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RESUMO

A Ralstonia solanacearum € um dos principais patdogenos do eucalipto por ser
causadora da murcha bacteriana, doenca que tem sido fator limitante na
cultura. A bactéria € um patdgeno de solo com hébitos saprofiticos e é capaz
de interagir com a microbiota e elementos do solo em que vive. Diante do
exposto e sabendo que herbicidas amplamente utilizados em plantios de
eucalipto, como o glyphosate, podem deixar residuos no solo, o presente
trabalho teve como objetivo analisar o comportamento de R. solanacearum
isolada de eucalipto em solo contendo doses de glyphosate. Para a realizacdo
dos experimentos a solucdo bacteriana foi preparada e inoculada em solo
estéril, na presenca de mudas de eucalipto, tratadas com diferentes doses de
glyphosate. Foram utilizados sete tratamentos: solo; solo + R. solanacearum;
solo + R. solanacearum + dose recomendada de glyphosate (0,36 mg e.a. L%);
e para os tratamentos seguintes as doses foram sendo dobradas até alcancar a
dose de 16 vezes (0,72 mge.a. L', 1,44 mge.a.L?, 2,88mge.a.Lte 5,76 mg
e.a. L1, respectivamente). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 10 repeticbes por tratamento, totalizando 70
parcelas experimentais. Foi realizada a quantificacdo da populacdo bacteriana
de amostras de solo dos tratamentos em diferentes periodos, em meio de
cultura Kelman, além de andlise da atividade das enzimas peroxidase e
fenilalanina amoénia-liase, ligadas a defesa da planta. Também foram realizadas
analises morfofisiolégicas das plantas e analise respirométrica do solo. Houve
aumento da populacdo da bactéria no solo com o aumento das doses do
herbicida, havendo diminuicdo apenas nas doses mais altas. Os tratamentos
gue continham glyphosate interferiram na atividade das enzimas analisadas,
onde sobredoses aumentaram a atividade de peroxidase e diminuiram a
atividade de fenilalanina amoénia-liase. Doses de glyphosate induziram a maior
producdo de biomassa. A presenca do glyphosate apresentou aumento na
respiracdo do solo com presenca do patdégeno, principalmente no tratamento
com 8 vezes a dose recomendada. A utilizacdo de glyphosate no controle de
plantas daninhas na cultura do eucalipto apresentou interacdo com R.

solanacearum, necessitando de estudos mais especificos.



Palavras-chave: murcha bacteriana; herbicida; biodegradacao; fenilalanina;

peroxidase.



ABSTRACT

Ralstonia solanacearum is one of the main pathogens of eucalyptus as it
causes bacterial wilt, a disease that has been a limiting factor in the culture. The
bacterium is a soil pathogen with saprophytic habits and is able to interact with
the microbiota and soil elements in which it lives. Given the above and knowing
that herbicides widely used in eucalyptus plantations, such as glyphosate, can
leave residues in the soil, this study aimed to analyze the behavior of R.
solanacearum isolated from eucalyptus in soil containing doses of glyphosate.
To carry out the experiments, the bacterial solution was prepared and
inoculated in sterile soil, in the presence of eucalyptus seedlings, treated with
different doses of glyphosate. Seven treatments were used: soil; soil + R.
solanacearum; soil + R. solanacearum + recommended dose of glyphosate
(0.36 mg e.a. L1); and for the following treatments the doses were doubled until
reaching a dose of 16 times (0.72 mg a.e. L, 1.44 mg a.e. L, 2.88 mg a.e. L*
and 576 mg e.a. L?, respectively). The experimental design used was
completely randomized, with 10 replications per treatment, totaling 70
experimental parcels. The quantification of the bacterial population of soil
samples from the treatments at different periods was carried out, in Kelman
culture medium, in addition to the analysis of the activity of the enzymes
peroxidase and phenylalanine ammonia-lyase, linked to plant defense.
Morphophysiological analyzes of the plants and respirometric analysis of the
soil were also carried out. There was an increase in the population of bacteria in
the soil with increasing doses of the herbicide, with a decrease only in the
highest doses. The glyphosate treatments interfered in the activity of the
analyzed enzymes, where overdoses increased the peroxidase activity and
decreased the phenylalanine ammonia-lyase activity. Glyphosate doses
induced the highest biomass production. The presence of glyphosate showed
an increase in soil respiration with the presence of the pathogen, especially in
the treatment with 8 times the recommended dose. The use of glyphosate to
control weeds in the eucalyptus crop showed interaction with R. solanacearum,

requiring more specific studies.

Keywords: bacterial wilt; herbicide; biodegradation; phenylalanine; peroxidase.
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1 Introducéo

A Ralstonia solanacearum é uma bactéria fitopatogénica de grande
importancia, pois além de ser cosmopolita, possui ampla gama de hospedeiros
(HAYWARD, 1994; FREITAS et al., 2021a). O patdgeno é causador da doenca
conhecida como murcha bacteriana que afeta mais de 200 espécies de plantas,
podendo causar perdas significativas em culturas economicamente relevantes,
como diversas espécies de solandceas, leguminosas, algumas
monocotiledéneas e espécies florestais (HAYWARD, 1994; GENIN;
BOUCHER, 2002; LOPES; ROSSATO, 2018).

Dentre as diversas espécies de plantas acometidas pelo patdégeno,
encontra-se o eucalipto, sendo que h& ocorréncia da doenca na cultura em
diversos locais no Brasil, como nos Estados de Minas Gerais, Santa Catarina,
Goias, Espirito Santo, Bahia, Maranhéo e Para (SUDO et al., 1983; FONSECA
et al., 2014), além de diversas regibes pelo mundo como Paraguay
(SANTIAGO et al, 2014), Indonésia (GIYANTO et al., 2021), Tailandia
(PONGPANICH, 2000), China (RAN, 2005), Africa do Sul (COUTINHO et al.,
2000) e Equador (ALVAREZ ROMERO et al., 2021).

No Brasil, os primeiros relatos da doenca em plantas de eucalipto foram
registrados em meados de 1980 (SUDO et al., 1983), desde entdo o patdégeno
se tornou um dos mais importantes para a cultura. Os sintomas caracteristicos
da doenca se expressam por murcha, morte de raizes e escurecimento e
rachadura de cascas e caules, podendo chegar a necrose foliar (ALFENAS et
al., 2006).

A ocorréncia de R. solanacearum em viveiros clonais € comum, fazendo
com que, em diversas vezes, clones suscetiveis apresentem sintomas ainda
durante a fase de mudas, enquanto clones aparentemente saudaveis sejam
levados a campo, onde apds situacOes adversas comecam a apresentar
sintomas da murcha bacteriana (COUTINHO; WINGFIELD, 2017). Condicbes
de estresse sao essenciais para a infec¢ao da planta pelo patdgeno, sendo que
fatores como deficiéncia de raizes, manejo inadequado no plantio e infec¢ao
por patégenos primarios sao comuns (COUTINHO; WINGFIELD, 2017).

Um dos fatores que mais influenciam para o estresse durante os

estagios iniciais do eucalipto, é a suscetibilidade as plantas daninhas, que pode
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prejudicar de maneira expressiva 0 desenvolvimento da planta durante o
primeiro ano de plantio (NAMBIAR; SANDS, 1993; FLORENTINE; FOX, 2003;
GARAU et al., 2009). Neste contexto, a utilizacdo de herbicidas para o controle
de plantas daninhas € pratica comum, sendo o glyphosate, muito utilizado
desde a fase de mudas no campo (CARVALHO et al.,, 2016; CERVEIRA
JUNIOR et al., 2020).

O glyphosate é recomendado para o controle de plantas daninhas em
pés-emergéncia e € um dos herbicidas mais utilizados mundialmente desde
sua introducéo no mercado, na década de 70, por ser de amplo-espectro, além
de poder ser aplicado em culturas transgénicas, resistentes ao produto (DUKE;
POWLES, 2008; SAMSEL; SENEFF, 2013).

Atualmente, diversos estudos indicam que a utilizacdo indiscriminada e
intensiva do produto tem ocasionado residuos em solos, agua e lencbis
freaticos em diversas regides do mundo (WAIMAN et al., 2013; STRUGER et
al., 2015; SUN et al., 2017; SILVA, 2018). Associadamente, diversos estudos
em biorremediacdo tém sido feitos para diminuir os agravantes desses
residuos em solos, principalmente utilizando-se bactérias (GONZALEZ-
VALENZUELA; DUSSAN, 2018; MASOTTI et al., 2021).

No geral, os microrganismos presentes no solo sdo capazes de degradar
o glyphosate em dias ou meses, entretanto, sdo as bactérias que possuem
maior potencial para fazé-lo (BORGGAARD; GIMSING, 2008), como
Arthrobacter atrocyaneus (PIPKE; AMRHEIN, 1988) e Pseudomonas sp.
(JACOB et al., 1988).

Apesar da biodegradacdo ser fator desejavel para residuos de
agrotéxicos em solos, ha a possibilidade de microrganismos fitopatogénicos
presentes no solo interagirem com as moléculas dos produtos, utilizando-as
como forma de substrato (ALTMAN; CAMPBELL, 1977). Estudos a respeito da
interacédo entre diversos herbicidas com fitopatdgenos apontam que em alguns
casos, o efeito pode ser benéfico para esses microrganismos (KATAN; ESHEL,
1973).

Diante do exposto, vale ressaltar que, apesar de haverem diversos
estudos relacionados a biodegradagédo de glyphosate, pesquisas relativas a
capacidade de fitopatdogenos de solo em degradarem as moléculas do produto

sdo escassas. Sendo assim, devido a grande importancia da interacéo
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herbicida e fitopatégeno, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento
do fitopatdgeno de solo, causador da doenca da murcha bacteriana, Ralstonia

solanacearum, isolada de eucalipto, em solo sob aplicacdo de glyphosate.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eucalipto

O eucalipto (Eucalyptus spp.) € uma das espécies florestais mais
comuns em diversas regides do mundo, representando grande importancia
econbmica, destacando-se por sua produtividade e velocidade de crescimento
(GODED et al., 2019). O género Eucalyptus € pertencente a familia Myrtaceae
e possui mais de 600 espécies e subespécies, sendo elas, em sua maioria,
advindas da Australia. Aléem das caracteristicas ja citadas, a adaptabilidade e
diversidade de espécies sdo fatores que favorecem seu cultivo (CORREIA,
2011).

As espécies mais utilizadas de eucalipto, globalmente, sao E. grandis, E.
urophylla, E. camaldulensis, e E. globulus, além de alguns hibridos entre elas,
representando cerca de 80% das areas de plantio (ROCKWOOD et al., 2008).
Os principais interesses econdmicos advindos da cultura sado carvao, celulose,
madeira, 6leos essenciais, produtos ornamentais, producdo de mel, utilizacdo
como quebra-ventos e fitorremediacdo (TOURNIER et al., 2003; FOLLEY;
LASSAK, 2004; GORRINI et al, 2004, ROCKWOOD et al, 2004
OGUNWANDE, 2005, BOBIS et al., 2020).

Os plantios de eucalipto ocorrem em areas diversas, inclusive em
regides onde ha déficit hidrico para a cultura. Neste sentido, alguns estudos
enfatizam a capacidade de adaptacdo das espécies de Eucalyptus, indicando
que, em situacdes de estresse hidrico, as plantas sdo capazes de realizar
alteracdes fisiologicas com o intuito de manterem seu desenvolvimento. Dentre
as mudancas constatadas estdo a reducdo da conduténcia estomatica e
inibicdo de expansao celular, que resultam na diminuicdo da assimilacdo de
carbono, fazendo com que o desenvolvimento das plantas também ocorra de
forma mais lenta (CORREIA et al., 2014; SILVA et al., 2004).
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Em casos onde o estresse hidrico se agrava, as plantas de Eucalyptus
ainda podem desenvolver seu sistema radicular, além de buscarem agua em
maiores profundidades (LI et al., 2000; SILVA et al., 2004; BATTIE-LACLAU et
al., 2014; CHRISTINA et al., 2018). Nao obstante, o déficit hidrico de maneira
critica ainda é fator limitante e pode causar a morte das plantas (MCDOWELL
et al., 2008).

A ocorréncia de plantas daninhas também afeta diretamente o
desenvolvimento do eucalipto, interferindo no crescimento das plantas desde o
inicio de seu desenvolvimento, exigindo assim aplicacdes de herbicidas ainda
na fase de mudas (CARVALHO et al., 2016).

A interferéncia causada por plantas daninhas é fator que se destaca na
cultura, visto que a alta incidéncia, principalmente durante o inicio de
desenvolvimento das plantas, pode ocasionar em reducao do crescimento e até
a morte das plantas, exigindo aplicacbes de herbicidas desde o estagio de
mudas (CARVALHO et al., 2016).

No Brasil, o cultivo de eucalipto representa importante atividade, visto
que no ano de 2020 as areas de plantio alcancaram mais que 5,7 milhdes de
hectares (FRIGOTTO et al., 2020), e de acordo com IBA (2020), durante o
mesmo ano, cerca de 154,2 milhdes de metros cubicos de Eucalyptus spp.
foram comercializados. As areas de floresta plantada formadas por eucalipto
tém aumentado, em grande parte, devido ao melhoramento genético
aumentando a produtividade da cultura, além de melhorias em hibridacéo,
clonagem e manejo (ASSIS, 2015).

O aumento de produtividade esta diretamente relacionado a propagacao
vegetativa de clones com alto potencial e performance, sendo este método o
mais utilizado em plantios. A utilizacdo de clones hibridos com caracteristicas
desejaveis, como rapido crescimento e resisténcia a doencas, € comum em
paises de regides tropicais e subtropicais, como na Africa do Sul, China e
Brasil (MESKIMEN et al., 1987; ROCKWOOD et al., 2008).

A resisténcia a doencas € fator desejavel, pois diversos sao os
patdgenos que podem atacar o eucalipto, desde a fase de viveiro até o plantio
a campo, sendo em sua maioria, fungos (SANTOS et al.,, 2001). A fase de
viveiro, onde ocorre a producdo de mudas clonais, representa um momento

fundamental para a cultura, visto que o ambiente do viveiro apresenta
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condi¢des que favorecem o desenvolvimento de diversos patdégenos, como alta
umidade relativa do ar, temperaturas amenas, disponibilidade de agua, matéria
organica presente no substrato, tecido vegetal jovem, proximidade de mudas
devido ao espacamento adotado em viveiros e cultivo permanente da mesma
espécie (HOPPE; BRUN, 2004; VOMERO, 2008).

As principais doencas fungicas que ocorrem em viveiros clonais séo
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea (mofo cinzento), Cylindrocladium spp.,
Puccinia psidii (ferrugem) e Oidium eucalypti (oidio); enquanto as principais
doencas causadas por bactérias sdo: a mancha foliar causada por
Xanthomonas axonopodis e Pseudomonas spp., além da murcha bacteriana
causada por Ralstonia solanacearum (ALFENAS et al., 2009).

Diversos patdégenos podem ser levados de mudas contaminadas, porém
sem sintomas, presentes em viveiros, até o campo, fazendo assim com que a

doenca se espalhe, como ocorre com a murcha bacteriana.

2.2 Murcha bacteriana do eucalipto

A murcha bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, é
atualmente uma das doencas mais importantes do eucalipto no Brasil,
apresentando potencial destrutivo desde o ambiente de viveiro até o plantio a
campo (FREITAS et al., 2021b). Em 2005, a ocorréncia da doenga no Brasil
causou perdas em diversos Estados produtores, totalizando um prejuizo
estimado em aproximadamente R$ 6 milhdes. Entretanto, considerando-se
descartes e atrasos em cronogramas de empresas, 0S prejuizos elevam-se a
cerca de 11 R$ milhdes, que seriam equivalentes a, aproximadamente, R$ 35
milhdes em 2021 (ALFENAS et al., 2006; BANCO CENTRAL DO BRASIL,
2021).

A doenca foi relatada em Eucalyptus pela primeira vez na China (CAO,
1982) e desde entdo passou a ocorrer em outras regides ao redor do mundo,
como América do Sul, Austrélia, Africa e Sudeste Asiatico (COUTINHO et al.,
2000; FONSECA et al., 2016). Até o ano de 2018 a doenga ocorria apenas em
areas de clima quente e Umido, entretanto recentemente tem ocorrido
aumentos recorrentes de surtos. Além disso, propagacdo do patdogeno em

viveiros clonais também é preocupacdo constante, visto que o plantio de
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eucalipto por estacas sob condigbes estressantes favorece a contaminacao
(LOPES; ROSSATO, 2018).

Os principais sintomas da doenca encontrados em viveiros sdo: murcha,
escurecimento anelar da regido do lenho, necrose foliar e morte de minicepas.
(ALFENAS et al., 2009).

O sintoma mais caracteristico da doenca no campo é a murcha da parte
apical para a parte basal das plantas, que ocorre devido a suscetibilidade de
clones ou quando o ambiente é favoravel ao patégeno. Os demais sintomas
gue ocorrem em campo sdo: bronzeamento e necrose foliar, escurecimento e
rachadura da casca das plantas na base do caule, descoloracdo do xilema,
perda de folhas basais, além da morte de raizes e plantas (ALFENAS et al.,
2009).

A diagnose da doenca pode ser facilmente obtida por meio do teste de
exsudacdo de pus bacteriano (ALFENAS et al., 2004; FERREIRA; MILANI,
2002), realizando-se um corte em um caule infectado e mantendo sua base em
agua, em camara umida, causando a exsudacao de pus bacteriano.

De acordo com estudos prévios, a doenca se tornou de fato importante,
qguando espécies de eucalipto foram selecionadas para o plantio sob manejo
intensivo, agravando-se ainda mais ap0s a mudanca nas industrias de
producdo de mudas, onde o método adotado passou a ser a propagacao clonal
de estacas (ALFENAS et al., 2006; ALFENAS et al., 2009; WANG et al., 2014).

Pesquisas relacionadas a gendtipos de eucalipto que apresentem
resisténcia e o possivel desenvolvimento de cultivares resistentes sdo de suma
importancia, pois aliados a medidas preventivas e manejo adequado, podem
diminuir o potencial de danos e perdas causados pela incidéncia do patégeno
(DIANESE et al., 1990; FONSECA et al., 2016).

2.3 Ralstonia solanacearum

A bactéria comumente responsavel por causar a murcha bacteriana do
eucalipto no Brasil é atualmente conhecida como Ralstonia solanacearum
Smith (1896) (YABUUCHI et al., 1995), é gram-negativa, aerébia e um
patogeno de solo (PATIL et al.,, 2016). Suas coldnias se apresentam sendo

lisas, fluidas, levemente arredondadas e de coloracdo opaca, entretanto, em
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meio de cultivo Kelman contendo tetrazoélio, as colbnias virulentas apresentam
coloracdo avermelhada com bordas esbranquicadas, enquanto col6nias
avirulentas sédo apenas vermelhas (KELMAN, 1954).

Por ser uma bactéria que se encontra presente no solo, seu principal
método de infeccdo € a penetracdo por meio de ferimentos no sistema
radicular, ou regides de raizes novas. Uma vez dentro da planta, a bactéria se
desenvolve em espacos intercelulares do cértex da raiz, assim como do
parénquima vascular, causando a perda de estrutura de parede celular, fator
gue por sua vez tende a ocasionar a colonizagéo de todo o sistema radicular,
prejudicando principalmente os vasos do xilema. A bactéria também é capaz de
secretar um exopolissacarideo capaz de entupir os vasos condutores, 0 que
também gera o sintoma de murcha e em casos mais severos, a morte das
plantas (VASSE et al., 1995; DENNY, 2000; GENIN; BOUCHER, 2002; MAFIA,
2006).

A R. solanacearum ja possuiu diferentes classificacbes taxondmicas,
sendo conhecida anteriormente como Pseudomonas solanacearum e
Burkholderia solanacearum (EPPO, 2018). As primeiras classificacoes de
isolados de Ralstonia solanacearum sensu lato se deram por racas e biovares,
sendo a raca caracterizada pelo hospedeiro que a bactéria foi isolada,
enquanto o biovar se relacionava a capacidade de um certo isolado de utilizar
ou reagir a dissacarideos e alcoois especificos (HAYWARD, 1964; HAYWARD,
1991). A abundancia genética de cepas causadoras de murcha bacteriana, fez
com que houvesse a necessidade de que esses isolados fossem associados
ao complexo de espécies Ralstonia solanacearum (RsSC), de modo a facilitar
sua classificacdo (GENIN; DENNY, 2012).

Devido a metodologia de classificacdo em racas e biovares apresentar
dificuldades, como demora para a obtencdo dos resultados, além de néo
favorecer o agrupamento dos isolados de acordo com suas caracteristicas
geograficas ou filogenéticas, foram realizados estudos utilizando esquemas de
classificagdo molecular, fundamentados na amplificacdo da regido do
espacador transcrito interno 16S-23S rRNA (ITS), com o objetivo de simplificar
a classificacdo do RsSC (FEGAN; PRIOR, 2005; FONSECA et al., 2014 SAFNI
et al., 2014).
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Como resultado dos estudos, dentro do complexo de espécies de
Ralstonia solanacearum foram identificados quatro filétipos, sendo o Fil6tipo |
caracterizado por isolados do continente Asiatico, Filotipo Il por isolados do
continente Americano, Filotipo Il por isolados do continente Africano e Filotipo
IV por isolados da Indonésia, além de alguns isolados da Australia, Japdo e
Filipinas (FEGAN; PRIOR, 2005; WICKER et al., 2007; SAFNI et al., 2014).
Estudos recentes reclassificaram o RsSC em trés espécies, sendo elas: R.
solanacearum (Filétipo Il), Ralstonia pseudosolanacearum (Fil6tipo | e 1ll) e
Ralstonia syzygii (Fil6tipo IV) (SAFNI et al., 2014).

A R. solanacearum (Fil6tipo Il) era a Unica espécie causando murcha
bacteriana em Eucalyptus no Brasil (FONSECA et al., 2014), ndo obstante,
estudos recentes identificaram a espécie R. pseudosolanacearum (Filétipo 1)
infectando plantios de eucalipto e causando a doenca (FREITAS et al., 2020).

2.4 Glyphosate

O glyphosate [N-(phosphonomethyl)-glycine] é um dos principais
herbicidas utilizados para o controle de plantas daninhas no mundo, sendo
considerado o mais importante da histéria (DUKE; POWLES, 2008). O
composto € um &cido orgéanico fraco formado por um grupo fosfonometil e um
grupo glicina, sendo assim um derivado aminofosfonico da glicina (KACZYNSKI
et al., 2020). O produto foi introduzido no mercado na década de 1970, como
um herbicida ndo seletivo, de p6s-emergéncia, capaz de agir interferindo na
producdo de aminoacidos aromaticos essenciais para as plantas (WILLIAMS et
al., 2000). Na Figura 1 é representada a férmula estrutural do herbicida

glyphosate.

Figura 1 — Formula estrutural do herbicida glyphosate.
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Fonte: Son et al. (2008).
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O glyphosate pode ser recomendado para mais de 150 espécies de
plantas daninhas, dentre monocotiledoneas e dicotiledbneas, perenes ou
anuais (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). O herbicida € amplamente utilizado
em espécies transgénicas resistentes a seu principio ativo e € comumente
utilizado em pré-colheita, com o intuito de realizar a dessecacdo da area,
garantindo a melhor produtividade (EFSA, 2013; BECKIE; HALL, 2014;
KACZYNSKI et al., 2020).

Diversos herbicidas possuem o glyphosate como ingrediente ativo,
sendo comercializados em diferentes tipos de sais, como sal de isopropilamina,
de amonio, de potassio e sal de triénio. Atualmente, a utilizacdo do glyphosate
€ comum em diversas areas, como em ambientes rurais, urbanos, florestais e
aquaticos (KANISSERY et al., 2019).

Apesar da aplicacao do glyphosate ser realizada, normalmente, na parte
aérea das plantas, existem quatro possiveis rotas para o herbicida, sendo
essas as folhas ou tecidos verdes no geral, raizes, o tronco e as brota¢des que
sao originadas da raiz ou caule (SHARMA; SINGH, 2001). Uma vez dentro da
planta, a molécula é translocada para regides em desenvolvimento, onde age
inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs, EC
2.5.1.19), na via do Acido Chiquimico (Chiquimato) (DUKE; POWLES, 2008).

A inibicdo da EPSPs acarreta no impedimento da biossintese dos
aminoacidos aromaticos essenciais tirosina, fenilalanina e triptofano, que, por
sua vez originam compostos essenciais para o desenvolvimento e resisténcia
da planta, como alcaloides, flavonoides, acidos benzoicos e lignina,
prejudicando diretamente a sua sobrevivéncia (FRANZ et al., 1997;
AMARANTE JUNIOR et al., 2002; GRAVENA et al., 2012). Apés a absorcéo do
glyphosate, as plantas podem sobreviver por volta de 1 a 3 semanas, sendo
gue apos esse periodo todas as partes da planta perecem, devido ao modo de
acao sistémico do herbicida (CHANG; LIAO, 2002).

Os riscos de poluicéo e toxicidade para organismos nao-alvo séo baixos,
visto que sua meia-vida no solo varia de dias a meses, pois a molécula do
herbicida pode ser rapidamente degradada por agdo microbiana ou ainda
inativada, sendo fortemente adsorvida na fracdo coloidal (PICCOLO et al.,
1992; GIESY et al., 2000). Estudos recentes enfatizam que, além de
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microrganismos, algumas espécies de plantas também sdo capazes de
degradar a molécula de glyphosate (DUKE, 2011). N&o obstante, apesar
dessas caracteristicas, o0 glyphosate € utilizado, muitas vezes, de maneira
indiscriminada e por conta disso passou a ser encontrado em ambientes
pluviais como cérregos, além de haver relatos sobre sua ocorréncia em lengois
freaticos e solos (PERUZZO et al., 2008).

Embora haja maior tendéncia de adsorcao do glyphosate nos coloides, a
sua mobilidade est4 relacionada a composi¢céo do solo, além da acédo de outras
substancias presentes, como matéria organica, ions, fertilizantes e outros
pesticidas (BOTT et al., 2011; WAIMAN et al., 2013). A exemplo, a Goethita é
um mineral de ferro (Fe) que compde solos e é de grande relevancia para a
adsorcado do glyphosate, entretanto o mineral também € adsorvente de fosfato,
um macronutriente amplamente utilizado como fertilizante, fazendo assim com
que ocorra competicdo entre ambos. Neste contexto, estudos mostram que o
fosfato € capaz de ocupar os espacos disponiveis em superficie antes do
glyphosate (WAIMAN et al., 2013).

Os principais mecanismos que auxiliam na sorcao do glyphosate no solo
sao a troca de ligantes com os 6xidos de fero e aluminio, além da formacao de
pontes de hidrogénio entre o produto e matéria organica presente no solo
(FENG; THOMPSON, 1990; VEIGA et al., 2001).

Com a preocupacao sobre a presenca do composto em solos, diversos
estudos sobre a degradacédo da molécula de glyphosate por microrganismos do
solo tém sido realizados (ASCOLANI et al.,, 2014.; ZHANG et al., 2015; LA
CECILIA; MAGGI, 2018; KACZYNSKI et al., 2020).

2.5 Biodegradacéo de glyphosate

A biodegradacdo € o principal meio de degradacdo de compostos
organicos e € realizada por microrganismos, podendo ocorrer direta ou
indiretamente (PRATA, 2002). Os microrganismos, por meio de suas enzimas,
sdo capazes de utilizar compostos organicos como substrato, fazendo com que
eles sejam metabolizados e transformados em energia e nutrientes para sua
sobrevivéncia (MAIER, 2000).
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No que se refere ao glyphosate, os microrganismos presentes no solo
sao de fundamental importancia, visto que podem degradar aproximadamente
50% da molécula em cerca de 28 dias, podendo alcancar até 90% de
degradacdo da molécula original ao longo de 90 dias (RODRIGUES; ALMEIDA,
1995). Estudos sobre a degradacédo de glyphosate por plantas daninhas ainda
Sao escassos, entretanto indicam que algumas espécies possuem potencial
para metabolizar a molécula (DUKE, 2010).

No solo, a degradacdo do glyphosate pode ser realizada por diversos
microrganismos presentes como actinomicetos, fungos e bactérias. As
bactérias podem realizar a degradacdo por meio de duas principais rotas
catabdlicas, sendo a primeira e mais recorrente, responsavel pela producao do
metabolito intermediério conhecido como acido aminometilfosfénico (AMPA) e
a segunda responsavel pela producdo de sarcosina (SAR) (BORGGAARD;
GIMSING, 2008; DUKE, 2011).

O processo de degradacao do glyphosate mais comum € realizado por
bactérias e pode ocorrer, principalmente, por meio de duas enzimas, sendo a
glifosato oxidoredutase (GOX) e a C-P liase. O processo de degradagcao que
ocorre pela acdo da GOX tem inicio com a clivagem da ligacdo de nitrogénio
carboximetileno (C-N), dando origem ao AMPA a ao glioxilato, sendo este,
outro metabdlito intermediario. Com relacdo a C-P liase, ela realiza a catalise
da ligacdo carbono-fésforo (C-P) presente na molécula de glyphosate, dando
origem a fosfato e sarcosina (SAR) (HOVE-JENSEN et al., 2014; DUKE, 2020;
MESNAGE; ANTONIOU, 2020; BHATT et al, 2021).

Os microrganismos no geral podem utilizar a molécula de glyphosate
como substrato para fornecimento de nutrientes, inclusive fésforo (P) para seu
desenvolvimento. Além disso a mineralizacdo de nitrogénio (N) e P também
pode estimular o aumento da respiracdo desses microrganismos (DUKE et al.,
2012; LU et al., 2020; SVIRIDOV et al., 2015). Neste sentido, as bactérias tem
papel crucial, por conseguirem degradar essa molécula por mais de uma via
metabdlica (BORGGAARD; GIMSING, 2008; HADI et al., 2013; KACZYNSKI et
al., 2020; OBOJSKA et al., 1999).

Além do glyphosate estar sendo encontrado em solos agricolas e de
producdo florestal, também h& ocorréncia de AMPA, indicando a
biodegradacdo da molécula nesses ambientes (VEIGA et al., 2001; MORAES;
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ROSSI, 2010; SILVA et al., 2018). Alguns dos microrganismos de solo que
degradam glyphosate pela acdo da GOX séao Arthrobacter atrocyaneus (PIPKE;
AMRHEIN, 1998) e Pseudomonas sp. (JACOB et al., 1988), e dentre 0s que 0
fazem pela acédo da C-P liase sdao Pseudomonas sp. (SHINABARGER et al.,
1986), Rhizobium spp. (LIU et al., 1991), e Streptomcyces sp. (KAFARSKI et
al., 2001).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo da cultura bacteriana

O isolado de R. solanacearum foi obtido da cole¢gdo de microrganismos
fitopatogénicos mantida na FCAT - UNESP/Campus de Dracena/Brasil. O
isolado foi identificado por meio do sequenciamento da regido 16S RNA
ribossomal (FEGAN et al. 1998; FEGAN; PRIOR 2005).

O isolado, foi reativado e cultivado em placas de Petri em meio agar
Kelman TZC (KELMAN, 1954). Dois dias apés seu cultivo, as placas foram
utilizadas para a obtencédo de suspensédo bacteriana de R. solanacearum (107
UFC mlt / OD 540 nm = 1.15). Para a multiplicacdo do in6culo e uso no
experimento, o volume de 1 mL da suspenséo bacteriana foi acrescentado em
meio Kelman liquido. Este meio foi incubado a 28 °C + 1, sob agitacédo
constante (65 RPM), em fotoperiodo alternado de 12 horas, durante 24 horas.
Passado este periodo, o meio liquido com bactéria foi diluido de forma que se
obtivesse uma solucdo bacteriana de suspencdo 107 UFC mL?! de R.
solanacearum (OD 540 nm = 1,15) em 0,85% de NaCl (Figura 2).
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Figura 2 — Solucéo bacteriana de R. solanacearum em meio liquido.

Fonte: préprio autor.

3.2 Preparo das diluicdes de glyphosate

O preparo da diluicdo do glyphosate (GLY) foi realizado com base no
produto comercial (p.c.) Roundup® (WG). O calculo de suspenséao foi baseado
na dose proposta pelo fabricante, proporcionalmente ao volume de solo usado
nos experimentos, sendo vasos de 3 L, com as dimensdes de 17,5 cm de
diametro e 55 cm de comprimento na parte superior; e 14,5 cm de diametro e
48,5 cm de comprimento na base.

Foram preparadas cinco doses de GLY utilizando a dose de campo
recomendada como referéncia (tabela 1). A primeira foi a dose recomendada
de 0,36 mg de equivalente acido L (sal de amdnio de glifosato); e as doses
seguintes seguiram-se dobrando as quantidades, até 16 vezes (0,72 mg e.a. L~
11,44 mg e.a. L, 2,88 mg e.a. L't e 5,76 mg e.a. L, respectivamente). A
escolha das sobredoses em quantidades mais elevadas se deu devido a alta
sorcao do glyphosate na fracdo coloidal dos solos, buscando-se assim maior
propensédo do produto na solugdo do solo.

Para a obtencdo correta das concentragfes, primeiro foi preparada a

maior dose e, posteriormente, foi utilizada a metodologia de diluicdo seriada.
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Tabela 1 — Doses de campo de RoundUp WG e respectivas concentragcdes do
equivalente acido sal de amonio de glifosato.

Dose de campo (kg ha?) Concentracéo de equivalente acido (mg L)
1 (dose recomendada) 0,36
2 0,72
4 1,44
8 2,88
16 5,76

Fonte: préprio autor.

3.3 Experimento em casa de vegetacao

O experimento foi instalado durante o0 més de novembro de 2020, na
cidade de Dracena, Regidao Oeste do Estado de S&o Paulo no Brasil. Foram
selecionadas mudas do clone H13 de Eucalyptus, sendo este um hibrido entre
as espécies Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, com cerca de 4 meses
de idade, que foram plantadas em vasos de 3 litros e mantidas sob 0 mesmo
regime de irrigacao por aspersao.

O substrato utilizado para o plantio das mudas consistiu em mistura de
solo organico (Minho Fértil®) e substrato vegetal (Vivatto Slim Plus®), em
proporcdo de 2:1, respectivamente. As caracteristicas fisico-quimicas do
substrato preparado utilizado se estabeleceram como segue: pH 6,0, 21% de
matéria organica, 0,57% de nitrogénio, 0,92% de fdsforo, 0,39% de potassio e
1,36% de calcio. Todo o substrato foi esterilizado com o auxilio da autoclave
antes da montagem do experimento.

Dois dias ap0s o plantio das mudas, foi realizada a inoculacdo de 25 mL
da suspensao bacteriana de R. solanacearum em cada vaso pelo método de
encharcamento do solo com despejo manual, préximo da base das plantas
(Figura 3). Seguiu-se entdo a aplicacdo do GLY, trés dias apds a introdugdo do
patdogeno. A aplicacgdo de 50 mL da calda do agrotoxico foi realizada
diretamente no solo proximo a base das plantas, despejando-se o0 volume

manualmente.
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Figura 3 — Solugbes bacterianas de R. solanacearum para a inoculacao das
parcelas experimentais.

Fonte: préprio autor.

Para a instalagéo do experimento foram determinados sete tratamentos:
somente solo esterilizado; solo esterilizado com adigdo da suspensdo de R.
solanacearum; solo esterilizado com adicdo da suspenséo de R. solanacearum
juntamente com a dose GLY recomendada pelo fabricante; e para os
tratamentos seguintes as doses foram sendo dobradas até alcancar a dose de
16 vezes, ja citadas. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com 10 repeticbes por tratamento, totalizando 70 parcelas
experimentais. Os vasos foram irrigados por aspersdo durante todos os dias a

cada quatro horas.

3.3.1 Avaliacdes dos dados do experimento em casa de vegetacao

3.3.1.1 Quantificacao de populacdo bacteriana

Para as avaliacdes das populacdes de R. solanacearum no experimento
em casa de vegetacédo, foram coletadas amostras de solo a 3 cm das raizes de
todas as parcelas a cada sete dias, no que se seguiram 7, 14, 21 e 28 dias
(Figura 4). Utilizou-se 5 g de cada amostra de solo, que foram acrescentadas a
45 mL de agua destilada esteriizada em tubos de ensaio. Para a
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homogeneidade da solucdo, as misturas obtidas foram mantidas em aparelho
agitador por 30 minutos (Figura 5). Posteriormente, o processo de diluicdo

seriada foi utilizado para a obtencéo da suspenséo bacteriana final de 104,

Figura 4 — Coleta de amostras de solo em plantio de eucalipto das parcelas
experimentais inoculados com R. solanacearum, sob aplicacdo de glyphosate.

Fonte: préprio autor.

Figura 5 — Homogeneizagédo das amostras de solo em agua destilada
esterilizada com o auxilio de aparelho agitador.

Fonte: préprio autor.

Foi adicionado 1 mL da diluicdo bacteriana final em placa de Petri

contendo 20 mL de meio Kelman com cloreto de tetrazdlio, sendo o mesmo
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comumente utilizado para o isolamento de R. solanacearum devido a sua
capacidade de identificar colbnias virulentas por meio da pigmentacéo
(KELMAN, 1954). Foram feitas 2 replicatas para cada respectiva parcela
experimental. As placas foram cultivadas a 28 °C por 48 horas em camara
escura para o desenvolvimento das colbnias (Figura 6).

A contagem de Unidades Formadores de Col6nias (UFC) das amostras
de todas as parcelas foi realizada obtendo-se as médias das respectivas
replicatas. Para tanto, foram consideradas as coldnias disformes, de aparéncia
umedecida, contornos brancos largos e coloragdo central rosada, pois séo
caracteristicas indicadoras de cepas virulentas de R. solanacearum (KELMAN,
1954; LIU et al., 2004).

Figura 6 — Colbnias de Ralstonia solanacearum em placas de Petri. Isolados
obtidos por meio das amostras de solo de seus respectivos tratamentos.

Nota: Tratamento 3: solo esterilizado + R. solanacearum + glyphosate (0,36 mg e.a. LY);
Tratamento 4: solo esterilizado + R. solanacearum + glyphosate (0,72 mg e.a. L1); Tratamento
5: solo esterilizado + R. solanacearum + glyphosate (1,44 mg e.a. L?) e; Tratamento 7: solo
esterilizado + R. solanacearum + glyphosate (5,76 mg e.a. L1).

Fonte: préprio autor.
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3.3.1.2 Andlises enzimaticas e do teor de proteinas das mudas de

eucalipto

Para a verificagdo da reagdo da planta aos tratamentos, foram
realizadas andlises do teor de proteinas, além de andlises das enzimas
peroxidase (POD - EC 1.11.1.7) e fenilalanina amonia-liase (FAL - EC
4.3.1.24), responsaveis pela resposta da planta a ataque de patdgenos. Para
isso, foram coletadas amostras de folhas apicais de cada planta de cada
tratamento a cada sete dias, como realizado com o solo.

As amostras foram utilizadas para obtencdo do extrato proteico e
afericdo do teor de proteinas conforme metodologia descrita por Bradfford
(1976). A determinacdo da atividade da peroxidase foi realizada conforme
metodologia descrita por Luso e Pascholati (1999). Para a determinagcdo da
atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL), utilizou-se a metodologia descrita
por Umesha (2006).

3.3.1.3 Analises morfofisiolégicas das mudas de eucalipto

Para analisar a acao da R. solanacearum em conjunto com as doses de
GLY nas mudas de eucalipto, ao final dos 28 dias do experimento em casa de
vegetacao, foi obtido o indice SPAD (soil-plant analysis development) de todas
as parcelas experimentais, por meio das medi¢cdes da base, terco médio e
apice das plantas de eucalipto. Por fim foram coletados os dados relativos a
altura e, para o calculo da biomassa, foram coletados os dados de massa
fresca da parte aérea de todas as plantas, objetivando a obtencdo das médias

de cada tratamento.

3.4 Experimento de respiracdao do solo tratado com glyphosate e

inoculados com R. solanacearum

O experimento foi realizado em laboratério utilizando-se o método
respirométrico de Bartha com modificacbes (BARTHA; PRAMER, 1965;
CETESB, 1999). Para tanto, foram preparados 1,6 kg de substrato esterilizado,
utiizando a mesma metodologia do preparo dos vasos. O método de
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respirometria utilizado se baseia em utlizar uma solugdo alcalina, de
concentracdo conhecida, para a captura do CO: gerado pela atividade
microbiana, possibilitando assim a realizacdo de analises indiretas de
condutividade elétrica com o auxilio de um condutivimetro. As medi¢des foram
realizadas periodicamente para que assim fosse possivel, ao longo do tempo,
avaliar a cinética do carbono presente na solugcdo (CARMONA, 2016).

Para a realizacdo do experimento foram utilizados recipientes
higienizados e aptos aos ensaios respirométricos (Figura 7). Em cada
recipiente foi adicionado um pequeno frasco contendo 10 mL de solucéo de
hidréxido de potassio (KOH) 0,2 M, livre de CO2. Nos tratamentos onde deveria
haver substrato, foi adicionado, separadamente, 50 g do substrato preparado
com seu respectivo tratamento. Para a instalagdo do experimento foram
determinados oito tratamentos, sendo 0s mesmos sete tratamentos do
experimento em campo e a adicdo do tratamento branco, contendo apenas
KOH 0,2 M, sem solo.

Os respirdbmetros foram mantidos a 28 °C em céamara escura. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado, contendo 4 repeticdes para

cada tratamento, totalizando 32 parcelas experimentais.

Figura 7 — Recipiente utilizado como respirdbmetro para os tratamentos do
experimento de respiracdo de solo.

Fonte: préprio autor.



34

Dois dias ap6s o preparo do ensaio, iniciaram-se as andlises. O CO: foi
quantificado por leituras de condutividade elétrica da solucdo de KOH residual,
adicionando 20 mL de agua destilada isenta de CO2 e 1 mL de cloreto de bario
(BaCl2) 0,1 M. Ap6s a homogeneizacdo as medi¢des foram feitas com o auxilio
de um condutivimetro, sendo que apds cada medicao, o aparelho foi lavado
com agua destilada isenta de CO2. Posteriormente, os frascos também eram
lavados e reabastecidos com solugdo KOH 0,2 M, sendo realocados em seus
devidos respirdmetros.

As analises se seguiram em diferentes intervalos, de acordo com a
estabilidade dos dados, totalizando 50 dias de analises. As leituras foram

expressas como pS.cm.

3.5 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk e o teste de homocedasticidade de Bartlett
foram realizados conscientemente para verificar a normalidade do conjunto de
dados e a homogeneidade de variancia, respectivamente.

Para analisar a variabilidade espaco-temporal na bioquimica e no
metabolismo do hospedeiro, bem como na propagacéo bacteriana na placa, a
metodologia de superficie resposta foi realizada para as variaveis: teor de
proteinas, atividade enzimatica especifica da peroxidase, atividade enzimatica
da fenilalanina amonia-liase e unidades formadoras de col6nias; os tratamentos
foram codificados como 1 (solo), 2 (solo + R. solanacearum), 3 (solo + R.
solanacearum + 1 x glyphosate), 4 (solo + R. solanacearum + 2 x glyphosate),
5 (solo + R. solanacearum + 4 x glyphosate), 6 (solo + R. solanacearum + 8 x
glyphosate) e, finalmente, 7 (solo + R. solanacearum + 16 x glyphosate), e a
plotagem foi projetada como um wireframe elegantemente multicromatico para
melhor visualizag&o grafica.

Para analisar o efeito do glyphosate isoladamente aos 7 dias, utilizou-se
analise de variancia (ANAVA) e aplicou-se o teste F a 5% de probabilidade (p-
valor < 0,05%), por meio do software SISVAR (FERREIRA, 2011). Para a
comparacdo de médias foi utilizado o teste t (LSD - Least Significant
Difference) a 5% de probabilidade (p-valor < 0,05%).
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Para avaliar o efeito do herbicida nas caracteristicas morfofisioldgicas
das plantas foi realizada analise de variancia (ANAVA) e aplicou-se o teste F a
5% de probabilidade (p-valor < 0,05). Para a comparacdo de médias foi
utilizado o teste Tukey a 5% de probabilidade (p-valor < 0,05). Os dados de
bioensaios de respirometria foram analisados com a mesma metodologia, onde
ambos foram realizados pelo software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Para estabelecer relacdes funcionais entre variaveis analiticas e, assim,
compreender a relacdo de alta complexidade solo-bactéria-planta-agrotdxico da
melhor forma possivel, o teste de produto-momento de Pearson e a analise de
componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) foram aplicados
como algoritmos exploratorios para o individuo, ainda que confirmatorio
complementar experimentos. A capacidade do PCA de dividir o conjunto de
dados original de alta dimensionalidade em acertos latentes ortogonais
interpretaveis e atribuiveis foi testada pela abordagem de Kaiser-Meyer-Olkin, e
apenas 0s acertos com valor proprio igual ou superior a unidade foram
considerados para deduzir como o glyphosate residual poderia criar o
microambiente condicbes para um aumento da populagédo fitopatogénica,
promovendo assim maiores danos por R. solanacearum em Eucalyptus como
organismo-teste intuitivo.

As linhas de codificacdo para andlise de dados foram programadas e
utilizadas no ambiente do R-project, que € uma linguagem de programacao de

codigo aberto para computacédo estatistica e graficos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises do experimento em casa de vegetacéao

4.1.1 Andlise de Unidade Formadora de Coldnia em solo

De acordo com o0 modelo adequado de superficie de resposta para UFC,
o fator doses de GLY foi capaz de explicar 65% (Rfldj = 0,65) das variacoes

(Tabela 2). Considerando que neste experimento os fatores que podem exercer



36

influéncia sdo diversos como planta, doses e patdgeno, o valor encontrado
para R;,; € satisfatorio.

Ainda para esta andlise, o fator tempo apresentou diferenca estatistica
significativa (< 2,20 x e'%; p-valor < 0,01) (Tabela 2), sendo possivel notar no
grafico o aumento de UFC com o desenvolvimento do estudo ao longo dos dias
(Figura 8).

Os valores de estimativa indicam a tendéncia do comportamento do
modelo de superficie de resposta utilizado, sendo que para o fator tempo, onde
houve diferenca significativa, a estimativa é positiva (1,70), indicando assim a
tendéncia do aumento dos valores de UFC ao longo do tempo. N&o obstante, o
valor de estimativa para o fator doses também é positivo (4,45 x e3),
entretanto, ainda € possivel notar que nas maiores doses ha diminuicdo de
UFC. A possivel causa para a diminuicdo de UFC nas amostras de solo com
maiores doses de GLY, é o potencial de toxicidade devido a alta quantidade da
molécula presente.

De maneira semelhante, em pesquisas realizadas na cultura da soja, foi
possivel observar que houve aumento de UFC em tecido de soja plantada por
meio de preparo convencional, enquanto que em plantio direto, sob duas
aplicaces de glyphosate a 0,84 kg i.a. hal, os valores de UFC de bactérias

presentes no solo foram menores (MENGISTU et al., 2009).

Tabela 2 — Parametrizacao e adequacao do modelo de superficie de resposta
para quantificacdo da populacdo de R. solanacearum em solo contendo plantas
de eucalipto sob efeito de glyphosate ao longo de 28 dias.

Parametro Estimativa Erro padrdo t-valor p > |t Radj?
log UFC, x 108 0,65

Bo, intercepto -1.15 0.35 -3.40 7.60 x g4 **

Bx, Tempo 1.70 0.10 1545 <2.20 x e16**

By, Tratamento 4.45xe?  3.25xe? 0.10 0.90

Bx By -6.40 xe* 2.70x e -0.25 0.80

Bx? -0.15 1.20 x g2 -13.65 <2.20 x 16 **

By? 740 xe* 8.60xe* 0.85 0.40

Nota: Cadigo de significancia: ** p < 0.01; * p < 0.05.
Fonte: préprio autor.
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A toxicidade do agrotoxico também € relatada em bactérias néo
fitopatogénicas, como ocorre com Pseudomonas sp., que estad associada ao
sistema radicular de plantas, onde estudos realizados para avaliar o efeito do
glyphosate na sobrevivéncia dessas bactérias mostraram que doses de
glyphosate de 100 e 360 mg mL inibiram o desenvolvimento da Pseudomonas

sp. em meio de cultura, apresentando menores valores de UFC
(PRZEMIENIECKI et al., 2018).

Figura 8 — Quantificagéo da populacdo de R. solanacearum em Unidade
Formadora de Colbnia (UFC) nas amostras de solo sob doses de glyphosate
ao decorrer de 28 dias.

1-—Solo

2 — Solo + Ralstonia sp.

3 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 1
4 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 2
5 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 4

log UFC x 108

6 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 8

7 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 16

7 10 Tempo (dias)

Fonte: préprio autor.

Em estudos prévios, foi observado que a aplicacdo da dose de 0,84 kg
e.a. ha! do produto Roundup Ultra, para a cultura da soja transgénica
resistente a GLY, ocasionou a liberacdo de exsudatos pela planta, que
promoveram o0 aumento da atividade microbiana na rizosfera, inclusive
estimulando a populacdo do patégeno Fusarium spp. infectando as raizes da
planta (KREMER et al., 2005).

De maneira contraria, analises realizadas por Busse et al. (2000),
mostram que doses de GLY, aplicadas diretamente em amostras de solo de
plantios de Pinus ponderosa Douglas ex C.Lawson, ndo apresentaram
alteracdes significativas no tamanho e atividade microbiana. De acordo com 0s
autores, a toxicidade do GLY ndo afetou os microrganismos devido a forte

sorcdo do produto a fracdo coloidal. Nao obstante, os autores ainda
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observaram que utilizando-se sobredoses na faixa de concentracdo de 100x a
dose do produto, houve aumento da atividade dos microrganismos.

Vale a pena ressaltar que, de maneira distinta, no presente trabalho, o
solo foi previamente esterilizado, garantindo a presenca inicial somente da
bactéria R. solanacearum, sem a interferéncia de possivel microbiota distinta.
Este fator foi de suma importancia para avaliar a reacdo da bactéria
unicamente a presenca do GLY e das plantas de eucalipto.

A aplicagdo da dose de 16x no solo, sem a acdo de outros
microrganismos, interferiu negativamente no desenvolvimento de R.
solanacearum, pois a alta concentracdo da molécula passou a apresentar
toxicidade para a populacédo da bactéria isoladamente em seu ecossistema.

Para avaliar o efeito das doses de GLY nas plantas sem a interferéncia
do tempo, foram realizadas analises de varidncia considerando-se 0s apenas
0os dados obtidos aos 7 dias apés a aplicacdo. O periodo de 7 dias foi
escolhido, pois foi o momento da primeira coleta de dados, além de representar
um periodo adequado tanto para o desenvolvimento da R. solanacearum antes
do possivel reestabelecimento da microbiota do solo, quanto para a sor¢ao do
GLY no solo.

Analisando os tratamentos aos 7 dias, foi possivel notar a maior
quantidade de UFC nas amostras de solo relativas a dose de 8x (2,88 mg e.a.
L-1), de acordo com o teste t (p-valor < 0,05), corroborando com os resultados
discutidos até entdo. Apesar da presenca do GLY mostrar influéncia nas
colénias da bactéria no solo, apenas o tratamento com a dose de 8x
apresentou diferenca estatistica significativa, reafirmando a dosagem como

favoravel ao desenvolvimento da R. solanacearum no solo (figura 9).
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Figura 9 — Quantificacdo da populacéo de R. solanacearum em UFC nas
amostras de solo sob presenca de glyphosate apés 7 dias.

3500 a
3000
2500 m Solo
H Solo + R. solanacearum
2000 Solo + R. solanacearum x 1
Solo + R. solanacearum x 2
1500 m Solo + R. solanacearum x 4

H Solo + R. solanacearum x 8

1000 m Solo + R. solanacearum x 16

b b b
bc
bc
500 l
c
0 [ |
UFC

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade (p-valor < 0,05).
Fonte: préprio autor.

Os tratamentos sem adicdo de GLY e o tratamento com a dose
recomendada (0,36 mg e.a. L!) apresentaram menores valores de UFC.
Também foi possivel notar que o aumento das doses passou a ocasionar
aumento de UFC no solo. Ndo obstante, a dose de 16x (5,76 mg e.a. L?)
apresentou grande queda em UFC, indicando que essa alta concentracao de

GLY pode ter passado a apresentar toxicidade as bactérias no solo.

4.1.2 Analises proteica e enzimaticas das plantas de eucalipto

O modelo de superficie de resposta utilizado para a andlise do teor de

proteinas (Figura 10) mostra que apenas 20% (Rﬁdj = 0,20) das variagdes séo

devido ao fator doses e, apesar de ndao haver significancia para os resultados
obtidos, é importante notar que o valor de estimativa para tempo é positivo
(3,80 x e?), indicando a tendéncia do comportamento do grafico em aumentar
com o passar do tempo. Por outro lado, o valor de estimativa para as doses foi
negativo (-2,50 x e?), indicando a tendéncia do comportamento do grafico em

diminuir com o aumento das doses de GLY (Tabela 3).



40

De acordo com o grafico, é possivel notar que nos tratamentos sem
aplicacdo de GLY houveram maiores valores para teor de proteinas, enquanto
que, de fato, o teor de proteinas das plantas diminui com o aumento das doses.
Este comportamento é esperado, devido ao mecanismo de acdo do GLY,
inibindo a EPSPs. Sendo assim, maiores doses possuem maior potencial de
dano nas plantas de eucalipto, causando estresse nas plantas, interrompendo
a producdo de aminoacidos e, consequentemente, a producdo de proteinas
(KRUSE et al., 2000).

O gréfico ainda nos permite observar que ocorre aumento gradativo do
teor de proteinas nas plantas ao longo dos 28 dias de experimento nos
tratamentos com maiores doses de GLY, que pode ter ocorrido devido a
possivel sorcdo da molécula de GLY nos coloides do solo apés este periodo,
diminuindo sua disponibilidade para as plantas ao longo do tempo (MAMMY;
BARRIUSO, 2005). Outra possibilidade é a metabolizacdo das moléculas de
GLY pela populacédo bacteriana presente, sendo que o aumento da populacéao,

pode também indicar uma maior capacidade de biodegradacdo da molécula.

Figura 10 — Quantificacdo do teor de proteinas de plantas de eucalipto com
murcha bacteriana de R. solanacearum sob doses de glyphosate ao decorrer
de 28 dias.

1-Solo

2 — Solo + Ralstonia sp.

3 —Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 1
4 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 2
5 —Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 4
6 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 8

Teor de proteina, mg.mL*

7 —Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 16

Fonte: préprio autor.
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Tabela 3 — Parametrizacdo e adequacdo do modelo de superficie de resposta
para o teor de proteinas de plantas de eucalipto com murcha bacteriana de R.
solanacearum sob efeito de glyphosate ao longo de 28 dias.

Parametro Estimativa Erro padrédo t-valor p > |t| ladj?
Proteina, mg mL* 0.20

Bo, intercepto  450xe!l 3.50xel 1.30 0.20

Bx, Tempo 3.80xe? 1.10xetl 0.35 0.70

By, Tratamento -2.50xe? 3.30x e~ -0.75 0.45

Bx By 3.70xe3 2.75xe3 1.35 0.20

Bx? -1.50 x e? 1.20 x e? -1.20 0.25

By? 8.10xe® 8.75xe* 0.10 0.90

Nota: Cédigo de significancia: ** p < 0.01; * p < 0.05.
Fonte: préprio autor.

Analisando o efeito das doses de GLY no teor de proteinas das plantas
aos 7 dias pelo teste t (p-valor < 0,05), foi possivel notar que ndo houve

diferenca estatistica significativa entre as doses utilizadas (tabela 4).

Tabela 4 — Teor de proteinas de plantas de eucalipto com murcha bacteriana
de R. solanacearum sob efeito de doses de glyphosate apdés 7 dias.

Tratamento Teor de proteinas (mg mL?1) Desvio Padrédo
Solo 0,3323 a 0,09304
Solo + R. solanacearum 0,294933 a 0,133
Solo + R. solanacearum x 1 0,093683 a 0,05482
Solo + R. solanacearum x 2 0,311233 a 0,59072
Solo + R. solanacearum x 4 0,06845 a 0,05847
Solo + R. solanacearum x 8 0,076067 a 0,06086
Solo + R. solanacearum x 16 0,12495 a 0,09128

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade (p-valor < 0,05).
Fonte: préprio autor.

O gréfico representado pelo modelo de superficie de resposta utilizado
para a atividade da peroxidase (POD) (Figura 11), possui 30% das variagoes

associadas ao fator dose (Rfldj = 0,30), sendo que, para essa variavel, o fator

doses apresentou diferenca significativa (0,06; p-valor < 0,05). Os valores de

estimativa para os fatores tempo e doses foram ambos positivos (3,20 x e,
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1,50 x e?, respectivamente), indicando a tendéncia de aumento no modelo de
curva ajustado no grafico para ambos (Tabela 5).

As plantas sdo capazes de expressar resisténcia a doencas e ao ataque
de patdgenos por meio de diversos mecanismos de defesa, podendo diminuir a
infeccdo ou até mesmo impedir o desenvolvimento da doenca, dependendo do
estagio da relacdo patégeno-hospedeiro. Dentre os mecanismos conhecidos,
estdo as barreiras fisicas, além das barreiras quimicas, que por sua vez podem
ser induzidas pela presencga do patdgeno na planta. Algumas enzimas como a
peroxidase (POD) e a fenilalanina amonia-liase (FAL), sdo exemplos de defesa
quimica das plantas ao ataque de patdgenos (EL-ARGAWY; ADSS, 2016;
KONAPPA et al., 2016).

E possivel notar o aumento da atividade da POD com o aumento das
doses de GLY e o aumento da atividade da POD até os 21 dias, apresentando
diminuicdo em sua atividade ap0s esse periodo. Apesar da atividade da POD
ter aumentado com o aumento das doses de GLY, acredita-se que esta
variavel também se relaciona diretamente a contaminagéo pelo patégeno, pois
a enzima esta associada a patogénese e possui importante funcdo na
resisténcia de plantas por agir na sintese de lignina a fim de fornecer protecao
aos tecidos por meio da lignificacdo de parede celular, servindo como barreira
fisica para os patégenos (PASCHOLATI; LEITE, 1995; BOAVA et al., 2010a;
BOAVA et al., 2010b).

Ainda vale ressaltar que a atividade da peroxidase pode colaborar na
defesa da planta mesmo na presenca do GLY, pois esta enzima também atua
eliminando &tomos de hidrogénio de grupos 4alcoois hidroxicinAmicos,
responsaveis pela formacao de lignina, e que quando age juntamente a outros
polissacarideos, como a celulose, serve como mecanismo de defesa,
dificultando a penetracdo de patégenos por meio de barreira fisica
(CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; LORENZETTI et al., 2018).

Resultados encontrados por Markovi¢ et al. (2021), apresentaram
correlacdo entre a severidade da murcha bacteriana e a atividade da POD em
plantas de batata, sendo que as plantas apresentaram maior atividade da
enzima em tubérculos com sintomas de necrose vascular.

Nota-se que a atividade da POD no tratamento 1 sem a presenca de
GLY e R. solanacearum é infima, entretanto, com a presenca do patdgeno, os
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valores de POD comegam a aumentar e, nos tratamentos com maiores doses
de GLY, o aumento é ainda maior. O aumento das doses de GLY causando
aumento da atividade de POD estabelece uma possivel relacdo com a
populacdo da bactéria no solo, visto que, quanto maior a populagdo do
patbgeno, maior o risco de contaminacdo das plantas, induzindo seus

mecanismos de resisténcia.

Figura 11 — Atividade da POD de plantas de eucalipto com murcha bacteriana
de R. solanacearum sob doses de glyphosate ao decorrer de 28 dias.

1-Solo
2 - Solo + Ralstonia sp.

3 —Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 1

Q\ \\\\\

4 - Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 2
5 —Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 4
6 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 8
7 = Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 16

POD, mmol.min1.mgl.proteina

Fonte: préprio autor.

Tabela 5 — Parametrizacao e adequacao do modelo de superficie de resposta
para a atividade da POD de plantas de eucalipto com murcha bacteriana de R.
solanacearum sob efeito de glyphosate.

Parametro Estimativa Erro padrdo  t-valor p > [t ladj?
POD, mmol min protein-t 0.30

Bo, intercepto  -0.10xe?! 590xe? -1.75 0.10

Bx, Tempo 3.20x e 1.90 x et 0.15 0.85

By, Tratamento 1.50 x e! 5.55 x g2 2.70 0.06 *

Bx By 2.75 x g3 4.60 x e3 -0.60 0.55

Bx? 8.00 x g3 2.10 x e 0.40 0.70

By? -3.90 x 3 1.45 x e -2.65 0.05*

Nota: cédigo de significancia: ** p < 0.01; * p < 0.05.
Fonte: préprio autor.
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O estresse causado pelo agrotéxico nas plantas também pode induzir a
producdo de POD e, sendo assim, se estabelece a hipotese de que a queda
brusca da atividade da POD apds os 21 dias, pode estar relacionada a dois
fatores: menos disponibilidade do herbicida no solo e também a reducdo do
herbicida na planta devido a metabolizagdo, compartimentalizacdo e
exsudacao.

A andlise relativa ao efeito das doses de GLY, ap0s 7 dias, na atividade
da POD das plantas de eucalipto mostrou que apenas o tratamento de 4x a
dose (1,44 mg e.a. L) apresentou diferenca estatistica significativa, se

destacando dos demais de acordo com o teste t (p-valor < 0,05) (figura 12).

Figura 12 — Atividade da peroxidase em plantas de eucalipto com murcha
bacteriana de R. solanacearum sob doses de glyphosate apds 7 dias.
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’é\ 0.01 H Solo
o) ' Solo + R. solanacearum
g_ 0,008 Solo + R. solanacearum x 1
(@]
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% b m Solo + R. solanacearum x 8
E 0,002 b b . m Solo + R. solanacearum x 16
A 0 ]
8 Tratamentos

Nota: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade (p-valor < 0,05).

Fonte: préprio autor.

Com relacdo ao modelo de superficie de resposta utilizado para a
andlise da atividade da FAL (Figura 13), 55% das variac6es sao relacionados

ao fator doses (Rgdj = 0,55), sendo que para essa variavel, o fator tempo

apresentou diferenca significativa (1,35 x e, p-valor < 0,01). O valor de
estimativa para tempo foi positivo (6,20 x e1), indicando tendéncia de aumento
no comportamento do grafico e, para o fator doses, o valor de estimativa foi
negativo (-9,95 x e?), indicando tendéncia de diminuicdo no comportamento do

grafico com o aumento das doses (Tabela 6).
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O efeito do tempo na atividade da FAL é similar a POD, possuindo
tendéncia de aumento com o passar do tempo até os 21 dias, apresentando
queda brusca de atividade apoOs este periodo. Com relacdo ao fator doses,
apesar dos resultados n&o serem significativos estatisticamente, o
comportamento do gréfico € interessante, pois indica diminuicdo da atividade
da FAL com o aumento das doses, podendo chegar a valores proximos de O
sob doses mais altas de GLY.

A diminuic&o da atividade da FAL ocorre, pois 0 mecanismo de acao do
GLY, ao inibir a EPSPs e a formacao de aminoacidos enzimaticos, dentre eles
também inibe a sintese de fenilalanina, prejudicando assim a acdo da enzima
FAL, responsavel pela sintese de compostos importantes para a resisténcia de
plantas (NAKAZAWA et al., 2001; AMARANTE JUNIOR et al., 2002; VALENTE,
2012).

A FAL é uma enzima de suma importancia para a resisténcia de plantas,
visto que ela é fundamental para o metabolismo de fenilpropanoides, além de
ser fundamental para a biossintese de compostos fendlicos e fitoalexinas
(MARIUTTO et al., 2011). A enzima também esta envolvida nos processos de
lignificacdo celular e na transformacdo de fendis em quinonas téxicas aos
microrganismos (STANGARLIN et al. 2011; LORENZETTI et al 2018).

Em pesquisas realizadas por Li et al. (2021), onde foi avaliado o
potencial de raizes de plantas de tabaco sob influéncia de &cido cafeico, de
liberarem exsudatos capazes de controlar R. solanacearum, os resultados
mostraram que o efeito do acido cafeico induziu a resisténcia das plantas,
aumentando a atividade da FAL e da POD, tornando as raizes mais resistentes
a infeccao pelo patdégeno.

Com relacéo as analises proteicas e enzimaticas, a queda da quantidade
de proteinas e da atividade da FAL com o aumento da dose de GLY se justifica
devido ao mecanismo de acédo do GLY, pois 0 mesmo € capaz de inibir a acédo
da EPSPs, fazendo com que diversas rotas metabodlicas da planta sejam
descontinuadas, inclusive as que originam o aminoacido fenilalanina e

proteinas.
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Figura 13 — Atividade da FAL de plantas de eucalipto com murcha bacteriana
de R. solanacearum sob doses de glyphosate ao decorrer de 28 dias.

1-Solo

2 - Solo + Ralstonia sp.

3 —Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 1
4 - Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 2
5—Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 4
6 — Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 8

FAL, ng.mL de cido trans-
cinamico . grama de proteina’.h?

7 - Solo + Ralstonia sp. + glyphosate x 16

Fonte: préprio autor.

Tabela 6 — Parametrizacdo e adequacédo do modelo de superficie de resposta
para a atividade da FAL de plantas de eucalipto com murcha bacteriana de R.
solanacearum sob efeito de glyphosate.

Parametro Estimativa Erro padrdo t-valor p > |t ladj?
FAL, ng mL? 0.55

Bo, intercepto  -3.15 x et 1.80 -0.15 0.85

Bx, Tempo 6.20 x et 0.15 3.65 1.35 x 3 **

By, Tratamento -9.95 x g2 0.60 -0.15 0.85

Bx By -1.75xe? 1.40xe? -1.25 0.20

Bx? 1.90 x e 0.05 0.30 0.75

By? -1.30 xe? 4.45xe3 -2.90 8.20 x g3 **

Nota: cddigo de significaAncia: ** p < 0.01; * p < 0.05.
Fonte: préprio autor.

A analise referente ao efeito das doses de GLY apoés 7 dias na atividade
da FAL das plantas de eucalipto, mostrou que o tratamento sem a presenca de
fontes de estresse apresentou maior valor para a atividade dessa enzima,
entretanto, de acordo com o teste t (p-valor < 0,05), o tratamento com apenas
solo nédo apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado ao

tratamento de 16x a dose de GLY (5,76 mg e.a. mL™) e aos demais (figura 14).
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Apesar de ndo haver diferenca estatistica, € evidente a maior atividade da FAL

no tratamento com apenas solo, pois nao ha a interferéncia do GLY na planta.

Figura 14 — Atividade da fenilalanina amoénia-liase em plantas de eucalipto com
murcha bacteriana de R. solanacearum sob doses de glyphosate apés 7 dias.
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Nota: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade (p-valor < 0,05).
Fonte: préprio autor.

4.1.3 Analise de caracteristicas morfofisiol6gicas das plantas

As andlises das caracteristicas morfofisiologicas abrangeram as
variaveis altura, biomassa e indice SPAD. As médias relativas a altura das
plantas e indice SPAD n&o apresentaram diferenca estatistica significativa
(Figuras 15 e 16; Tabelas 7 e 8) entretanto os resultados encontrados para
biomassa apresentaram diferenca (p-valor < 0,05), sendo que os tratamentos 3
e 4 se destacaram, apresentando maiores valores, sendo 28,58 gramas e
29,88 gramas de biomassa da parte area, respectivamente (Figuras 17 e 18).

De acordo com a literatura, era esperado que doses mais elevadas de
glyphosate prejudicassem o desenvolvimento das plantas e, apesar de néo
haver diferenca estatistica significativa para as variaveis altura e indice SPAD,
€ possivel notar o aumento dessas caracteristicas com as doses mais
elevadas. Comparando as variaveis morfofisioldégicas e observando as plantas
no campo, foi possivel notar que apesar das plantas apresentarem
desenvolvimento da altura em doses mais elevadas, sua biomassa foi menor.

Relacionando essas caracteristicas com as atividades enzimaticas ja

analisadas, é possivel notar que as plantas continuaram se desenvolvendo nos
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tratamentos onde houveram maiores valores para POD, podendo indicar que o
sistema de defesa das plantas foi fator de grande importancia para o

desenvolvimento das mesmas, mesmo sob condi¢cbes mais estressantes.

Figura 15 — Médias e desvios padrfes da altura de plantas de eucalipto em
solos com R. solanacearum sob doses de glyphosate; * p < 0,05.
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Fonte: préprio autor.

Figura 16 — Médias e desvios padrbes do indice SPAD de plantas de eucalipto
em solos com R. solanacearum sob doses de glyphosate; * p < 0,05.
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Fonte: préprio autor.
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Tabela 7 — Altura de plantas de eucalipto apds 28 dias, inoculadas com R.
solanacearum, sob doses de glyphosate.

Tratamento Altura (cm) Desvio Padréo
Solo 62 a 9,6148
Solo + R. solanacearum 70 a 11,0755
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 1 74 a 7,57188
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 2 71,2 a 5,2451
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 4 68 a 17,3141
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 8 65,3 a 6,05622
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 16 66,7 a 7,91693

Nota: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (p-valor < 0,05).
Fonte: préprio autor.

Tabela 8 — indice SPAD de plantas de eucalipto ap6s 28 dias, inoculadas com
R. solanacearum, sob doses de glyphosate.

Tratamento indice SPAD Desvio Padrdo
Solo 45,24 a 13,4132
Solo + R. solanacearum 51,04 a 6,46653
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 1 48,42 a 5,98643
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 2 48,3 a 7,33848
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 4 48,46 a 10,9732
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 8 46,59 a 12,0379
Solo + R. solanacearum + glyphosate x 16 53,63 a 7,87274

Nota: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (p-valor < 0,05).
Fonte: préprio autor.

Figura 17 — Médias e desvios padrées da biomassa de plantas de eucalipto em
solo com R. solanacearum sob doses de glyphosate; * p < 0,05.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 18 — Biomassa de plantas de eucalipto em solo com R. solanacearum
sob doses de glyphosate.

35
a
30 a
ab m Solo
ab ab
25 ab m Solo + R. solanacearum
@ Solo + R. solanacearum + glyphosate x 1
g 20 b Solo + R. solanacearum + glyphosate x 2
g 15 m Solo + R. solanacearum + glyphosate x 4
'% m Solo + R. solanacearum + glyphosate x 8
10 m Solo + R. solanacearum + glyphosate x 16
5
0

Tratamentos

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
(p-valor < 0,05).
Fonte: préprio autor.

Foi possivel notar o crescimento vegetativo de maneira irregular do
eucalipto sob aplicacdo da dose recomendada e a dose de 2x de GLY no solo
(Figura 19). Existe na literatura um comportamento similar, onde baixas
concentracfdes de uma substancia téxica podem ocasionar efeitos benéficos ou
estimulantes, sendo este evento conhecido como efeito hormesis (LUCKEY,
1991). Entretanto, neste trabalho néo foram utilizadas subdoses.

Em estudos prévios, pequenas doses de GLY, entre 5,8 a 19 g e.a. hal,
ocasionaram o aumento de folhas, caule e massa seca total de plantas de
eucalipto aos 40 dias ap6s a aplicacdo do agrotoxico (NASCENTES et al.,
2018). Em pesquisas realizadas por Junior et al. (2020), foram testados dois
clones de Eucalyptus urograndis e doses de GLY. Para as andlises de altura e
massa seca, as doses mais altas de GLY foram prejudiciais, reduzindo os
valores de maneira significante. Neste estudo, para as analises do indice SPAD
e altura de plantas, as doses de GLY nao apresentaram diferenca, entretanto a
dose recomendada e a dose de 2x de GLY apresentaram maiores resultados
para biomassa, ambas sendo estatisticamente diferentes apenas do tratamento
com apenas solo.
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Figura 19 — Folha apical de eucalipto com murcha bacteriana de R.
solanacearum sob doses de glyphosate, apresentando desenvolvimento de
folhas targidas e disformes.

Fonte: préprio autor.

A tabela 9 mostra a porcentagem de plantas com sintomas de murcha
em cada tratamento. No geral, foram observadas poucas plantas com sintomas
da doenca, sendo que o tratamento que apresentou maiores quantidades foi o
tratamento com 8x a dose de GLY (2,88 mg e.a. L1). A auséncia de sintomas
esta relacionada com dois principais fatores: o periodo de tempo de avaliagdo
das plantas, sendo 30 dias; e a auséncia do estresse nas plantas. As
avaliacbes ocorreram apenas durante os 30 primeiros dias para que os dados
se relacionassem de maneira mais direta com os dados do experimento de

respiracéao do solo.

Tabela 9 - Porcentagem de plantas de eucalipto inoculadas com R.
solanacearum, sob doses de glyphosate com sintomas de murcha bacteriana.

Tratamento Plantas com sintomas (%)
Solo 0
Solo + R. solanacearum 0
Solo + R. solanacearum + glyphosate 1x 0
Solo + R. solanacearum + glyphosate 2x 10
Solo + R. solanacearum + glyphosate 4x 20
Solo + R. solanacearum + glyphosate 8x 30
Solo + R. solanacearum + glyphosate 16x 10

Fonte: préprio autor.
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4.2 Anélises do experimento de respirometria

Os resultados obtidos no experimento de respirometria mostram que, 0s
tratamentos 1 e 2, ambos sem GLY, apresentaram menores valores para
respiracdo do solo. Todos os tratamentos com doses de GLY apresentaram
valores elevados para CO:2 acumulado, indicando assim maior atividade
microbiana nas amostras de solo analisadas apds os 50 dias. O tratamento
com a sobredose de 8 vezes apresentou maiores quantidades de COg2,
indicando assim possivel maior populacdo ou atividade bacteriana ao longo do
experimento (p-valor < 0,05) (Figura 20; Tabela 10).

Figura 20 — Producéo acumulada de CO2, em gramas, por 50 dias.
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Fonte: préprio autor.

A populacdo de R. solanacearum no solo respondeu de maneira positiva
ao aumento das doses de GLY, apresentando maiores valores de UFC e
respiracdo. Similarmente, estudos utilizando metodologias como respiracdo do
solo e andlise de biomassa para avaliar o efeito do GLY em microrganismos
gerais do solo, indicam resultados onde doses menores que 50 mg.kg?

apresentam inibicdo temporaria ou efeito nulo na respiracdo (HANEY et al.,
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2000; LANCASTER et al.,, 2006; WARDLE; PARKINSON, 1990; ZABALOY;
GOMES, 2008), enquanto sobredoses entre 50 e 1500 mg.kg* resultaram em
maiores taxas de respiracdo (LANCASTER et al., 2006).

Tabela 10 — Produgao acumulada de CO2 em mg em 50 dias.

Tratamento CO2 (mg) Desvio Padrao

Solo 2646,58 d 155,3244597
Solo + R. solanacearum 3470,79 c 342,2223126
Solo + R. solanacearum + Glifosato 1x 4412,09 ab 127,0001877
Solo + R. solanacearum + Glifosato 2x 4317,96 b 73,40783655
Solo + R. solanacearum + Glifosato 4x 4852,83 ab 90,43813171
Solo + R. solanacearum + Glifosato 8x 5010,94 a 157,5654803
Solo + R. solanacearum + Glifosato 16x  4800,26 ab 452,4161013

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. p-valor < 0,05.
Fonte: préprio autor.

Neste presente estudo, a dose recomendada de 0,36 mg e.a. L, causou
aumento da respiracdo no solo contendo apenas Ralstonia solanacearum,
sendo que a sobredose de até 2,88 mg e.a. L* apresentou maiores valores de
COg2, representando assim, maiores taxas de respiragao.

Similarmente, a dose de 0,84 kg e.a. ha! do produto Roundup Ultra,
aplicado na parte aérea de plantas de soja, em conjunto com adubacéo foliar,
ocasionou aumentos de atividade enzimatica, além de aumento de taxas
respiratérias de amostras de solo da rizosfera das plantas, devido a liberacao
de exsudatos contendo o herbicida e outros compostos (MEANS et al., 2007).
N&o obstante, os fatores que podem estar agindo nas alterac6es da atividade
microbiana sao diversos, como precipitacdo sazonal e temperatura, visto que o
comportamento fisiolégico das plantas e dos proprios microrganismos podem
ser influenciados.

Estudos prévios realizados por Gomez et al. (2008), constataram
diferenca estatistica significativa para respiracdo microbiana do solo, quando
avaliando doses crescentes de GLY sobre biomassa microbiana, atividade
metabdlica e quociente metabdlico dos microrganismos, corroborando com os

resultados obtidos neste estudo.
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Analisando a producéo diaria de COz, foi possivel observar que no inicio
do experimento houve crescimento exponencial da taxa de respiracdo, seguido
de queda e estabilidade durante os primeiros 30 dias (Figura 21). Apd0s esse
periodo, houve ligeiro aumento na producdo diaria de CO2, que se manteve

relativamente constante até o final do experimento, aos 50 dias.

Figura 21 — Producao diaria de CO2 em mg por 50 dias.
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Fonte: préprio autor.

Observando as amostras de solo durante o experimento foi possivel
notar que, apdés 30 dias, surgiram sinais de fungos no solo (Figura 22),
indicando o possivel reestabelecimento da microbiota do solo que havia sido
esterilizado, justiicando o aumento da respiracdo e corroborando com os

resultados de producéo diaria de COs..
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Figura 22 — Interior de respirdmetro contendo amostra de solo com sinais de
desenvolvimento de fungos apos 35 dias de avali¢ao.

€

Fonte: préprio autor.

4.3 Analises das relacdes entre as variaveis obtidas

Ap6s a obtencdo de todos os dados, foram realizadas analises
exploratérias com o objetivo de estabelecer relacbes entre as fontes de
variacfes previamente analisadas.

As andlises das correlacfes entre caracteristicas do sistema patdgeno-
agrotoxico-hospedeiro apontaram correlacbes positivas estatisticamente
significativas (p-valor < 0,05) apenas entre altura e indice SPAD, assim como
altura e biomassa, indicando o aumento dessas caracteristicas de maneira
simultanea, como esperado devido ao desenvolvimento das plantas. As
correlagbes negativas estatisticamente significativas ocorreram apenas entre
peroxidase e proteina (p-valor < 0,05) e entre UFC e biomassa (p-valor < 0,05)
(Tabela 11).

A correlacdo negativa entre UFC e biomassa € esperada, pois o
aumento de UFC implica no maior potencial de infeccdo das plantas,

prejudicando assim o desenvolvimento das mesmas.

Tabela 11 — Relages lineares entre varidveis analiticas; significancia: p < 0,05.

Biomassa x Altura Biomassa x UFC SPAD x Altura POD x Proteina

Correlacao 0,661 -0,333 0,676 -0,421

Fonte: préprio autor.
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Com o intuito de relacionar todos os resultados obtidos ao longo dos
experimentos utilizou-se analise de componentes principais (PCA - Principal
Component Analysis), sendo que a mesma € capaz de sintetizar variaveis
originais analisadas e relaciona-las com outras de mesma dimensao,
originando conjuntos chamados de componentes principais (Figura 23)
(VARELLA, 2008).

Para a identificacdo dos componentes principais foram levados em
consideracdo os dados obtidos pela analise, que forneceram as informacgdes
necessarias para a interpretacdo dos resultados, possibilitando a
caracterizacdo dos conjuntos de variaveis. Foram identificados dois grandes

conjuntos de variaveis, portanto dois componentes principais.

Figura 23 — Analise de componentes principais (PCA), mapeamento fatorial da
relacdo hospedeiro-patégeno-agrotoxico.
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Fonte: préprio autor.

Os componentes principais identificados explicam 71,8% da
variabilidade total para os fatores testados. A analise apresentou correlacao
negativa para UFC (R = -0,95) e correlacdo positiva para altura (R = 0,75),
ambas com p-valor < 0,01 na componente principal 1 (CP)).

Devido as correlagbes significativas encontradas, a CP: 1 foi

caracterizada neste estudo como indisponibilidade de GLY no solo (Tabela 12).
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Sendo assim possivel notar que, na auséncia e menores doses de GLY, ha
menos UFC do patdégeno no solo, diminuindo a probabilidade de ataque ao
eucalipto e aumentando potencialmente a capacidade de desenvolvimento das
plantas e, consequentemente, ocasionando maior altura de plantas.

Com relagdo a componente principal 2 (PCu), a analise de correlacdo
apresentou correlacao positiva para biomassa (R = 0,90), com p-valor < 0,01 e
para geragdo de CO2, (R = 0,80), com p-valor < 0,05, explicando assim que
quanto maior a biodegradacdo do GLY no solo, maiores as quantidades de
biomassa e respiragdo no solo, portanto a CPy foi caracterizada neste estudo
como biodegradacéao (Tabela 12).

Relacionando os resultados obtidos, no que se refere ao aumento de
UFC e CO2 com o aumento de doses de GLY, a R. solanacearum mostra fortes
indicios para um potencial patégeno de plantas capaz de metabolizar o
herbicida presente no solo, utlizando-o como substrato para seu
desenvolvimento. Os resultados obtidos para atividades enzimaticas
relacionadas a defesa das plantas também indicam relagdo em potencial entre
0 patégeno e o GLY agindo diretamente nas plantas de eucalipto.

Em aspecto geral, os resultados revelaram a possivel relacdo entre a
bactéria e o agrotéxico, além de efeitos adversos avaliados em atividades
enzimaticas e morfofisiolégicas. De acordo com as analises realizadas, €
possivel estabelecer a relacédo entre a bactéria e o herbicida, indicando que a
bactéria pode preferir degradar o GLY ao invés de atacar as plantas de
eucalipto, pois o numero de UFC aumenta com o aumento das doses, além do
aumento das taxas de CO:2 no solo, enquanto a planta ainda apresenta bons
valores para suas caracteristicas morfofisiologicas.

Também foi possivel observar o melhor desenvolvimento das plantas
nos tratamentos que também apresentaram melhores valores para atividade da
POD, indicando que o sistema de resisténcia das plantas exerceu funcao
crucial para o desenvolvimento das mesmas, principalmente sob condicbes
estressantes. Apesar da FAL também ser uma enzima de suma importancia
para a resisténcia, sua atividade é diretamente prejudicada pela agdo do GLY,
portanto ela aparece como fortemente relacionada aos tratamentos onde nao

ha aplicacdo do herbicida.
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Tabela 12 — Pontos ortogonais latentes no complexo solo-bactéria-planta-
agrotoxico.

Item Ponto ortogonal latente

CPy, CPu,

indisponibilidade de GLY  biodegradacao
Autovalor 3.25* 2.85*
Porcentagem de variancia 40.70 35.65
Porcentagem de variancia acumulativa 40.70 76.35
Carregamento
Altura 0.75 ** 0.55
Biomassa 0.20 0.90 **
Unidade Formadora de Col6nia -0.95 ** 0.15
Proteina 0.70 0.40
Peroxidase -0.65 0.30
Fenilalanina amonia-liase 0.65 -0.40
Geracao de CO2 -0.55 0.80*
Contribuicdo, %

Altura 18.40 10.15
Biomassa 2.30 52.45
Unidade Formadora de Col6nia 27.15 1.00
Proteina 15.10 6.35
Peroxidase 13.60 2.90
Fenilalanina amonia-liase 13.75 5.35
Geracéao de CO2 9.60 21.80
Solo 1.55 65.95
Solo + R. solanacearum 7.50 2.95
Solo + R. solanacearum + x glyphosate 21.60 3.20
Solo + R. solanacearum + 2 x glyphosate 14.60 24.70
Solo + R. solanacearum + 4 x glyphosate 7.30 1.25
Solo + R. solanacearum + 8 x glyphosate 23.75 0.95
Solo + R. solanacearum + 16 x glyphosate 23.75 0.95

Cédigo de significancia: ** p < 0.01; * p < 0.05.
Fonte: préprio autor.

Diversos trabalhos utilizando diferentes doses de GLY e diferentes
produtos comerciais nao apresentaram grandes impactos na biomassa
microbiana no solo (ABDEL-MALLEK et al., 1994; RATCLIFF et al., 2006;
LANE et al., 2012; ROSE et al., 2016). Entretanto, avaliando especificamente o
comportamento de R. solanacearum, em solo sem a presenca de outros
microrganismos, e utilizando a PCA para relacionar todos os fatores analisados
de maneira mais abrangente, foi possivel notar o desenvolvimento evidente do

patogeno R. solanacearum.
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Com relacdo ao tempo, pesquisas prévias apontam que o GLY possui
efeito variavel no que se refere ao estimulo ou inibicdo de desenvolvimento da
microbiota geral no solo, apresentando aumento, diminuicdo e até mesmo
efeito nulo (ABDEL-MALLEK et al., 1994). Nesta pesquisa, 0 numero de UFC e
a respiracao do solo aumentaram ao longo do experimento.

Os resultados obtidos por Andrighetti et al. (2014), enfatizam que os
microrganismos em solos com menor tempo de interacdo com o GLY possuem
maior capacidade para a degradagao, quando comparados com 0s existentes
em solos onde a aplicacao foi realizada a mais tempo. De maneira similar, nos
primeiros dias apds a aplicacdo do GLY houveram maiores respostas para
UFC e CO:a.

Andlises cromatograficas do solo para a deteccdo da presenca do AMPA
seriam de grande valia, pois permitiiam de fato, comprovar a biodegradacgéo

das moléculas de glyphosate pela bactéria patogénica.
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5 CONCLUSAO

Doses de glyphosate no solo contendo plantas de eucalipto sob
presenca de Ralstonia solanacearum apresentaram interagéo, aumentando a
populacdo da bactéria no solo. A presenca do glyphosate também aumentou as
taxas de CO:2 na respiragado do solo inoculado com a bactéria, além de interferir
na atividade das enzimas analisadas, relacionadas ao sistema de defesa das
plantas, diminuindo a atividade da FAL e aumentando a atividade da POD.

Apesar de ser um fitopatégeno, a bactéria possui potencial para a
biodegradacdo do GLY em solos. A interacdo da bactéria com o herbicida pode
estar produzindo compostos que estdo favorecendo o desenvolvimento das
plantas.

Sendo assim, sdo necessarios estudos mais especificos com o objetivo
de comprovar a utilizacdo da molécula de glyphosate pelo patégeno de solo

Ralstonia solanacearum.
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