIDE et la. 2010). Portanto, pequenas reducgdes no teor de
lignina da madeira representariam grandes economias as industrias papeleiras, bem como,
ganhos em rendimento (FOELKEL, 2009).
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Figura 14. Fibra em detergente &cido (FDA) (A) e % lignina na matéria seca (B) em

plantas de eucalipto aos 60 dias apds a aplicacdo de glyphosate (Experimento 3).

Tabela 9. Média, parametros da equacdo de regressao, valor de F, coeficiente de variacdo
(CV%), para fibra em detergente &cido (FDA) e lignina em folhas de cana-de-agUcar aos

60 dias apo6s a aplicacdo de glyphosate.

Dose de egonsate (gea % na massa seca
ha™) FDA Lignina
0 35,48 18,02
18 36,35 19,46
3,6 34,41 17,96
7,2 34,21 18,27
18 33,53 17,81
36 31,15 15,74
72 30,96 16,85
180 23,86 13,92
Coeficiente de variacao (%0) 7,45 9,93
Valor de F:
Tratamentos 10,75*%* 4,06**
Hipotese f #£0 2,73ns 1,36ns
Regressao 19,58** 7,56**
Moedelo Equagéo 2 Equacdo 2
R2 0,781 -
Constante g=-11,36 g=-6,93
b=-0,63 b=0,73
k =-634,0 k = 20,66
d=36,78 d=-2,07

ns = ndo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.
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A taxa de assimilacdo de CO, foi estimulada por baixas doses de
glyphosate variando de 1,8 a 18 g e.a ha™*. (Figura 15 A). Na dose correspondente de 9,4 g
e.a ha™ o aumento foi de 82,9% em relacdo a testemunha, atingindo niveis méximos de
4,15 pmol m™ s*(Tabela 10). Praticamente toda matéria organica acumulada numa planta
durante seu crescimento tem origem no processo fotossintético de fixacdo de carbono
atmosférico, o qual representa ao redor de 95% de toda sua fitomassa seca. Assim,
qualquer fator ambiental que afetar a fotossintese afetara o crescimento e acumulo de
fitomassa. Dixon et al. (1990) salienta que a fotossintese pode ser utilizada como
ferramenta para selecdo de condic¢des de crescimento apropriadas para diferentes espécies,
por ser um dos processos fisioldgicos fundamentais na modelagem de aspectos de

crescimento da arvore.

Os processos que acarretam no aumento na atividade fotossintética
de plantas submetidas a aplicagdo de subdoses de glyphosate ndo sdo claramente
conhecidos. Segundo Cedergreen e Olesen (2010), as alteragcdes na taxa de fixacdo de
carbono, teor de &cido chiquimico e na translocacao de carboidratos podem influenciar na
ocorréncia desses fendbmenos. De certa maneira todos 0s processos acarretariam em maior
eficiéncia na fixacdo de carbono pelo ciclo de Calvin-Benson estimulando o processo
fotossintético. O mecanismo causador de incrementos no crescimento de plantas apds
aplicacdo de subdoses de herbicidas ainda € desconhecido, mas em trabalho conduzido por
Cedergreen e Olesen (2010), estes observaram que baixas doses de glyphosate podem

estimular a fotossintese.
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A condutancia estomatica avaliada aos 15 DAA em folhas de
eucalipto, apresentou aumento em funcdo da aplicacdo de baixas doses de glyphosate
(Figura 15 B). Na dose referente de 8,1 g e.a ha™ a condutancia estomética chegou a niveis
de 0,1592 mol m™ s, correspondendo ao acréscimo de 34,4% em relacdo a testemunha
(Tabela 10) Seguindo a mesma tendéncia, a taxa de transpiracdo observada, proporcionou
aumento em funcdo da aplicacdo de glyphosate (Figura 15 C). Os valores maximos
observados para a dose de 8,7 g e.a ha™ foram de 2,70 mmol m? s™, que corresponde

47,1% maior em relacédo a testemunha (Tabela 10).

Nas plantas superiores, o movimento estomatico ¢ o principal
mecanismo de controle das trocas gasosas, pois através dos estdbmatos ocorre o influxo de
CO; e efluxo de agua (NOBEL, 1991; BAESSO, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2013). O controle
das trocas gasosas € considerado um processo complexo, pois, as plantas enfrentam certo
dilema relacionados a abertura e fechamento de estdmatos, diminuindo sensivelmente a
atividade de assimilacdo de carbono (PIMENTEL, 1998). Desta forma as plantas
necessitam abrir os estbmatos para a entrada do CO, e também fecha-los para evitar a
perda de agua, porém a tendéncia é favorecer a assimilagédo fotossintética (ANGELOCCI,
2002).
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Figura 15. Taxa de assimilacio de CO, (A, pmol m? s™) (A), condutancia estomética (gs,
mol m? s™) (B) e taxa de transpiracéo (E, mmol m? s™) (C) em folhas de eucalipto aos 15

dias apds a aplicacéo de glyphosate (Experimento 4).
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Tabela 10. Média, parametros da equacdo de regressdo, valor de F, coeficiente de variacédo
(CV%), para taxa de assimilacio de CO, (A, umol m™ s), condutancia estomatica (gs, mol
m? s™) e taxa de transpiracdo (E, mmol m? s™) em eucalipto aos 15 dias ap6s a aplicagdo
de glyphosate.

Dose de glyphosate ~ Taxa de assimila¢io Condutancia Taxa de
(g e.aha™) de CO, estomatica transpiracao
0 2,266 0,096 1,628
1,8 2,344 0,113 1,779
3,6 4,145 0,129 2,102
7,2 3,643 0,174 2,751
18 4,085 0,121 2,031
36 2,528 0,112 1,858
72 2,662 0,099 1,722
Coeficiente de 20,63 30,75 17,62
variagao (%)
Valor de F:
Tratamentos 5,08** 3,33* 3,52*
Hipotese f #£0 14,97** 7,10* 10,24**
Regressao 5,22%* 4,91* 5,20**
Modelo Equacéo 1 Equacéo 1 Equacéo 1
R2 0,685 0,984 0,986
Constantes g=-2,33 g=-0,60 g=-2,44
b=2,15 b=1,02 b=452
k=0,13 k=1,01 k=-0,18
d=2,03 d=-0,92 d=1,77
f=0,40 f=0,61 f=0,14

ns = not significant; *P < 0,05; **P < 0,01.



49

Em avaliacbes realizadas aos 15 DAA o0s tratamentos ndo
afetaram o contetdo de clorofila a, b, a+b (Figura 16 A, B, C). Aos 30 DAA o contedo
de clorofila a, aumentou na dose de 1,8 g e.a ha™*, proporcionando incremento de 16,6%
em relacdo ao testemunha (Figura 16 D). Da mesma forma, o contetdo de clorofila b e a+b
foram ampliados pela dose de 1,8 g e.a ha™*, proporcionando acréscimo de 44% e 25% em
relacdo a testemunha (Figura 16 E,F). No entanto, quando se compara os valores do
contetido de clorofila a, b, a+b na dose de 1,8 g e.a ha™ com as demais doses aplicadas néo

se observa diferencas significativas (Tabela 11).

A clorofila € um componente essencial para a fotossintese, pois
absorve a energia da luz e a direciona para os fotossistemas, sendo que a absor¢édo de luz
ocorre, principalmente, nas regides vermelho e azul do espectro luminoso; logo, 0 aumento
na concentracdo desse pigmento pode aumentar a eficiéncia fotossintética das plantas
(HORTENSTEINER; KRAUTLER, 2011). Entretanto, nem sempre esta relagio existe,
pois a etapa bioguimica da fotossintese pode limitar o processo (PORRA et al,1989).

Tabela 11. Média, parametros da equacao de regressdo, valor de F, coeficiente de variagdo

(%), para clorofila a, b e total em folha de eucalipto aos 15 e 30 dias apds a aplicacdo de

glyphosate.
Dose de Clorofila (Chll) em pg em™
glyphosate 15 dias ap6s a aplicagéo 30 dias ap6s a aplicagéo
(ge.aha’) Chlla Chllb  ChllTotal Chlla Chllb  Chlil Total
0 5,98 2,21 8,19 7,22 3,53 10,75
1,8 5,62 2,34 7,95 8,39 5,08 13,46
3,6 5,22 2,95 8,17 5,61 3,27 8,88
7,2 5,52 2,07 7,60 7,59 3,84 11,43
18 5,99 2,74 8,73 7,17 4,05 11,21
36 4,59 1,77 6,36 6,93 4,69 11,63
72 6,09 3,79 9,88 7,22 4,16 11,37
S;ﬁgg;”&?e 2831 60,15 34,12 3012 60,60 39,41
Valor de F:
Tratamento 057"  0,97™ 0,75™ 0,74  0,33™ 0,46™

ns = not significant; *P < 0,05; **P < 0,01.
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Figura 16. Contetido de clorofila a (g cm™) (A), clorofila b (B), clorofila a+b (C) aos 15
DAA e clorofila a (ug cm™) (D), clorofila b (E), clorofila a+b (F) aos 30 DAA em folhas

de eucalipto aos 30 dias apos a aplicacédo de glyphosate (Experimento 4).
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho pode concluir que a aplicacdo de glyphosate
em baixas doses promoveu incrementos de massa seca de folha, caule e caule+folha em

plantas de cana-de-acucar e eucalipto.

O glyphosate s6 foi detectado na biomassa das plantas quando
apurado em doses acima de 72 g e.a ha™, em folhas de cana-de-actcar e eucalipto. A partir
dessa dose até as maiores doses de glyphosate aplicado, os niveis de &cido chiquimico

aumentaram.

Os niveis de FDA e lignina em cana-de-agUcar aumentaram em
funcdo da aplicacdo de glyphosate. Em folhas de eucalipto os niveis de FDA e lignina
permaneceram estaveis em baixas doses (1,8 a 18 g e.a ha™) diminuindo em funcdo de

maiores doses.

As trocas gasosas e o contetdo de clorofila a, b, a+b, em folhas de

cana-de-acgucar e eucalipto foram elevadas por baixas doses de glyphosate.
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