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RESUMO

Quando um organismo € exposto diretamente a um agente de estresse e verifica-se
o comportamento bifasico da curva dose-resposta pode haver estimulo ou inibicéo
em diferentes doses. O efeito bifasico da curva ocorre em doses muito elevadas,
causando um efeito tdéxico, ou em doses baixas, que contribuem com efeitos
benéficos, essa caracterizagdo € conhecida como hormesis. Estudos e pesquisas
contribuem para entender e explicar esses efeitos. Para ampliar o conhecimento
sobre o tema em questdo, o objetivo do trabalho é avaliar a ocorréncia de hormesis
em plantas, causadas por herbicidas que atuam em diferentes mecanismos de acao.
Mudas de Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa decumbens foram
transplantadas em unidades experimentais de 1,7 litros. Os tratamentos foram
dispostos em delineamento de blocos casualisados com seis repeticbes. Os
herbicidas testados foram glyphosate; 2,4-D; flumioxazin; isoxaflutole e glufosinate
para ambas as espécies. As doses utilizadas tem como referencial a dose de bula
do herbicida, identificada como “x”, desta maneira as plantas foram submetidas a
dez doses de cada herbicida: 4x; 2x; x; x/2; x/4; x/8; x/16; x/32; x/64; x/128 e 0
(tratamento controle sem aplicacédo). As avaliagcdes foram realizadas por meio de
variaveis morfoldgicas: biomassa seca, altura, didmetro e nimero de perfilhos , além
da avaliacdo de fitotoxidade, variaveis fisioldgicas, variaveis fotossintéticas e
consumo de agua, além de taxa de assimilacao liquida de CO; Transpiracao foliar;
Concentracdo interna de CO,. Com base nas trés variaveis citadas acima foram
determinados, também, os valores de eficiéncia instantdnea de carboxilagdo. As
duas espécies testadas respoderam de maneiras diferentes, ndo obtendo respostas
homogéneas para todas as variaveis. Para a espécie E. urograndis clone 1144 os
herbicidas que apresentaram efeitos de estimulos ao final do experimento (28 dias
apos a aplicacéo) foram: 2,4-D em biomassa seca; flumioxazin em biomassa seca
com fitointoxicagdo moderada, isoxaflutole nas analises fisiologicas e os demais
herbicidas glufosinate, glyphosate ndo apresentaram estimulos nas subdoses
testadas. A U. decumbens apresentou efeitos horméticos nos seguintes herbicidas e
nas seguintes variaveis: glyphosate em altura e numero de perfilhos, isoxaflutole nas
variaveis fisiologicas e glufosinate com estimulo em altura e na biomassa seca, 0s

demais ndo apresentaram resultados e ajuste de modelo para hormesis.



Palavras-chave: hormesis, subdoses, estimulo, eucalipto, planta daninha.



ABSTRACT

When an organism is directly exposed to a stress agent and the biphasic behavior of
the dose-response curve is observed, there may be stimulation or inhibition at
different doses. The biphasic effect of the curve occurs at very high doses, causing a
toxic effect, or at low doses, which contribute beneficial effects; this characterization
is known as hormesis. Studies and research contribute to understanding and
explaining these effects. To expand knowledge on the topic in question, the objective
of the work is to evaluate the occurrence of hormesis in plants, caused by herbicides
that act on different mechanisms of action. Seedlings of Eucalyptus urograndis clone
1144 and Urochloa decumbens were transplanted in 1.7 liter experimental units. The
treatments were arranged in a randomized block design with six replications. The
herbicides tested were glyphosate; 2,4-D; flumioxazin; isoxaflutole and glufosinate for
both species. The doses used are based on the herbicide leaflet dose, identified as
“x”, in this way the plants were subjected to ten doses of each herbicide: 4x; 2x; x;
X/2; xI4; xI8; x/16; x/32; x/64; x/128 and 0 (control treatment without application). The
evaluations were carried out using morphological variables: dry biomass, height,
diameter and number of tillers, in addition to the evaluation of phytotoxicity,
physiological variables, photosynthetic variables and water consumption, in addition
to the net CO2 assimilation rate; Leaf transpiration; Internal CO2 concentration.
Based on the three variables mentioned above, the instantaneous carboxylation
efficiency values were also determined. The two species tested respond in different
ways, not obtaining homogeneous responses for all variables. For the species E.
urograndis clone 1144, the herbicides that showed stimulus effects at the end of the
experiment (28 days after application) were: 2,4-D in dry biomass; flumioxazin in dry
biomass with moderate phytotoxicity, isoxaflutole in physiological analyzes and the
other herbicides glufosinate and glyphosate did not present stimuli in the subdoses
tested. U. decumbens showed hormetic effects on the following herbicides and the
following variables: glyphosate on height and number of tillers, isoxaflutole on
physiological variables and glufosinate with stimulus on height and dry biomass, the

others did not show results and model adjustment for hormesis.

Keywords: hormesis, underdoses, stimulus, eucalyptus, weed.
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INTRODUCAO GERAL

O termo hormesis foi criado em 1943, por Southam e Ehrlich, com base na
palavra grega “hormo”, que significa “excitar’. Até onde foi possivel avancar no
levantamento de dados histéricos, efeitos estimulatorios e inibitorios de uma mesma
substancia em diferentes doses foram citados pela primeira vez por Paracelsus.

O fendmeno caracterizado como hormesis foi relacionado a herbicidas
inicialmente nos anos de 1950 (Minarik et al., 1951), sendo a partir de entdo, objetivo
de diversos trabalhos que buscaram investigar o comportamento de doses sub letais
de diversos herbicidas em plantas (Riepma, 1954; Miller et al., 1962; Ascheman,
1963; Ries et al., 1967; Wiedman; Appleby, 1972).

O efeito hormético ocorre quando ao expor um organismo a um agente de
estresse verifica-se 0o comportamento bifasico da curva dose-resposta, havendo
estimulo ou inibicdo em diferentes doses (Bukowski; Lewis, 2000; Calabrese, 2004;
Mattson, 1997; Murado; Vasquez, 2010).

Este ocorre quando ha efeitos toxicos de uma substancia benéfica aplicada
em doses excessivas ou quando uma substancia toxica é benéfica se aplicada em
baixas doses. Herbicidas, desenvolvidos para intoxicar plantas, sdo compostos
particularmente interessantes para avaliar a ocorréncia de hormesis considerando
gue seus efeitos e doses de aplicacédo ja estdo bem estabelecidos, simplificando a
estratégia experimental e a definicdo do que sdo doses normais, baixas e altas.
Sabe-se que a principal funcdo de um herbicida € o controle de plantas daninhas,
algumas vezes por diversos motivos isto ndo ocorre e pode causar estimulo dessas
plantas.

Doses desuniformes de defensivos agricolas sdo comumente aplicadas em
condicbes de campo. A baixa quantidade de trabalhos sobre o assunto acabam
evidenciando deposic¢des de defensivos com alto grau de variabilidade ao longo da
planta, seja somente em folhas, planta inteira ou alvos artificiais (Velini et al., 2017).
A consequéncia da variabilidade sdo as combina¢cdes de doses juntamente com a
pressdo de selecdo em funcdo de uma dose mal ajustada ou desuniforme (Velini et
al. 2016). A tecnologia de aplicacdo mostra-se fundamental para que esses erros
sejam corrigidos, deve-se entender que mesmo perante a aplicacdo de subdoses de

um produto ha individuos dentro de uma mesma parcela que irdo ser subjulgados a
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doses acima da recomendada, e da mesma maneira, o uso de doses elevadas néo
irA assegurar que algumas plantas ndo irdo receber subdoses do produto. Este
aspecto é relevante considerando que Powles e Yu (2010) observaram que doses
de herbicidas acima do recomendado acabam resultando em um alto grau de
fitotoxidade e posteriormente a morte da planta, porém essa quantidade aplicada
pode selecionar genes resistentes raros, acarretando em plantas resistentes e de
dificil controle. Neste segmento 0os mesmos autores notaram que subdoses de
herbicidas acarretam na morte de algumas plantas, mas ndo acontece o controle
total das plantas invasoras, selecionando todos os possiveis genes de resisténcia,
ou seja, os genes de alta e baixa intensidade.

A desuniformidade da aplicacdo se da por diversas maneiras entre elas temos
o estadios fenoldgicos e tamanho das plantas, segundo Vila-Aiub e Ghersa (2005), a
variacdo na quantidade de ingrediente ativo que chega por unidade de peso ou de
area foliar das plantas alvo ndo € homogenea.

Outro fator relevante a ser considerado no momento da aplicacdo que afeta
as doses unitarias de produtos sdo os ricocheteamentos da barra de pulverizagao,
tanto no sentido vertical quanto no sentido horizontal (Speelman; Jansen, 1974;
Nation, 1982; Langenakens et al., 1999; Ooms et al., 2003), a protecdo pela
cobertura morta (Tokura, 2006) e a protecdo por outras plantas daninhas ou
cultivadas (Silva, 2000; Gazziero et al., 2006; Souza et al., 2007; Vila-aiub; Ghersa,
2005). Matos (2018) trabalhando com misturas de sulfentrazone e diuron observou
que caracteristicas das formulacfes, a diferenca de solubilidade e densidade entre
os herbicidas, o tempo entre o preparo da solugcédo e a aplicacdo e as falhas dos
sistemas de agitacdo dos tanques de pulverizadores aumentam a desuniformidade
das doses pontualmente aplicadas sendo observadas amplitudes de até 35% nas
doses de diuron. O autor também observou que o intervalo de seis horas entre o
preparo da solucdo e a aplicacdo reduziu em até 18,64% a dose média de diuron
depositada nos alvos. E importante destacar que as causas de variagdo nas doses
pontuais ou unitarias citadas ocorrem simultaneamente em aplicagdes de herbicidas
em areas de producao.

Gazziero et al. (2006) e Souza et al. (2007) avaliaram a variabilidade de
doses depositadas em plantas daninhas em inicio de desenvolvimento na cultura da
soja. A andlise das informacfes obtidas pelos autores indica que as plantas
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daninhas que receberam doses abaixo do recomendado e n&o sofreram sintomas de
fitointoxicagdo, sofreram efeitos hormeéticos.

Além da variacdo da dose de aplicacdo, as plantas podem entrar em contato
com baixas doses de herbicidas por varias causas: erros no preparo de caldas;
deposicéo por deriva, ao nao seguir as recomendacdes das condi¢cdes de aplicacao
(Carbonari et al., 2011); pelo contato de folhas, raizes e outras estruturas de plantas
nao tratadas e tratadas; absorcdo a partir do solo de herbicidas fortemente sorvidos
e pouco disponiveis; absorcdo a partir do solo quando a concentracdo do herbicida
foi reduzida por degradacao; se houve chuva apés a aplicacdo e a quantidade do
herbicida remanescente na folha foi reduzida (Velini et al., 2010); pelo efeito
“‘guarda-chuva” de plantas maiores sobre as menores, reduzindo a quantidade de
produto que atinge as plantas menores e quando ocorre a aplicacdo proposital de
baixas doses como no uso de herbicidas como maturadores.

Os trabalhos de Calabrese (2007), Calabrese e Agathokleous (2020) e
Agathokleous et al. (2020) indicam que os efeitos horméticos sdo de ocorréncia
geral em diferentes espécies, abrangendo procariotos, fungos, plantas,
invertebrados e mamiferos, incluindo os seres humanos e se aplicam a
possivelmente todos os agentes de estresse. Agathokleous et al. (2020) observaram
que as pesquisas em hormesis estdo se desenvolvendo rapidamente na area
vegetal, com importantes implicacfes para a avaliacdo de risco, biologia de estresse
e agricultura. Os autores discutiram ainda os mecanismos envolvidos nos efeitos
horméticos, os efeitos de estresses combinados e a duracao dos efeitos horméticos.

Calabrese e Agathokleous (2020) também afirmaram que a curva de dose-
resposta bifasica, que caracteriza a hormesis, tem ocorréncia geral
independentemente do sistema biolégico, do nivel de organizagdo do organismo
envolvido, da caracteristica avaliada e do agente de estresse considerado e seu
mecanismo de acao.

A magnitude das respostas estimulantes observadas em todos os campos da
ciéncia, para os diferentes compostos toxicos e organismos, varia em média entre
30 e 60% acima da testemunha (Calabrese; Blain, 2005; Calabrese, 2008, 2010).
Especificamente para herbicidas, os estimulos em plantas podem chegar a 100%,
mas em geral, estdo entre 20-30% de estimulo apls aplicacdo de subdoses
(Cedergreen et al., 2005).
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Estimulos em caracteristicas indicadoras de crescimento ja foram observados
em diversas culturas, como por exemplo, eucalipto (Velini et al., 2008; Nascentes,
2016), pinus (Velini et al., 2008) e soja (Velini et al., 2008; Silva et al., 2015).

A espécie alvo desta dissertacdo Urochloa decumbens € uma espécie
amplamente cultivada como forrageira e, também, citada como uma das principais
plantas daninhas do Brasil em vérias culturas (Queiroz et al., 2014; Bianco et al.,
2005; Lorenzi, 2000), destacando-se culturas perenes. Além dos problemas de
competicAo com outras culturas, estd espécie também pode apresentar efeito
alelopético, como observado em culturas de eucalipto, algodao, milho, arroz, soja e
trigo (Souza et al., 2003; Souza et al., 2006; Timossi et al., 2006; Kobayashi e
Noguchi, 2015).

A espécie Urochloa decumbens possui uma grande relevancia como planta
daninha ou cultivada, por ser facilmente reproduzida por meio de sementes e
vegetativamente, por produzir sementes predominantemente apomiticas (Valle e
Savidan, 1996) o que reduz a variabilidade genética (Goulart et al., 2007) e aumenta
a reprodutibilidade dos resultados experimentais. Sendo possivel obter padrées
analiticos dos compostos alelopaticos identificados por Kobayashi e Noguchi (2015).
Especificamente para Urochloa decumbens, € bastante relevante avaliar o0s
possiveis efeitos do glyphosate sobre a producdo de sementes, conforme ja
observado em outras espécies por Gomes (2014), Anunciato (2018), Cesco (2018) e
Mollaee (2020). Possiveis aumentos na producdo de sementes podem ser muito
significativos em termos de manejo dessa espécie quando ocorre como planta
daninha, mas pode contribuir para a produg¢do de sementes quando o objetivo € o
seu cultivo.

E necessario aprofundar as pesquisas sobre os mecanismos de ac&o
envolvidos nos efeitos horméticos considerando a grande diversidade de espécies e
agentes de estresse para os quais esses efeitos sdo observados. O entendimento
dos mecanismos de acdo certamente contribuira para que possam ter possiveis
usos praticos para as substancias que causam efeitos horméticos ou para as
informacgdes sobre estimulo de crescimento ou reproducédo obtidas neste tipo de
pesquisa.

A aplicacéo de doses de herbicidas baixas o suficiente para causar hormesis
pode ser frequente e relevante em condigbes de campo, justificando a realizacdo de
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estudos para caracterizar possiveis efeitos horméticos de varios herbicidas e néo
apenas do glyphosate.

E possivel notar na literatura que poucos sio os trabalhos publicados com
hormesis em comparacdo com demais trabalhos realizados nas areas de ciéncias
agrarias e florestais, desta maneira muitos dos trabalhos sdo voltados a estudos e
revisbes de literatura, além da grande maioria das pesquisas serem relacionadas
com os efeitos causados em plantas por subdoses de glyphosate.

Desta maneira ao observar a falta de estudos com varios herbicidas e os seus
possiveis efeitos horméticos sobre o género Eucalyptus sp. e a espécie Urochloa
decumbens, a qual é uma das principais plantas daninhas competidoras com o
género Eucalyptus, faz-se necessario avaliar a ocorréncia de hormesis de herbicidas

gue atuam em diferentes mecanismos de acao.
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CAPITULO 1

SUBDOSES DE GLYPHOSATE COM POSSIVEL EFEITO HORMETICO EM
Eucalyptus urograndis E Urochloa decumbens

1.1 INTRODUCAO

O glyphosate é um herbicida de acéo sistémica, aplicado em pds-emergéncia,
gue controla um amplo espectro de plantas daninhas (Franz et al., 1997), néo
seletivo, exceto para as culturas geneticamente modificadas que possuem tolerancia
a este herbicida (Galli, 2009). Derivado de aminoacidos, apresentando como
mecanismo de agéo a inibicdo da enol-piruvil-shikimato-fosfato sintetase (EPSPS;
EC 2.5.1.19), é facilmente translocavel, desta maneira € possivel observar a morte
de estruturas reprodutivas, como bulbos, rizomas e tubérculos, acarretando até
mesmo na morte do sistema radicular (Kruse et al., 2000).

A inibicdo da enzima EPSPs (5-enolpiruvilshiqguimato-3-fosfato sintase) é
realizada através do glyphosate, o Unico composto capaz de realiza-la em doses ou
concentracfes que viabilizem seu uso comercial como herbicida (Velini et al., 2009).
A EPSPs faz parte da rota do &cido chiquimico, é a enzima responsavel por uma das
etapas de sintese dos aminoacidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina
(Kruse et al.,, 2000), essenciais para 0 crescimento e sobrevivéncia das plantas
(Luchini, 2009), e que também funcionam como precursores de muitos metabdlitos
secundarios incluindo pigmentos, flavonoides, auxinas, fitoalexinas, lignina e taninos
(Herrmann, 1995). Aproximadamente 20% do carbono fixado pela fotossintese e
35% da matéria seca da planta é derivada desta rota (Gazziero; Prete, 2004).

A acdo do glyphosate na rota do &cido chiquimico, representa o processo de
senescéncia e morte da planta tratada por este composto, este processo se deve a
falha na producdo de um vasto conjunto de compostos que derivam dessa rota,
assim como a desregulacdo do fluxo de carbono afetando a reducédo da sintese
proteica em funcdo da reducdo das concentracbes dos aminoacidos aromaticos
(Velini et al., 2009). Os sintomas de injaria que podem ser percebidos visualmente
desenvolvem-se lentamente. Pode ser observado uma reducédo no porte das plantas
devido a inibicdo de crescimento, com posterior amarelecimento, clorose, necrose e
morte (Marchesi, 2016).

No ambiente, o glyphosate € rapidamente inativado no solo pela sorcéo dos
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coloides, com (Koc 24000 mg L™) ou pela rapida degradac&o microbiana (Gimsing et
al., 2004). Como resultado da forte sorcao, o glyphosate € pouco lixividvel no solo
(Rodrigues; Almeida, 2011). Ao longo dos ultimos 40 anos o glyphosate provou por
gue é o herbicida mais conhecido e mais utilizado no controle de plantas daninhas,
este fato deve-se ao seu controle eficiente sobre um amplo espectro de plantas
daninhas, além de sua capacidade de transloca¢do nas plantas, possibilitando o uso
de gotas mais grossas em sua aplicacdo, evitando assim o risco de deriva,
mostrando-se como um herbicida com seguranca toxicolégica e ambiental,
juntamente com um baixo custo (Marchesi, 2016). A descricdo da sintese desse
composto é de 1964, originalmente desenvolvido como agente quelante industrial,
seu uso como herbicida foi registrado em 1971 (Ahsan et al., 2008; Preston;
Wakelin, 2008).

O bloqueio da via do &cido chiquimico resulta no acimulo de chiquimato nos
tecidos das plantas tratadas com glyphosate levando a uma deficiéncia de produtos
finais importantes, tais como lenhinas, alcaloides, flavonoides e uma diminuicdo da
fixacdo de CO, e producdo de biomassa de uma forma dependente da dose
(Olesen; Cedergreen, 2010). A inibicdo da EPSPs causada devido ao acumulo de
chiquimato, a medicdo deste e de outros metabdlitos, buscam relacionar esses
resultados com o efeito benéfico da hormesis em baixas doses de glyphosate
(Nascentes, 2016; Singh; Shaner, 1998; Velini et al., 2008).

Quanto a exposicao e aplicacdo sequencial de subdoses de glyphosate, Silva
et al. (2015) observaram que a pré-exposicdo de plantulas de soja a tratamentos
com subdoses de glyphosate promoveu maiores estimulos de crescimento e que as
doses horméticas 6timas foram geralmente maiores em plantas pré-tratadas do que
as plantas que nao tinham sido expostas previamente ao glyphosate. Assim, a pré-
exposicao a subdoses de glyphosate pode intensificar a resposta hormética quando
h&a uma segunda exposicao da planta a uma dose baixa de glyphosate.

Em termos de identificacdo das doses que promovem estimulo maximo,
Moraes (2016) avaliando plantas de Urochloa decumbens submetidas a doses e
subdoses de glyphosate verificou estimulos maximos atingidos com a dose 11,25 g
e.a. ha’. E, ao comparar seis experimentos com a aplicacdo dessa subdose,
concluiu que a dose de 11,25 g e.a. ha™ de glyphosate pode tanto estimular quanto
inibir o crescimento nas varias repeticdes dos experimentos individualmente

consideradas. A autora concluiu que as doses que promovem inibicdo ou estimulo
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sdo muito préximas tornando dificil o uso das doses horméticas para aumentar o
crescimento dessa forrageira em especial, considerando-se que as doses de
herbicidas ndo séo uniformes no campo, como comentado anteriormente.

Para o uso desse composto com intervalos de doses que produzam hormesis
€ necessario entender que o estimulo estd diretamente correlacionado com o0s
estadios de desenvolvimento da plantas, assim como a diferenga de resposta entre
espécies (Meschede et al., 2008; Carvalho et al., 2013). O estadio de crescimento
da planta e estado fisiolégico, juntamente com a exposi¢cao as baixas doses podem
afetar significativamente a qualidade e quantidade das caracteristicas das respostas
ao efeito (Belz; Duke, 2014).

Velini et al. (2008), verificaram efeito hormético de glyphosate em culturas de
milho, soja, eucalipto e pinus a partir de 1,8 até 36 g e.a. ha™. Para soja e milho, os
autores verificaram incrementos méaximos 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.

A subdose de 10,5 g e.a. ha’ de glyphosate pulverizada em plantas de
Urochloa brizantha proporcionou incremento na producédo de massa seca de 31,8%
em relacdo ao controle, porém, em avaliagbes mais tardias, a subdose de 12,62 g
e.a. ha foi a que se destacou, e promoveu aumento de 21,8% na producdo de
massa seca (Nascentes et al., 2015).

Alguns estudos conduziram analises fisiolégicas com o objetivo de contribuir
no entendimento dos efeitos horméticos de glyphosate. Cedergreen e Olesen
(2010), demonstraram que plantas de cevada expostas a subdoses de glyphosate
(11 a 45 g e.a. ha'), apresentaram estimulos na fotossintese das folhas que
persistiram até a colheita. Mais recentemente, estimulos da taxa de assimilacdo de
CO,, condutancia estomatica e taxa de transpiracdo das folhas de cana-de-agUcar
também foram observados apods aplicacao de subdoses de glyphosate (Nascentes et
al, 2016). Nascentes et al (2016) demonstraram que subdoses do composto foram
responsaveis por estimulos nos parametros morfolégicos, como o peso de folha e
caule.

Em resumo, baixas doses de glyphosate podem estimular o crescimento e a
producdo de varias espécies. Também sdo descritos estimulos do glyphosate a
capacidade das plantas sensiveis ou resistentes a este herbicida se reproduzirem
(Gomes, 2014; El-Shahawy; Sharara, 2011; Anunciato, 2018; Cesco, 2018; Mollaee,

2020). Merecem destaque os efeitos de baixas doses de glyphosate antecipando o
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florescimento e aumentando o nimero de inflorescéncias e sementes produzidas por
gendtipos resistentes a este herbicida. Além da pressédo de sele¢cdo exercida pelo
préprio herbicida, possivelmente os efeitos benéficos do glyphosate a reproducéo
dos gendtipos resistentes sé@o relevantes para que estes genotipos se tornem
dominantes nos locais de aplicacdo com uso continuo do glyphosate (Anunciato,
2018; Cesco, 2018).

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Avaliagéo da ocorréncia de hormesis de Eucalyptus urograndis clone 1144 e U.

decumbens apds aplicacdo de subdoses de glyphosate

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacao no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Producéo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Botucatu, SP.

As unidades experimentais foram compostas por vasos com capacidade de
1,7 litros, preenchidos com substrato Carolina Soil® composto por turfa de esfagno,
vermiculita e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (x0,5). As condicbes de
semeadura, desbaste, transplante das mudas e conducdo foram ajustadas para
cada espécie. As plantas foram mantidas em bancadas sob condi¢do de plena luz
antes e apoés a aplicacéo. As aplicacfes foram feitas quando as plantas de Urochloa
decumbens estavam com 4-5 perfilhos em média e as plantas de Eucalyptus
urograndis clone 1144 estavam com aproximadamente 30-35 cm de altura. Os
ensaios foram conduzidos com seis repeticdes. A época de transplante e aplicacao,

estadio da planta e condi¢cdes metereologicas estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Epoca de transplante e aplicacéo, estadio da planta e condi¢cbes de

umidade e temperatura no momento da aplicacdo do experimento.

Epoca Estadio da planta Condicéo de aplicacéo

Espécies Transplante Aplicacio Altura  Diametro N° de Temperatura  Umidade
P semeadura plicag (cm) (mm) perfilho (°C) (%)
Eucalyptus 05/09/22 24/09/22 | 30-35 3,5-5 - 27 72
Urochloa 24/09/22 24/10/22 | 28-31 - 4-5 28 75
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As avaliacdes finais de biomassa seca (parte aérea) foram realizadas aos 28
dias apds a aplicagdo (DAA). Foram realizadas avaliagcbes de altura das plantas,
diametro do caule do eucalipto e contagem de perfilhos da Urochloa decumbens aos
3; 7; 14; 21 e 28 DAA. Aléem das avaliacfes visuais de injaria (fitointoxicacao)
segundo a escala percentual de notas, onde “0” corresponde a nenhuma injuria e
“100” significa a morte das plantas, conforme a Sociedade Brasileira da Ciéncia em
plantas Daninhas (1995).

A altura da planta de E. urograndis clone 1144 foi determinada da base do
caule da planta ao apice da planta, enquanto o didametro foi mensurado com auxilio
de um paquimetro digital, a altura de trés centimetros do colo da planta. As plantas
de U. decumbens foram mensuradas (altura) da base da planta até a folha mais
longa (apice da planta).

Para determinar a matéria seca das plantas, as amostras foram
acondicionadas em estufa com circulacdo forcada de ar, mantendo-se 60 °C
constantes por 15 dias, posteriormente pesadas em balanca analitica com precisao
de 0,001 g.

As avaliacdes de consumo de agua e das varidveis fotossintéticas foram
realizadas em parte dos tratamentos (E. urograndis clone 1144, doses de 12,7; 50,65
e 405 g e.a ha™ e U. decumbens, doses de 12,7 e 50,65 g e.a ha™), considerando o
tempo necessario para obter essas informacdes em cada unidade experimental.
Foram utilizadas duas unidades analisadores de gas por infravermelho, IRGA LCpro-
SD (ADC BioScientific Ldt, UK) equipados com compensadores de luz e com a
concentracdo de CO, ambiente. Foram analisadas as seguintes variaveis: i) taxa de
assimilacdo liquida de CO, (A, em pmol CO, m2s™); ii) Transpiracao foliar (E, em
mmol H,O m?s™); iii) Concentracao interna de CO; (Ci, em pmol m2s™). Com base
nas trés variaveis citadas acima foram determinados, também, os valores de
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) ((A/Ci), em (umol m?s™) (umol mol™)™)
e eficiéncia do uso de agua (EUA) ((A/E), em (umol m?s™) (mmol H,O m?s™)™).

As aplicacdes dos herbicidas foram realizadas com auxilio do simulador de
aplicagcédo, com controle de velocidade, pressédo e vazao. Sendo utilizada barra de
aplicacdo equipada com quatro pontas de pulverizacdo XR 11002 espacadas de 50
cm e pressurizada a 2 bar. A velocidade foi de 1 m s condicionando volume de
aplicacdo de 200 L ha™.
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Foi utilizada uma ampla faixa de doses com o objetivo de avaliar a ocorréncia
de hormesis, os efeitos ocorrem em doses muito inferiores as de uso comercial.
Tomando como referencial a dose de bula do herbicida (Crucial) (1620 g e.a ha™),
identificada como “x”, foram utilizadas as seguintes doses: 4x; 2x; x; x/2; x/4; x/8;
x/16; x/32; x/64; x/128 e 0 (tratamento controle sem aplicacdo). As doses acima da
dose comercial contribuiram no ajuste de modelos permitindo a estimativa precisa

dos valores minimos previstos para a biomassa.

1.2.2 Procedimentos para a analise dos resultados

Para as curvas dose-resposta, realizadas nos estudos foram ajustados
modelos de regressdao nao-linear apresentados por Brain e Cousens (1989) e
Streibig (1980) seguindo o procedimento descrito por Velini et al. (2008). Para estes
dados foi utilizado o programa estatistico R e para confeccdo dos graficos o
programa Sigmaplot 12.5, sendo também calculados o intervalo de confianca
(p=0,05) da média no software Microsoft Excel, sendo eles adicionados as médias

nos graficos (Equacéo 1).

txDP
Vn

Equacéo 1: Ic =
Onde, Ic = Intervalo de confianga, t = valor de t tabelado a 5%, DP = desvio padréao e

\n = raiz quadrada do nimero de repeticoes.

A avaliagédo do efeito de hormesis sobre as plantas foi determinado por meio

de modelos de regressbes nao lineares de 5 e 4 parametros com auxilio do software

estatistico R®.
Modelo de 5 parametros de Brain e Coussens (1989) — Modelo 1:

d—c+fx
+ 1 + exp(b(log(x) —log(e)))

y=C
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Modelo de 4 parametros de Streibig (1980) — Modelo 2:

d—c
Y= 1+ exp(b(log(x) — log(e)))

Os modelos acima usam estrutura unificada com coeficiente “b”
parametrizado, denotando a inclinacdo da curva dose-resposta, “c’ e “d”
representam as assintotas inferior e superior respectivamente, ou limites da

resposta, e o parametro “e” é o logaritmo do ponto de inflexdo. No modelo de Braian
e Cousens (1988) ha uma adicéo do coeficiente “f", sendo o ponto que o diferencia
do modelo de Streibig (1980), desta maneira este parametro se refere a taxa de
estimulo, o que leva a deduzir o efeito hormético, porém segundo KNEZEVIC;
STREIBIG e RITZ (2007) e SCHABENBERGER et al. (1999) esse efeito sé se torna
verdadeiro quando for diferente de 0 a 5% de probabilidade. Desta maneira as
variaveis que apresentaram efeito hormético foram ajustadas dentro do modelo 1.

O ajuste dos dados no modelo de 5 parametros sO é realizado a partir da
analise entre a diferenca da soma de quadrado médio da regressdo dos dois
modelos. A associacdo do quadrado médio com a inclusdo do coeficiente “f é
testado com um grau de liberdade. Assim se o quadrado médio do modelo 1 for
maior que o modelo 2 rejeita-se a hipbétese de f=0, ocorrendo o estimulo de
hormesis e assim aplicando o modelo 1. Na ocorréncia do valor do quadrado médio
ndo se mostrar significativo, a hipétese f=0 foi aceita e assim conclui-se que nao

havia efeito de hormesis e utilizou-se o0 modelo 2 (4 parametros) (Velini, 2008).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Altura

As plantas de U. decumbens e E. urograndis clone 1144 apresentaram
reducéo do crescimento em doses acima de 202,5 e 810 g e.a ha ‘respectivamente,
ocorrendo na regido dos meristema uma pequena clorose, a qual, foi seguida de
necrose foliar. As plantas de E. urograndis clone 1144 apresentaram leves estrias

brancas nas brotacdes novas. A espécie U. decumbens quando submetida as doses
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de 101,3 e 202,5 g e. a ha™! aumentaram o nimero de perfilhos. Em seguida houve o
murchamento das folhas e morte das plantas. Este € um herbicida com acéo
sistémica, sendo translocado facilmente.

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacéo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 2 e 3.

Tabela 2 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de E. urograndis clone 1144 para o glyphosate

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 2,157** 2,723 3,639** 5.725** 9,520**
Hipotese f£0 -- -- -- -- 0,035
Modelo - - - - 2
Regresséo - - - - 26,30
R2 - - - - 0,83
Constantes

b - - - - 0.98026
c - - - - 38.02666
d - - - - 50.14433
e - - - - 113.0451
f - - - - -
CV (%) 9,58 9,22 9,52 9,34 9,00

*** Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Tabela 3 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de U. Decumbens para o glyphosate

U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 2,727* 8,843* 19,810** 21,526** 26,089**
Hipotese f£0 -- -- 5,996 4,599 19,918
Modelo -- -- 1 1 1
Regresséao -- -- 60,39 67,03 77,69
R2 -- -- 0,94 0,96 0,97
Constantes

b -- -- 1.99149 2.14211 2.50422
c -- -- 33.31236 33.70495 34.00136
d -- -- 45.59674 47.17495 47.23434
e -- -- 23.86955 25.67609 20.37693
f -- -- 0.63892 0.55329 1.34806
CV (%) 8,60 9,18 8,92 9,05 10,15

*** Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 1 — Altura de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
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Figura 2 — Altura de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s a
aplicacao de diferentes doses de glyphosate.
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O E. urograndis clone 1144 teve reduc¢fes de altura significativas nas doses
acima de 405 g e.a ha™, estagnando o seu crescimento em altura, havendo uma
reducdo de aproximadamente 24 % de crescimento nessas doses em relacdo a
planta controle. Apenas aos 28 DAA o modelo de quatro parametros foi ajustado,
mas ainda ndo apresentou hormesis para a variavel altura (Figura 1). Este fato se
reflete no item 1.3.6 deste capitulo, onde é possivel observar que o modelo ajustado
para biomassa seca de E. urograndis clone 1144 foi o modelo 2, ndo apresentando
efeito hormético. Através do estudo realizado podemos sugerir que as doses
utilizadas em estudos futuros sejam doses abaixo da dose minima testada nesse
capitulo.

A U.decumbens respondeu significativamente aos estimulos de glyphosate
para a variavel altura. Pode-se observar na Figura 2 que a partir dos 14 DAA a faixa
de estimulo com acréscimo de 5% em relagdo ao controle foi de 4,2 a 21 g e.a ha™,
com a dose maxima de estimulo de 11,4 g e.a ha’, ocasionando um estimulo
maximo de 7,96 %. A faixa de dose de estimulo, a dose maxima e o estimulo
maximo para os 21 DAA se mantiveram praticamente 0S mesmos em comparacao a
avaliacdo de 14 DAA, sendo 5,2 a 17 ge.aha™, 11,4 ge.aha™ e 7,1 % de estimulo,
respectivamente. Aos 28 DAA a U. decumbens apresentou o maior estimulo entre os
periodos (21,19 %), com a dose maxima de 12,4 g e.a ha™, ampliando a faixa de
dose paral,8a27 ge.aha™

Dados os resultados é importante ressaltar como o glyphosate atua, ou seja,
ele é responsavel por inibir a enzima EPSPs (5-enolpiruvoilshiqguimato 3-fosfato
sintase), além da sintese dos aminoacidos aromaticos. A inibicdo desta enzima
acaba desviando compostos fotossintetizados para a via do chiquimato, devido ao
aumento da atividade da primeira enzima na via do chiquimato (DAHPS), esse efeito
€ secundario na acéo do glifosato, porém apresenta-se muito importante, causando
uma reducdo na eficiéncia fotossintética (Senseman, 2007). Segundo Vidal et al.,
(2014) 35% ou mais da massa seca das plantas € composta por derivados de
chiguimato, sendo que 20% do carbono fixado segue pela via metabdlica.

Em trabalho realizado por Moraes et al. (2020), os autores verificaram efeitos
horméticos nas plantas de U. decumbens na dose de 11,25 g e.a ha, o que reflete
e explica a dose deste trabalho, onde a dose responsavel por estimulo na cultura
encontra-se muito proxima dos autores citados acima. Os mesmos autores

encontraram estimulos de aproximadamente 30 e 24 % em relacdo ao tratamento
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controle com a dose citada. Percebe-se que a mesma dose nao apresentou efeitos
significantes na cultura de E. urograndis clone 1144 para altura, desta maneira
podemos anotar diferentes respostas a mesma dose testada em diferentes espécies
e periodos, ocorrendo até mesmo uma variabilidade dentro da mesma espécie

dentro da mesma dose testada, como foi observado por Moraes et al. (2020).

1.3.2 Diametro (E. urograndis clone 1144)

Ndo houve ajuste de modelo para didametro até os 14 DAA, aos 21 DAA
encontrou-se um efeito transiente de estimulo, a dose maxima responsavel por este
efeito foi 109 g e.a ha™*, encontrando-se uma faixa de estimulo de 33 a 179 g e.a ha’
! 0 estimulo maximo gerado neste periodo foi de 10,9 %, porém este efeito foi
atenuado aos 28 DAA (Figura 3).

Os valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), coeficiente de determinagao
(R? e constantes da equacéo de regrecdo deste item se apresentam expostos na

Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

diametro de plantas de E. urograndis clone 1144 para o

glyphosate
E. urograndis clone 1144 didmetro

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 2,311* 1,864"™ 3,022** 7,097** 9,273**
Hipotese f£0 -- -- -- 4,142 0,862
Modelo -- - - 1 2
Regresséo -- -- -- 16,54 29,05
R2 - - - 0,93 0,94
Constantes
b - -- - 3.06E+00 2.77837
c - -- - 4.68E+00 4.69095
d -- -- -- 5.67E+00 6.45114
e - -- - 1.87E+02 359.45035
f - - - 8.54E-03 -
CV (%) 10,39 10,51 10,55 11,26 11,92

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 3 — Diametro de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
apoés a aplicacédo de diferentes doses de glyphosate.
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Segundo Marques et al. (2019), mudas tratadas com 36 g e.a ha™ obtiveram
um incremento de 32,5 % a mais que o controle no diametro da base das mudas de
eucalipto. Porém estudos relatam que doses de 172,8 e 345,6 g e.a ha™ ocasionam
injurias nas plantas de eucalipto, com reducdo de altura, didmetro e massa seca
(Santos et al., 2006). Desta maneira € possivel dizer que a espécie ndo se comporta
de maneira uniforme para a variavel. Possivelmente a justificativa para o efeito aos
21 DAA é a rapida translocacdo do herbicida, onde a exsudacao do glyphosate pela
raiz dos 14 até os 21 DAA deixou a planta com uma subdose do composto,
causando assim um estimulo, porém dos 21 aos 28 DAA a planta exsudou a maior
parte do herbicida, igualando o efeito ao tratamento controle.

O didmetro das plantas se mostra como uma variavel de dificil mensuracéo,
pela dificuldade apresentada de obter a medida sempre no mesmo ponto da primeira
avaliacdo. Porém representa muito bem um dos efeitos de crescimento da planta,

refletindo diretamente na biomassa seca.
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1.3.3 Perfilho (Urochloa decumbens)

A aplicagdo dos tratamentos de U.decumbens foram feitas quando as plantas
estavam em média com 4 a 5 perfilhos, o desenvolvimento dos perfilhos ao longo do
tempo foi em funcdo da dose de glyphosate aplicada. As maiores doses afetaram o
crescimento e o perfilhamento da planta 7 DAA, enquanto algumas doses do
composto acabaram estimulando a super brotacdo de perfilhos entre o periodo de
avaliacdo de 21 e 28 DAA. O incremento desse numero de perfilhos se mostraria
importante para a U. decumbens quando cultivadas como plantas forrageiras pois os
perflnos sdo a unidade béasica de desenvolvimento, produzindo uma maior
guantidade de folhas e aumentando a sua taxa fotossintética.

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacgao
(R? e constantes da equac&o de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

perfilho de plantas de U. decumbens para o glyphosate

U. decumbens perfilho

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 1,358 ™ 1,963™ 4,031** 4,635** 8,598**
Hipotese f£0 -- -- -- -- 11,148
Modelo -- -- -- -- 1
Regresséo -- - - - 20,76
R2 -- -- - - 0,85
Constantes

b -- - - -- 14.672029
c -- - - - 3.944345
d -- - - - 8.233336
e -- - - - 95.91385
f -- - - - 0.128679
CV (%) 54,91 52,69 48,13 46,44 50,03

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 4 — Perfilho de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s a
aplicacado de diferentes doses de glyphosate.
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O perfilhamento das plantas de U. decumbens seguiram um comportamento
muito similar até os 21 DAA. Aos 28 DAA houve um aumento significativo na dose
de 79 g e.a ha™, ocorrendo um estimulo de 113,8 %, com uma faixa de estimulo de
52,6 a 103 g e.a ha™ (Figura 4). As doses a partir de 202,5 g e.a ha™ reduziram a
producédo de perfilhos, essa reducao da producéo de perfilhos interfere diretamente
na eficiéncia fotossintética da planta, pois esta terd uma area menor para realiza-la,
além de influenciar no potencial de reserva, interferindo até mesmo no
desenvolvimento das rebrotas, o que reflete diretamente na biomassa seca dos
tratamentos. Moraes et al. (2016) tambem encontraram efeitos parecidos de
perfilhamento de brachiaria em subdoses de glyphosate. Trabalhos realizados por
Carbonari et al. (2007) constataram que subdoses do composto (3,6 g e.a ha™)

influenciavam diretamente na producéo de ramos laterais na cultura do eucalipto.
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1.3.4 Fitotoxidade

Os niveis de fitointoxicacdo das espécies aumentaram de acordo com o
passar dos periodos avaliados e com 0 aumento das doses testadas. A severidade
das injarias se mostraram mais relevantes acima da dose de 101,25 g e.a ha™, isto
pode ser observado nas duas espécies testadas. As espécies testadas respondem
de maneira diferente para cada dose, as plantas de E. urograndis clone 1144
atingiram nivel maximo de injuria (100 %) a partrir da dose comercial testada (1620 g
e.a ha™), os periodos de avaliacdo que representaram esse grau de severidade sdo
os periodos de 21 e 28 DAA (Figura 5). Enquanto as plantas de U. decumbens
apresentaram niveis de 100 % de fitointoxicac&o a partir de 810 g e.a ha™ aos 28
DAA (Figura 6).

As menores doses 12,66 e 25,3125 g e.a ha™ ndo apresentaram significativos
danos causados pelo uso do composto, sendo que a menor dose ndo apresentou

nenhum sintoma para as duas espécies.

Figura 5 — Fitointoxicacédo de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e

28 dias apo6s a aplicacédo de diferentes doses de glyphosate.
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Figura 6 — Fitointoxicacdo de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias apo0s

a aplicacao de diferentes doses de glyphosate.
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Devido a rapida translocacédo do glyphosate e devido a fitotoxidade observada
nas primeiras avaliacées, principalmente em doses acima de 202,5 g e.a ha™, houve
a queima do ponteiro das plantas, necrose foliar e reducdo do crescimento, o que

acabou reduzindo as variaveis avaliadas neste trabalho.

1.3.5 Analises fisiologicas

O presente trabalho realizado com plantas de E. urograndis clone 1144 obteve
aumento de 27 % na eficiéncia do uso da agua em relacdo ao controle aos 28 DAA,
com subdoses de glyphosate de 405 g e.a ha™, a mesma dose aos 14 DAA estava
com reducado de 10 %, o que reflete 0 aumento da eficiéncia em fungdo do tempo.
Os dados de assimilacéo tiveram um comportamento similar, a maior dose aos 28
DAA é superior aos 14 DAA. A transpiracdo apresentou uma reducdo de 12 % na
maior dose aos 14 DAA (Figura 7).
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Figura 7 — Anadlises fisioldégicas de Transpiracdo (E); Eficiéncia do uso da agua
(EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono Interno
(Ci) e Assimilacao (A) de Eucalyptus urograndis clone 1144 aos 14 e

28 dias apo0s a aplicacéo de diferentes doses de glyphosate.

EEN 14 DAALCTT 28DAA| |, I 14 DAA ] 28 DAA o‘m-’ N 14 DAA [ 28 DAA

E (mmol de H,0 m*s™)
EUA (umol m? s")mmol H,0 m? )"
EiC (umol m? s™)(umol mol™'y"

14 4 004 4
2 0,02 4
0 0 0,00
N o el
o8 5 N

o

=1 28 DAA
M 14 DAA [ 28 DAA M 14 DAA et

Ci (umol m?s™)
n
8

A (umol m?s™)

Glyphosate (g e.a ha”) Glyphosate (g e.a ha™)

As taxas de transpiracdo em U. decumbens tratadas com subdoses de
glyphosate foram estaveis em todas as doses e em todos os periodos de avaliacéao
em comparacdo com o controle. A maior eficiéncia no uso da agua (30 %) e
eficiéncia de carboxilacdo (60%) ocorreram aos 14 DAA na menor dose de
glyphosate testada. O aumento da assimilagéo interna de carbono nestas condi¢des

foi de 29 %, porém estes efeitos foram transitérios entre os 14 e 28 DAA (Figura 8).
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Figura 8 — Analises fisioldgicas de Transpiracédo (E); Eficiéncia do uso da agua
(EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacéo (EiC); Carbono Interno
(Ci) e Assimilacdo (A) de U. decumbens aos 14 e 28 dias apoés a

aplicacao de diferentes doses de glyphosate.
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Os herbicidas podem influenciar negativamente ou positivamente a eficiéncia
do uso da agua, este fato ocorre devido ao estresse gerado, afetando diretamente a
fotossintese. As plantas de E. urograndis clone 1144 e U. decumbens tiveram
acréscimo na variavel, fato que pode ser relacionado a subdosagem aplicada. O
eucalipto quando exposto a subdoses de 43 e 86 g e.a ha™ apresentaram estimulo
na taxa de fotossintese e na eficiéncia no uso da agua aos 21 DAA (Machado et al.,
2010).

O aumento da assimilacéo esta diretamente correlacionado com a eficiéncia
do uso da agua, com o aumento da assimilagdo temos o0 aumento do uso da agua,
essa taxa fotossintética esta diretamente relacionada com o consumo de CO;, e o
aumento da biomassa, porém a recuperagdo desses efeitos dos 14 aos 28 DAA
justificam a resposta da biomassa, ndo havendo estimulo no dltimo periodo de
avaliacdo para biomassa seca das duas espécies (Concenco et al., 2008).

A maior eficiéncia na carboxilagdo da U. decumbens na dose de 12,5 g e.a
ha aos 14 DAA esta relacionado ao aumento da assimilacdo de CO, e a reducéo

do carbono interno, pelo fato dos dois fatores estarem correlacionados (A/Ci). A
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diminuicdo do Ci esta relacionada a condutancia estomatica, havendo uma maior

taxa de fixacdo de CO, (Cedergreen e Olsen, 2010).

1.3.6 Biomassa seca

As duas espécies testadas se mantiveram com biomassa estavel nas
menores doses quando comparadas com o controle, ndo havendo reducao na altura
das plantas. O efeito hormético se encontra em doses muito abaixo da dose
comercial recomendada, desta maneira as doses do herbicida ndo proporcionaram
efeitos estimulatorios em biomassa seca. Possivelmente seria necessario testes com
curvas de dose mais amplas, abaixo de 12,7 g e.a ha™.

Os valores de F, coeficiente de variacao (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R? e constantes da equacdo de regrecdo para
biomassa seca de plantas de Urochloa decumbens e Eucalyptus
urograndis clone 1144 para o glyphosate

Valor de F E. urograndis clone 1144 U. decumbens
Doses 13,91* 27,10**
Hipotese f£0 0,76 0,87
Modelo 2 2
Regresséao 45,59** 88,56**
R? 0,98 0,98
Constantes
b 2,07 1,68
c 4,2 2,90
d 12,27 15,92
e 230,05 85,77
f -- --
CV (%) 28,89 32,75

" n&o significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 9 - Biomassa seca de Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa
decumbens, 28 dias ap6s a aplicacdo de diferentes doses de
glyphosate.
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Devido a ndo ocorréncia de efeitos estimulatérios o modelo de hormesis de
cinco parametros ndo se adequou as duas espécies, sendo ajustado o modelo de
quatro parametros. Para o E. urograndis clone 1144 a dose responsavel por
proporcionar uma reducdo significativa de 5% é de 71 g e. a ha™, enquanto as
maiores doses 1620; 3240 e 6480 g e. a ha™ proporcionaram reducées de biomassa
similares, entre 64 e 65 %. A espécie U. decumbens teve um decréscimo de 5% de
biomassa a partir da dose de 17 g e. a ha™, as suas maiores doses assim como para
o E. urograndis clone 1144, se mantiveram estaveis, com 81 % de reducdo em
relacdo a dose 0. Segundo trabalho realizado por Velini et al. (2008), os autores
identificaram que doses muito baixas (1,9 a 3,7 g e. a ha™) ja causam o estimulo de
crescimento na planta de eucalipto. Para o acumulo de biomassa das plantas de
eucalipto (E. grandis) basta apenas 3,6 e 7,2 g e. a ha*, além de promover um maior
acumulo de brotacbes laterais (Carbonari et al.,, 2007). Cedergreen (2008)
trabalhando com plantas de cevada sob 10 a 15 doses de oito herbicidas e observou
que glyphosate e metsulfuron-methyl estimularam o incremento da biomassa em
aproximadamente 25% quando aplicados em doses correspondentes a 5 a 10% da
recomendada.O presente trabalho realizado adotou a menor dose de 12,7 g e. a ha’

! 0 que pode justificar a falta do efeito estimulatério para a variavel analisada.
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1.4 CONCLUSAO

O glyphosate de maneira geral ndo apresentou resultados de hormesis para
0os parametros avaliados, quando houve a presenca de algum estimulo este se
mostrou passageiro ao longo dos periodos de avaliacdo. Porém as plantas de U.
decumbens apresentaram estimulo em seu crescimento (altura) e aumento do
namero de perfilhos aos 28 DAA. As variaveis fisiologicas que apresentaram
estimulo para U. decumbens (eficiéncia do uso da agua, eficiéncia intrinseca de
carboxilacdo e assimilacdo) e para E. urograndis clone 1144 (eficiéncia do uso da
agua e assimilacéo) nao se refletiram no incremento de biomassa seca. As doses de
glyphosate responsaveis por causar hormesis podem estar abaixo da menor dose
utilizada neste trabalho (12,7 g e. a ha'). Doses menores ou maiores que as
presentes neste capitulo podem causar ou ndo efeitos de estimulo em diferentes
espécies, desta maneira adota-se que cada planta, cada estadio morfolégico que a

planta encontra-se ira ter uma resposta diferente as subdoses de glyphosate.



43

1.5 REFERENCIAS

AHSAN, N.; LEE, D. G.; LEE, K. W.; ALAM, |.; LEE, S.H.; BAHK, J. D.; LEE, B. H.
Glyphosate-induced oxidative stress in rice leaves revealed by proteomic approach.
Plant Physiol Biochem 46:1062-1070 (2008).

ANUNCIATO, V.M. Efeitos do glyphosate no crescimento e reproducéo de
bidtipos de Digitaria insularis resistente ou suscetivel a este herbicida. 2018,
67 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Protecdo de Plantas) - FCA/UNESP.
BELZ, R. G.; DUKE, S. O. Herbicides and plant hormesis. Pest Manag Sci 70:698-
707 (2014).

CARBONARI, C. A.; MESCHEDE, D. K.; VELINI, E. D. Efeito da aplicacéo de
glyphosate no crescimento inicial de mudas de eucalipto submetidas a dois niveis de
adubacao fosfatada. In: | Simpdsio Internacional sobre Glyphosate, 2007,
Botucatu. Anais..., Botucatu, SP, 2007

Moraes, C. P.; Brito, I.P.F.S.; Tropaldi, L.; Carbonari, C.A.; Velini, E. D. (2020) Efeito
hormético do glifosato em plantas de Urochloa decumbens , Journal of
Environmental Science and Health, Part B, 55:4, 376 -

381, DOI: 10.1080/03601234.2019.1705114

CARVALHO, L. B.; ALVES, P. L. C. A.; DUKE, S.O. Hormesis with glyphosate
depends on coffee growth stage. An Acad Bras Cienc 85:813-822 (2013).

CEDERGREEN, N.; OLESEN, C. F. Can glyphosate stimulate photosynthesis?
Pesticide Biochemistry and Physiology, v. 96, n. 3, p. 140-148, 2010.

CESCO, V. J. S. Hormesis de glyphosate no desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo de bidtipos de Conyza spp. 2018, 85 f. Dissertacao (Mestrado em
Agronomia/Agricultura) — FCA/UNESP.

CONCENCO, G. et al. Eficiéncia fotossintética de biotipos de azevém em condicéo
de competicdo. Planta Daninha, v. 19, n. 2, p. 247-253, 2008.

EL-SHAHAWY, T. A.; SHARARA, F. A. A. Hormesis influence of glyphosate in
between increasing growth, yield and controlling weeds in faba bean. J Am Sci
7:139-144 (2011).

FRANZ, J.E.; MAO, M. K.; SIKORSKI, J. A. Uptake, transport and metabolism of
glyphosate in plants. In: Glyphosate: a unique global herbicide, ed. by Franz FE,
Mao, MK and Sikorski, JA. Washington: American Chemical Society, 143-181
(1997).

GALLI, A. J. B. A. Molécula glyphosate e a agricultura brasileira. In: Glyphosate, ed.
by Velini ED, Meschede DK, Carbonari CA, Trindade MLB. Fepaf: Botucatu, 17-19
(2009).


https://doi.org/10.1080/03601234.2019.1705114

44

GAZZIERO, D. L. P.; PRETE, C. E. C. Resisténcia € a questdo. Revista Cultivar
4:22-24 (2004).

GOMES, G. L. G. C. Caracterizacado bioquimica e morfofisiolégica de
populacdes de buva (Conyza spp.) resistentes ao glyphosate. 2014. 112f. Tese
(Doutorado em Agronomia/Agricultura) — FCA/UNESP (2014).

HERRMANN, K. M. The shikimate pathway: early steps in the biosynthesis of
aromatic compounds. The Plant Cell 7:907-919 (1995).

KRUSE, N. D.; TREZZI, M. M.; VIDAL, R. A. Herbicidas inibidores da EPPSs:
Revisédo de literatura. Revista Brasileira de Herbicidas 1:139-146 (2000).

LUCHINI, L. C. Considerac6es sobre algumas propriedades fisico-quimicas do
glyphosate. In: Glyphosate, ed. by Velini ED, Meschede DK, Carbonari CA,
Trindade MLB. Fepaf: Botucatu, p. 21-30 (2009).

MACHADO, A.F.L.; FERREIRA, L.R.; SANTOS, L.D.T.; FERREIRA, F.A.; VIANA,
R.G.; MACHADO, M.S.; FREITAS, F.C.L. Eficiéncia fotossintética e uso da agua em
59 plantas de eucalipto pulverizadas com glyphosate. Planta Daninha, v.28, n.2,
p.319-327, 2010.

MARCHESI, B.B. Efeitos de formulagdes e intervalos sem chuva na absorc¢éo,
translocacao e eficacia de Glyphosate e 2, 4-D. 2016. 77f. Dissertacao (Mestrado
em Agronomia/Agricultura) - Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu (2016).

MARQUES, Kecy Dhones Monteiro et al. SUBDOSES DE GLYPHOSATE EM
MUDAS DE EUCALIPTO. Arig6-Revista do Grupo PET e Académicos de
Geografia da Ufac, v. 2, n. 1, p. 47-49, 2019.

MESCHEDE, D. K.; VELINI, E. D.; CARBONARI, C. A. Baixas doses de glyphosate e
seus efeitos no crescimento de Commelina benghalensis. R Bras Herb 7:53-58
(2008).

MOLLAEE, M.; MATLOOB, A.; MOBLI, A.; THOMPSON, M.; CHAUHAN, B. S.
Response of glyphosate-resistant and susceptible biotypes of Echinochloa colona to
low doses of glyphosate in different soil moisture conditions. PLoS ONE 15(5):
0233428 (2020).

MORAES, C.P. Controle e hormesis de glyphosate em Brachiaria decumbens.
2016. 62f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/ Protecao de Plantas) - Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista, Botucatu (2016).

NASCENTES, R .F.; FAGAN, E. B.; SOARES, L. H.; OLIVEIRA, C. B.; BRUNELLI,
M. C. Hormesis de glyphosate em Brachiaria brizantha cv. Marandu. Revista do
Centro Universitario de Patos de Minas 6:55-64 (2015).



45

OLESEN, C. F.; CEDERGREEN, N. Glyphosate uncouples gas exchange and
chlorophyll fluorescence. Pest Manag Sci 66:536-542 (2010).

OLIVEIRA JR., R. S.; CONSTANTINE, J. Plantas daninhas e seu manejo. Guaiba:
Livraria e Editora Agropecuéria Ltda., 2011

RODRIGUES, B.N.; ALMEIDA, F.S. Guia de herbicidas. 6 ed. Londrina: Ed dos
autores. 1-84 (2011).

SANTOS, L. D. T.; FERREIRA, F. A.; FERREIRA, L. R.; DUARTE, W. M.;
TIBURCIO, R. A. S.; SANTOS, M. V. Intoxicacdo de espécies de eucalipto
submetidas a deriva do glyphosate. Planta Daninha, Vigosa, MG, v. 24, n. 2, p. 359-
364, 2006

SENSEMAN, S. A. et al. Herbicide handbook. Lawrence, US: Weed Science
Society of America, 2007.

SILVA, F. M. L.; DUKE, S. O.; DAYAN, F. E.; VELINI, E. D. Low doses of glyphosate
change the responses of soybean to subsequent glyphosate treatments. Weed Res
56:124-136 (2015).

SINGH, B. K.; SHANER, D. L. Rapid determination of glyphosate injury to plants and
identification of glyphosate resistant plants. Weed Technol 12:527-530 (1998).

VELINI, E.D.; ALVES, E.; GODQY, M.C.; MESCHEDE, D.K.; SOUZA, R.T.; DUKE,
S.O. Glyphosate applied at low doses can stimulate plant growth. Pest Manag Sci
64:489-496 (2008).

VIDAL, R. A. et al. Mecanismos de acao dos herbicidas. Aspectos da biologia e
manejo das plantas daninhas, v. 10, p. 235-256, 2014.



46

CAPITULO 2

EFEITOS DE SUBDOSES DE 2,4-D EM Eucalyptus urograndis E Urochloa

decumbens

2.1 INTRODUCAO

Os processos que envolvem a agricultura e a silvicultura ndo séo estaticos ao
longo do tempo, sendo necessario o desenvolvimento e a adaptacdo para as novas
mudanc¢as no cenario nacional e internacional. No ambito do controle de plantas
daninhas os herbicidas desempenham um papel fundamental para o
desenvolvimento de algumas culturas. Porém, a compreensdo dos mecanismos de
acdo é necessaria para o posicionamento desses compostos em cada ambiente e
cultura.

Vérios herbicidas sdo lancados no mercado. As novas formulacdes ou novos
compostos sao testados e empregados no controle de plantas que se tornaram
resistentes e de dificil controle. Porém o 2,4-D é um dos herbicidas mais antigos
comercialmente, aparecendo no mercado por volta de 1945, apds a Segunda guerra
mundial. Utilizado amplamente no mundo como controlador de plantas de folhas
largas. O 2,4-D é um composto hormonal sintético que age como mimetizador do
acido indolacético, o principal horménio que produz auxina nas plantas. Sua acéo
consiste em desregular o crescimento das plantas invasoras, levando a inibicdo do
desenvolvimento radicular e do crescimento vegetativo (Marchesi, 2016). Herbicidas
mimetizadores de auxina ou também conhecidos como auxinicos, ficaram
conhecidos como hormonais ou reguladores de crescimento devido as mudancas
gue estes podem causar nos metabdlitos e na parte bioquimica das plantas
(Senseman, 2007). A acdo de interferéncia na enzima RNA-polimerase acaba
afetando a sintese de acidos nucleicos e proteinas (Thill, 2003). Segundo Oliveira e
Constantini (2011) as consequéncia em espécies dicotiledéneas sdo o crescimento
desordenado dos tecidos e vegetais. Por atingir principalmente plantas invasoras de
folhas largas € um herbicida com potencial uso em culturas forrageiras
monocotileddneas.

Devido ao uso de 2,4-D no controle de plantas daninhas ha uma grande

preocupacao em relacdo aos possiveis efeitos negativos sobre as plantas ndo alvo.
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E necessario que haja estudos exploratérios sobre os possiveis efeitos horméticos
de subdoses de 2,4-D, para que facilite a interpretacédo da resposta de baixas doses
deste produto. Pois subdoses do composto podem vir a trazer respostas adaptativas
benéficas as plantas.

A caracteristica de hormesis em plantas é representada pelo efeito bifasico,
onde baixas concentracdes do herbicida podem induzir efeitos estimulatorios,
enquanto altas doses podem levar a efeitos negativos. A resposta da curva de
hormesis se apresenta em forma de U invertido, considerada por muitos como uma
resposta adaptativa, podendo ser ocasionada pelo rompimento induzido da
homeostase, ou uma resposta evolutiva, estimulando um custo energético da planta
e prejudicando alguma caracteristica do organismo (Calabrese, 1999; Forbes, 2000;
Calabrese; Baldwin, 2002; Parsons, 2003).

O aumento de variaveis morfoldgicas e produtivas em algodoeiro com plantas
tratadas com 0,25 % da dose recomendada salienta a possibilidade de hormesis de
2,4-D em diferentes espécies (Marques, 2019). Estudo realizado com arroz em
terras altas mostra um aumento de 19 % no numero de espiguetas por panicula
(Marsala, 2022). Plantas arbustivas como o0 pequi também apresentaram respostas
horméticas a subdoses de 2,4-D, havendo efeitos de aumento da é&rea foliar
(Tavares et al., 2017).

A U. decumbens, por se tratar de uma planta ndo alvo do mecanismo de acao
do 2,4-D pode sofrer estimulos em doses mais elevadas, aumentando o0 seu
crescimento e a fotossintese. Gramineas de uma maneira geral ndo sofrem
fitointoxicacdo, pois metabolizam muito rapido o composto. Desta maneira por ndo
afetar o desenvolvimento de gramas o 2,4-D € uma alternativa para controle de
dicotiledbneas em gramados (Rodrigues & Almeida, 2005).

No entanto é necessario ressaltar que o efeito de hormesis ndo é um
fendbmeno universal, 0 que acarreta em efeitos diferentes para cada planta, cada
estadio de crescimento e desenvolvimento, assim como as diferentes doses e
condicbes ambientais. Além dos fatores ja listados acima, 0s mecanismos
subjacentes aos efeitos estimulatérios de 2,4-D n&o foram completamente
elucidados, exigindo assim estudos mais especificos sobre o tema.

Neste contexto este capitulo tem como objetivo investigar os efeitos de
exposicao das plantas Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa decumbens a

exposicdo de subdoses de 2,4-D, buscando compreender 0s mecanismos
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horméticos envolvidos, avaliando quais os parametros e variaveis recebem estimulo
por meio da aplicacéo de subdoses do composto.

Compreender os estimulos ajudara no manejo de diferentes espécies,
corrigindo o posicionamento do produto e desenvolvendo estratégias mais eficientes,
conciliando a eficacia do controle de plantas invasoras com a promocdo de
estimulos das culturas desejadas.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Avaliacdo da ocorréncia de hormesis de Eucalyptus urograndis clone 1144 e U.

decumbens apds aplicacao de subdoses de 2,4-D

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Producéo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Botucatu, SP.

As unidades experimentais foram compostas por vasos de 1,7 litros,
preenchidos com substrato Carolina Soil® composto por turfa de esfagno, vermiculita
e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (£0,5). As condicbes de semeadura,
desbaste, transplante das mudas e conducéo foram ajustadas para cada espécie. As
plantas foram mantidas em bancadas sob condicdo de plena luz antes e apés a
aplicacdo. As aplicacdes foram feitas sobre as plantas de Urochloa decumbens com
4-5 perfilhos em média e as plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144 com
aproximadamente 30-35 cm de altura. Os ensaios conduzidos com seis repeticdes.
A época de transplante e aplicacéo, estadio da planta e condicdes metereoldgicas
estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7 — Epoca de transplante e aplicacéo, estadio da planta e condiges de

umidade e temperatura no momento da aplicacado do experimento.

Epoca Estadio da planta Condicao de aplicacéo

- Transplante o Altura  Didmetro N° de Temperatura  Umidade
Especies semeadura Aplicagdo (cm) (mm) perfilho (°C) (%)
Eucalyptus 05/09/22 24/09/22 | 30-35 3,5-5 - 27 72
Urochloa 24/09/22 24/10/22 | 28-31 - 4-5 28 75
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As avaliacdes finais de biomassa seca (parte aérea) foram realizadas aos 28
dias apds a aplicacdo (DAA). Foram realizadas avaliacdes de altura das plantas,
diametro do caule do eucalipto e contagem de perfilhos da Urochloa decumbens aos
3; 7; 14; 21 e 28 DAA. Aléem das avaliacbes visuais de injaria (fitointoxicacao)
segundo a escala percentual de notas, onde “0” corresponde a nenhuma injuria e
“100” significa a morte das plantas, conforme a Sociedade Brasileira da Ciéncia em
plantas Daninhas (1995).

A altura da planta de E. urograndis clone 1144 foi determinada da base do
caule da planta ao 4pice da planta, enquanto o didametro mensurado com paquimetro
digital, a altura de trés centimetros do colo da planta. As plantas de U. decumbens
foram mensuradas (altura) da base da planta até a folha mais longa (apice da
planta).

Para determinar a biomassa seca das plantas, as amostras foram
acondicionadas em estufa com circulacdo forcada de ar, mantendo-se 60 °C
constantes por 15 dias, posteriormente pesadas em balanca analitica com precisao
de 0,001 g.

As avaliacbes de consumo de agua e das variaveis fotossintéticas foram
realizadas em parte dos tratamentos (E. urograndis clone 1144, doses de 7,8; 31,4 e
251,25 g e.a ha™ e U. decumbens, doses de 7,8; 31,4; 251,25 e 4020 g e.a ha™),
considerando o tempo necessario para obter essas informacfes em cada unidade
experimental. Foram utilizadas duas unidades analisadores de gas por
infravermelho, IRGA LCpro-SD (ADC BioScientific Ldt, UK) equipados com
compensadores de luz e com a concentragdo de CO, ambiente. Foram analisadas
as seguintes variaveis: i) taxa de assimilacdo liquida de CO, (A, em pmol CO, m2s’
Y i) Transpiracéo foliar (E, em mmol H,O m2s™); iii) Concentragao interna de CO
(Ci, em pmol m?s?). Com base nas trés variaveis citadas acima foram
determinados, também, os valores de eficiéncia instantanea de carboxilacéo (EiC)
((A/Ci), em (umol m?s™) (umol mol™)™?) e eficiéncia do uso de agua (EUA) ((A/E), em
(umol m?s™) (mmol H,0 m?s™)™?).

A aplicagéo do herbicida foi realizada com auxilo do simulador de aplicagéo,
com controle de velocidade, pressdo e vazédo. Sendo utilizada barra de aplicacéo
equipada com quatro pontas de pulverizacdo XR 11002 espacadas de 50 cm e
pressurizada a 2 bar. A velocidade foi de 1 m s™ condicionando volume de aplicacdo
de 200 L ha™.
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Foi utilizada uma ampla faixa de doses com o objetivo de avaliar a ocorréncia
de hormesis, os efeitos ocorrem em doses muito inferiores as de uso comercial.
Tomando como referencial a dose de bula do herbicida (DMA 806 BR) (1005 g e.a
ha), identificada como “x”, foram utilizadas as seguintes doses: 4x; 2x; x; x/2; x/4;
x/8; x/16; x/32; x/64; x/128 e 0 (tratamento controle sem aplicacédo). As doses acima
da dose comercial contribuiram nos ajustes dos modelos permitindo a estimativa

precisa dos valores minimos previstos para a biomassa.

2.2.2 Procedimentos para a andlise dos resultados

Para as curvas dose-resposta, realizadas nos estudos foram ajustados
modelos de regressdo nao-linear apresentados por Brain e Cousens (1989) e
Streibig (1980) seguindo o procedimento descrito por Velini et al. (2008). Para estes
dados foi utilizado o programa estatistico R e para confeccdo dos graficos o
programa Sigmaplot 12.5, sendo também calculados o intervalo de confianca
(p=0,05) da média no software Microsoft Excel, sendo eles adicionados as médias

nos gréficos (Equacéo 1).

t*DP

Vn

Equacéo 1: Ic =
Onde, Ic = Intervalo de confianga, t = valor de t tabelado a 5%, DP = desvio padrao e

\n = raiz quadrada do nimero de repetices.

A avaliacéo do efeito de hormesis sobre as plantas foi determinado por meio

de modelos de regressdes néo lineares de 5 e 4 parametros com auxilio do software

estatistico R®.
Modelo de 5 parametros de Brain e Coussens (1989) — Modelo 1:

. d—c+fx
Y = e  exp(blog(®) — log(e))
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Modelo de 4 parametros de Streibig (1980) — Modelo 2:

d—c
Y= 1+ exp(b(log(x) — log(e)))

Os modelos acima usam estrutura unificada com coeficiente “b”
parametrizado, denotando a inclinacdo da curva dose-resposta, ‘¢’ e “d’
representam as assintotas inferior e superior respectivamente, ou limites da
resposta, e o parametro “e” € o logaritmo do ponto de inflexdo. No modelo de Braian
e Cousens (1988) ha uma adicao do coeficiente “f’, sendo o ponto que o diferencia
do modelo de Streibig (1980), desta maneira este parametro se refere a taxa de
estimulo, o que leva a deduzir o efeito hormético, porém segundo KNEZEVIC;
STREIBIG e RITZ (2007) e SCHABENBERGER et al. (1999) esse efeito s6 se torna
verdadeiro quando for diferente de 0 a 5% de probabilidade. Desta maneira as
variaveis que apresentaram efeito hormético foram ajustadas dentro do modelo 1.

O ajuste dos dados no modelo de 5 parametros s6 € realizado a partir da
analise entre a diferenca da soma de quadrado médio da regressao dos dois
modelos. A associacdo do quadrado médio com a inclusdo do coeficiente “f" é
testado com um grau de liberdade. Assim se o quadrado médio do modelo 1 for
maior que o modelo 2 rejeita-se a hipdétese de f=0, ocorrendo o estimulo de
hormesis e assim aplicando o modelo 1. Na ocorréncia do valor do quadrado médio
ndo se mostrar significativo, a hipétese f=0 foi aceita e assim conclui-se que nao

havia efeito de hormesis e utilizou-se o0 modelo 2 (4 parametros) (VELINI, 2008).
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Altura
A altura de E. urograndis clone 1144 n&o foi afetada positivamente pelas
doses de 2,4-D. Aos 3 e 7 DAA a taxa de crescimento se manteve nas mudas. O

intervalo de 7 a 14 DAA mostrou um comportamento de paralizacdo do crescimento

das plantas, ndo havendo mais acréscimo a partir da dose de 502,5 a 4020 g e.a ha
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!, Foram observadas reducdes de 21 % na dose de 2010 g e.a ha™ aos 28 DAA
(Figura 10).

Para U. decumbens ndo houve ajuste dos modelos, porém algumas doses
apresentaram estimulo ao 2,4-D. Ao comparar o crescimento do controle aos 3 DAA
com 28 DAA observa-se incremento de 15,5 cm de altura, enquanto as plantas que
receberam tratamentos de 125,6; 251,2; 502 e 1005 g e.a ha™ incrementos de 24,5;
21,3; 23,7 e 25,2 cm respectivamente, portanto a porcentagem de estimulo de
crescimento para estas doses sdo de 58; 37; 52 e 62 % em relacdo ao controle
respectivamente. As menores doses também apresentaram incrementos na altura,
porém menores que as dosagens ja citadas, as doses iniciais de 2,4-D com 7,8;
15,7; 31,4 e 62,8 g e.a ha' mostraram estimulos de 13; 25; 21 e 9 %
respectivamente em relagéo ao controle (Figura 11).

Os valores de F, coeficiente de variagcado (CV), coeficiente de determinagéao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos nas
Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 — Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecao para

altura de plantas de E. urograndis clone 1144 para o 2,4-D

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 1,111™ 1,290™ 1,506™ 2,759** 5,309**
Hipotese f£0 -- -- -- -- 1,248
Modelo -- -- -- -- 2
Regresséo -- -- -- -- 14,90
R2 -- -- -- -- 0,84
Constantes

b -- -- -- -- 9.83177
c -- -- -- -- 42.13139
d -- -- -- -- 49.98408
e -- -- -- -- 128.00807
CV (%) 10,45 10,23 9,89 9,49 9,87

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de U. decumbens para o 2,4-D

U. decumbens altura

Valor de F

3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA

Doses
Hipotese f£0
Modelo
Regresséo
RZ

5,348** 2,966** 1,979™ 2,277** 2,986**

Constantes

b
c
d
e
f

CV (%)

5,93 8,24 8,30 9,06 10,85

" nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 10 — Altura de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias

Altura (cm)

Altura (cm)

apoés a aplicacao de diferentes doses de 2,4-D.
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Figura 11 — Altura de U. decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s a aplicacdo de
diferentes doses de 2,4-D.

55 3DAA 7DAA . 14 DAA
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2 30/ . ]
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As avaliagfes de altura séo fundamentais para observar efeitos horméticos ao
longo do tempo, pois muitas vezes o efeito de estimulo pode se mostrar transiente
entre os periodos, assim como a recuperacdo de plantas fitointoxicadas. A avaliacdo
da altura das plantas é representativo devido aos efeitos morfol6gicos causados pelo
2,4-D, este herbicida apresenta respostas de crescimento anormal em plantas,
caracterizada pelo alongamento e encurvamento de ramos e folhas, efeito conhecido
como epinastia e encarquilhamento, esse efeito € causado devido a desregulacao
hormonal.

Apesar da paralizagcdao do crescimento das mudas de E. urograndis clone
1144, os efeitos causados pelo herbicida 2,4-D apresentaram uma maior producéo
de ramos laterias, além da epinastia de folhas, peciolos, ramos e caule,
proporcionando aumento da biomassa seca nhas menores doses. As doses acima de
502,5 g e.a ha™ proporcionaram encarquilhamento, clorose, murchamento e necrose
das folhas, ocorrendo uma posterior morte das plantas, o que justifica a paralizagao
do crescimento (Oliveira e Constantini, 2011; Vidal et al., 2002). O 2,4-D é portanto
um herbicida que afeta o crescimento, interferindo no processo de alongamento e
divisdo celular, por ser uma planta rastica e lenhosa as menores doses de 2,4-D néo

afetaram seu crescimento em altura. As diferencas fisiologicas e metabdlicas do



55

eucalipto em comparacdo com as plantas daninhas que o 2,4-D controla pode ter
favorecido na falta de efeitos negativos nas doses abaixo de 62,8 g e.a ha™.

Devido as plantas de U. decumbens serem monocotiledoneas, néo
apresentaram nenhuma injuria causada pelo herbicida. A U. decumbens pertence a
familia das poéaceas, ou seja, das gramineas, apresentam caracteristicas
morfogénicas e mecanismos que reduzem o efeito desses herbicidas. Entre as
caracteristicas responsaveis por minimizar e anular a acdo do herbicida estdo o
cambio revestido pelo esclerénquima, o que dificulta o seu rompimento; a exsudacéo
radicular e a degradacao do produto devido a reagcbes de oxidacao (Dias, 2015). As
plantas de U. decumbens possivelmente apresentaram estimulo devido ao aumento
da atividade da auxina endbgena, produzida pela planta por meio de processos
metabdlicos. Outro fator a ser considerado é o estimulo do etileno pela auxina,
levando a planta a apresentar anomalias no seu crescimento. O etileno €
responsavel por expandir lateralmente as células, o que possivelmente pode levar
ao aumento do volume de caules e raizes estimulando o crescimento da parte aérea

da planta.

2.3.2 Diametro (Eucalyptus urograndis clone 1144)

N&do houve ganhos de didametro quando utilizado o herbicida, porém as
maiores doses apresentaram uma reducdo do didametro das plantas, como € o caso
da dose comercial aplicada de 1005 g e.a ha™ e duas vezes a dose (2010 g e.a ha™)
que obtiveram reducdes de 3,5 e 22 % respectivamente no ultimo periodo de
avaliacao (Figura 12).

Os valores de F, coeficiente de variagcao (CV), coeficiente de determinagao
(R? e constantes da equacéo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 10.
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Tabela 10 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de

determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

diametro de plantas de E. urograndis clone 1144 para o 2,4-D

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F

3 DAA

7 DAA 14 DAA

21 DAA

28 DAA

Doses
Hipotese f£0
Modelo
Regresséo
RZ

1,980™

0,662™ 1,487"™

3,328**

4,814**

Constantes

b
c
d
e
f

CV (%)

11,07

10,01 9,01

11,30

11,25

"™ nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 12 — Diametro de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
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A aplicacao de 2,4-D em plantas de E. urograndis clone 1144 acarreta em

mudancas e alteracbes no desenvolvimento, as mudancas morfolégicas sé&o

especificas do produto, incluindo o diametro do caule.

Como comentado nos itens anteriores, o 2,4-D é um fitohormoOnio sintético,
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gue induz o crescimento desordenado da planta, o que altera o processo de divisdo
celular, causando alongamento. Portanto, se houver o aumento do diametro este
sera por conta da consequéncia do mecanismo de acao do herbiciada. As doses de
2,4-D podem induzir incremento, mas ndo necessariamente causar estimulo na
biomassa seca, pois esse estimulo no didmetro na maioria das vezes € responsavel
por causar danos as folhas, retardar o crescimento e causar a morte das plantas.
Em estudos com subdoses de 2,4-D, a concentracéo de 0,625 mg.i.a.L™ induziu o
aumento da altura e do didmetro, indicando niveis de alteracbes da auxina
enddgena com a aplicacdo do herbicida (Fragoso et al., 2014).

Ourtro fator a ser considerado é a lignificacdo da planta, onde niveis de 2,4-D
podem ser responsaveis por produzir a parede primaria, a qual ndo é lignificada. A
lignina € uma macromolécula tridimencional amorfa, associada a celulose na parede
vegetal, conferindo a funcdo de rigidez as células, devido a falta da lignica e a
contrucdo primeiramente da parede primaria, pode ocorrer um aumento nas células,
0 que pode acarretar no aumento do diametro das plantas de E. urograndis clone
1144 (Eberhardt et al., 1993).

E importante ressaltar que os sintomas apresentados por E. urograndis clone
1144 pode variar de acordo com a espécie, com a dose aplicada, com o clone e com

a idade de aplicacao da planta.
2.3.3 Perfilho (Urochloa decumbens)

Os efeitos horméticos de estimulo de perfilho em brachiaria se mostram
importantes para manejo em gramados, assim como os efeitos de regulador de
crescimento. Porém n&o houve estimulo de subdoses de 2,4-D em U. decumbens,
mas as maiores doses reduziram o desenvolvimento de novos perfilhos, a dose
controle teve um acréscimo de 5 perfilhos dos 3 aos 28 DAA, enquanto as duas
doses acima da recomendada (2010 e 4020 g e.a ha™) obtiveram um incremento de
1 e 2 perfilhos respectivamente (Figura 13).

Os valores de F, coeficiente de variacado (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacao de regrecao deste item se apresentam expostos na
Tabela 11.
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Tabela 11 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

perfilho de plantas de Urochloa decumbens para o 2,4-D

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F

3 DAA

7 DAA

14 DAA

21 DAA

Doses
Hipotese f£0
Modelo
Regresséo
RZ

1,817

1,369™

1,502

1,730™

Constantes

b

DO Q0

CV (%)

44,68

47,31

43,45

41,51

38,50

"™ nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 13 — Perfilho de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s a

aplicacao de diferentes doses de 2,4-D.

3DAA 7DAA 14 DAA
14 14 14 4
12 12 12
~ 10 10 { 10 l
&
2 s 8 T 84 . .
{ } ‘ ERE: : } } }
6 T 6 . 6
} ' s } \ 4 [ L1 }
1 - 4 i
- E 1 4 | i ‘A
2 2 24
0 L] 0 T T T
10 100 1000
16 16 y .
21 DAA 28 DAA 20 eaha)

Perfilho (n°)
@

1ol

e

[

1 10

100 1000

24-D(geaha’)

100 1000

24-D(geaha’)

O herbicida 2,4-D é utilizado em gramineas devido ao controle

que este

oferece a plantas de folhas largas, as quais competem por nutrientes, agua, luz

entre outros fatores. O 2,4-D acaba sendo um herbicida seletivo a espécies

gramineas monocodiledéneas, sendo utilizado em pastagens, areas de gramado e
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campos esportivos. O aumento do perfilho das gramineas acabam aumentando a
area foliar responsavel por realizar fotossintese, além de aumentar a cobertura do
solo, o que é de extremo interesse em areas de conservacédo, como por exemplo
areas de controle de eroséo.

A hormesis de plantas apés a aplicacdo de herbicidas, normalmente ocorre
nas menores doses, porém devido aos mecanismos que a U. decumbens possui
como exsudacao radicular e a degradacdo do produto devido a reacdes de
oxidacdo, subdoses de 2,4-D ndo apresentaram estimulo (Dias, 2015). Ainda assim
doses acima da recomendada (2010 e 4020 g e.a ha™) apresentaram inibicdo de
novos perfilhos, o que pode ser justificado pelo excesso do fitohormonio sintético
auxinico, o qual é responsavel pelo crescimento das plantas. Desta maneira a planta
tratada com maiores doses de 2,4-D desprenderam sua energia para 0 crescimento
em altura e ndo para a producao de novos perfilhos (De Goes Maciel, 2008).

O glyphosate em pequenas doses pode agir como regulador de crescimento,
assim como o 2,4-D, a combinacdo dos dois herbicidas com doses de 0,2 + 0,3
kg/ha e a 0,3 + 0,4 kg/ha respectivamente, causam severam injurias de até 6
semanas apos a aplicacdo, porém o crescimento e as hastes sofrem reducdes até

10 semanas apos a aplicacéo (Arteca, 1995; Jhonson, 1990).

2.3.4 Fitotoxidade

A fitointoxicacdo causada por 2,4-D € muito mais evidente em plantas
dicotiledéneas do que em plantas monocotiledéneas gramineas. As notas de injuria
de 2,4-D sobre plantas de E. urograndis clone 1144 foram crescentes com 0 passar
do tempo, respondendo de acordo com a dose aplicada. O E. urograndis clone 1144
apresentou efeitos de injuria em todas as doses testadas, porém as maiores doses
apresentaram maiores niveis de intoxicagdo em comparagcdo com as menores doses
de 2,4-D. Os maiores niveis de injaria visual observada foram aos 21 e 28 DAA, com
muita semelhanca entre os resultados. A dose comercial recomendada e as duas
doses acima da comercial (1005; 2010 e 4020 g e.a ha™) apresentaram niveis de
fitointoxicacdo de 73; 87 e 91 % respectivamente aos 28 DAA. A dose de 7,8 g e.a
ha* obteve nota de injiria abaixo de 1% (Figura 14). As plantas de U. Decumbens

nao apresentaram nenhum tipo de sintomas de injuria.
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Figura 14 — Fitointoxicagcdo de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e

28 dias ap0s a aplicacéo de diferentes doses de 2,4-D.
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As plantas podem receber subdoses de diversas maneiras, seja por erros de
aplicacdo ou mesmo por deriva do produto em conformidade com agentes
climaticos. As plantas susceptiveis a este produto podem responder de maneira
clara aos sintomas causados pelo tratamento com 2,4-D. A absorgédo foliar do
produto faz com que o transporte pelo floema atinja os demais tecidos e orgaos que
nao sofreram contato na aplicacdo, ao atingir as partes sensiveis da planta como por
exemplo os meristemas, afeta o crescimento e causa danos significativos. O E.
Urograndis clone 1144 de maneira geral se mostrou suscetivel aos tratamentos com
o herbicida 2,4-D, doses de 7,8 e 15,5 g e.a ha™ foram menos afetadas pelo produto,
pois sdo subdoses ndo letais, entretanto doses acima de 502,5 g e.a ha™ ja
apresentaram injurias a cima de 50 %. A resposta as doses menores de maneira
geral sdo compreendidas como doses nao letais, porém afetam o desenvolvimento
da planta, podendo gerar estimulo.

Os resultados de fitointoxicacdo de U. decumbens corroboram com resultados
da literatura em que doses de 2,4-D + picloran (360 + 96, 720 + 192, 1.080 + 288,
1.440 + 384 g i.a. ha™*) ndo apresentam nenhum sintoma de injlria sobre as plantas

de Melinis minutiflora P. Beauv (Santos et al., 2006).
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2.3.5 Andlises fisiolégicas

Em plantas de E. urograndis clone 1144 houve uma queda da assimilacdo de
CO, na dose de 251,3 g e.a ha™ (reducdo de 23 %), o que levou a queda da
eficiéncia do uso da agua em 10,7 % aos 14 DAA. Porém aos 28 DAA o aumento da
taxa de assimilacdo de CO, com 251,3 g e.a ha™ de 2,4-D foi de 42 % em relag&o ao
controle, consequentemente aumentando as taxas de eficiéncia do uso da agua e
eficiéncia intrinseca de carboxilacdo devido a queda do carcono interno (Ci) (Figura
15).

Figura 15 — Analises fisiolégicas de Transpiracdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacéo (A) de Eucalyptus urograndis clone 1144

aos 14 e 28 dias ap0s a aplicacao de diferentes doses de 2,4-D.
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Um dos efeitos do 2,4-D € a reducao da eficiéncia fotossintética, isso ocorre
devido a alteracbes em algumas estruturas, como os cloroplasto, organelas e
possivelmente a reducdo da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase. Aos 14 DAA
a reducao da taxa de CO; pode ter acontecido por diversos fatores, mas uma das
explicagcbes seria um suprimento insuficiente de carboidratos para a planta, afetando

seu vigor e sua produtividade. Porém aos 28 DAA a planta aumentou a taxa de
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assimilacdo de CO, fato que pode ter ocorrido pois com o passar do tempo o
herbicida foi metabolizado e exsudado na raiz, fato que pode ter conferido respostas
ao estresse gerado pela aplicacdo do herbicida. Com o acréscimo da assimilacdo e
a queda ou manutencao da transpiracao e do carbono interno houve o aumento da
eficiéncia do uso da agua e da carboxilagdo. O Megathyrsus maximus sobre
aplicacdo de 2,4-D a longo prazo alterou a producdo de forragem, pois as folhas
possivelmente concentraram substancia em sua estruturas para fotossintese (Da
Silva, 2022).

A espécie U. decumbens apresentou um aumento na eficiéncia do uso da
agua nas nas maiores doses avaliadas (251,25 e 4020 g e.a ha™) aos 28 DAA, mas
apresentou reducdes da eficiéncia intrinseca de carboxilacdo na dose de 31,4 g e.a
ha™ no mesmo periodo. Os demais resultados se mantiveram semelhantes com o
controle (Figura 16). Possivelmente a U.decumbens ndo sofre muitas alteracdes

fisioldgicas devido aos fatores comentados acima e nos outros itens.

Figura 16 — Andlises fisiolégicas de Transpiracdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacdo (A) de U. decumbens aos 14 e 28 dias

apoés a aplicacao de diferentes doses de 2,4-D.
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Outras analises sao pertinentes para constatar efeitos estimulatérios do 2,4-D,
como, analises de clorofila, a qual é essencial para fotossintese e producdo de
energia para as plantas, pois leves alteracbes na pigmentacdo podem agir na
eficiéncia fotossintética. Andlises de estresse oxidativo pois o 2,4-D pode induzir a
producdo excessiva de ROS. O estresse oxidativo pode ser quantificado através da
avaliacdo de enzimas antioxidantes, e analise de atividade hormonal na planta, a
qual explicaria alguns fatores expressos nas plantas de U. decumbens e E.
urograndis clone 1144, estas analises podem ser quantificadas por cromatografia,

analisando concentracdes de auxinas, citocininas e giberilinas nas plantas.
2.3.6 Biomassa seca

As plantas de U. decumbens n&o sofreram danos relevantes o que nao
acarretou em perda de biomassa seca, ja as plantas de E. urograndis clone 1144
apresentaram perdas significavas de biomassa nas maiores doses (125,25; 502,5;
1005; 2010 e 4020 g e.a ha™), porém houve efeito hormético em doses menores
(Figura 17).

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de

determinagcdo (R? e constantes da equacédo de regrecdo para

biomassa seca de plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144

e U. decumbens para o 2,4-D

Valor de F E. urograndis clone 1144 U. decumbens
Doses 21,482%* 2,413
Hipotese f£0 6,885 --
Modelo 1 --
Regresséo 52,62 --
R2 0,98 -
Constantes

b 1.33461 -

c 1.36539 -

d 11.76256 -

e 12.66795 -

f 1.05251 -
CV (%) 24,76 23,08

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 17 — Biomassa seca de Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa

decumbens, 28 dias ap0s a aplicacao de diferentes doses de 2,4-D.
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A faixa de dose estimulante para o 2,4-D no E. urograndis clone 1144 é de 0,9

— 21 g e.a ha', sendo que a dose maxima de estimulo é de 7 g e.a ha™,

ocasionando um estimulo méximo de 13,4% em relacdo ao tratamento controle.

Desta maneira percebe-se que plantas dicotiledoneas respondem melhor a

estimulos tanto inibitérios quanto estimulantes em herbicidas auxinicos. Fragoso et
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al. (2012) observaram ganhos para area foliar e para a biomassa seca em
Eucalyptus grandis clone 1144, com concentracdo significativa de 2,4-D de 2,5
mg.i.a.L?, obtendo assim ganhos na fotossintese e demais alteracdes no
metabolismo do vegetal. Os autores também observaram ganhos na altura e no
diametro, com concentracdes de 0,625 mg.i.a.L™, indicando mais uma vez que os
niveis de auxina sédo alterados com a aplicacdo do produto, obtendo efeitos de
alongamento celular.

Devido as caracteristicas da U. decumbens, pode-se notar que a mesma nao
sofre efeito do herbicida, pois algumas caracteristicas suas atuam para que o
herbicida ndo haja em seu metabolismo. Desta maneira ndo houve um decréscimo
da biomassa seca em funcdo das doses aplicadas. Porém o aumento da altura da
planta pode ter ocasionado um aumento na biomassa seca nas doses de 251,25 e
502,5 g e.a ha™, com aumento de 45,5 e 32,4 % respectivamente em relacdo ao

controle.

2.4 CONCLUSAO

As plantas de E. urograndis clone 1144 e U. decumbens apresentaram
comportamentos diferentes a tratamentos de subdoses e doses acima de 1005 g e.a
ha de 2,4-D. Devido aos mecanismos envolvidos nas plantas de U. decumbens n&do
houve sintomas de fitointoxicacdo pelo composto, o que acarretou em um aumento
da altura das plantas em todas as doses aos 28 DAA, consequentemente houve um
aumento na biomassa seca, porém este efeito ndo foi refletido em brotacdes de
novos perfilhos.

As subdoses de 2,4-D causaram injurias as plantas de E. urograndis clone
1144, o aumento do diametro em algumas plantas ocorreu devido ao efeito do
crescimento desordenado das células, podendo ser discutido se este efeito é
apresentado como hormético. Porém a biomassa seca do eucalipto foi estimulada
em doses de 0,9 & 21 g e.a ha'. O aumento da assimilacdo de CO, levou ao
aumento da eficiéncia do uso da agua e da eficiéncia intrinseca de carboxilagcéo,
porém este aumento foi observado em doses acima das doses que apresentaram
respostas horméticas na biomassa seca.

Os estudos com subdoses de 2,4-D em plantas de E. urograndis clone 1144

nao se apresentam abundantes em literatura, este fato deve-se a baixa utilizacdo do
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herbicida nesta cultura, devido ao risco de derivas do produto afetarem o
desenvolvimento das plantas. Em gramineas € mais comum o uso deste herbicida
devido ao controle que possui sobre dicotileddneas, sendo seletivo as espécies
monocotiledéneas gramineas. Portanto torna-se necessario estudar o efeito desse
herbicida em vérias culturas, pois cada cultura ird responder morfologicamente e
fisiologicamente diferente ao estresse causado pelo 2,4-D, esses estudos ajudaréo a
posicionar o produto corretamente, seja como regulador, estimulante ou no controle

de plantas daninhas.
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CAPITULO 3

SUBDOSES DE FLUMIOXAZIN COM POSSIVEL EFEITO HORMETICO em
Eucalyptus urograndis E Urochloa decumbens

3.1 INTRODUCAO

O amplo uso de produtos quimicos no controle de plantas daninhas pode
acarretar em riscos as culturas ndo alvo (desejadas), quando o posicionamento e 0s
devidos cuidados ndo sdo tomados (Hemphill Jr. & Montgomery, 1981). Com o
aumento da tecnologia e a implantacdo da Agricultura 4.0 € necessario atentar-se a
alguns pontos. O aumento do uso de drones como aplicadores de defensivos vem
se expandindo ao longo dos anos, uma ma aplicacdo aérea devido a altura das
postas de pulverizacdo em relacdo ao solo e fatores climaticos desfavoraveis para a
aplicacdo podem levar o produto a longas distancia e atingir culturas que nao séao de
interesse para o controle (deriva), afetando as plantas com subdoses do produto (Da
Cunha, 2008). No entanto ndo devemos julgar somente a aplicacdo aérea,
colocando-a como vild na tecnologia de aplicacdo, pois da mesma maneira que
ocorre ma aplicacdes com avibes e drones também pode ocorrer mas aplicacdes
terrestres. Essa subdosagem ou superdosagem causada por variados efeitos pode
ser prejudicial a plantas sensiveis ou até mesmo causar estimulo em plantas néo
desejadas (Tuffi Santos, 2015).

A explicacdo para o estimulo de subdoses de um determinado produto
quimico é caracterizado como hormesis, o estresse gerado pelo composto aplicado
remete a planta a apresentar diferentes respostas, sejam elas morfoldgicas ou
fisiolégicas (Velini, 2019). Este fenbmeno estd sendo amplamente estudado em
diversas areas da biologia e da toxicologia, porém estudos sobre o efeito de
flumioxazin e os efeitos horméticos ocasionados em aplicacdes de subdoses ainda é
um tema de pesquisa a ser estudado.

Dentre os herbicidas disponiveis para o controle de plantas daninhas em
areas florestais (aplicagdo em pos e pré-emergencia da cultura) o flumioxazin torna-
se uma boa saida no quesito eficacia e eficiéncia de controle. Porém é necessario
entender os efeitos causados por esse herbicida em areas de florestas plantadas,

como por exemplo o eucalipto (no caso deste capitulo o Eucalyptus urograndis clone
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1144) e os seus efeitos nas plantas daninhas, como por exemplo a U. decumbens,
planta daninha muito abundante no Brasil e que compete por agua, luz e nutrientes,
além de possuir efeitos alelopatico que podem prejudicar o desenvolvimento do
eucalipto (Brendolan et al., 2000).

O mecanismo de acdo do flumioxazin esta relacionado com a inibicdo da
PROTOX, esta enzima € responsavel por causar danos aos tecidos das plantas no
momento em que ha contato, sendo necessaria a presenca de luz para ativacéo
(Silva, A. A; Dantonino, L; Ferreira, F. A, 2014). Herbicidas com esse mecanismo de
acdo podem penetrar por meio das raizes, dos caules e pelas folhas jovens. Sao
herbicidas com pouca ou nenhuma translocacéo, devido a este comportamento a
presenca de sintomas de fitointoxicagdo nas plantas de Eucalyptus urograndis e
Urochloa decumbens foi observada onde houve o contado do produto com a planta,
causando necrose foliar e arroxeamento das folhas, sintoma caracteristico dos
inibidores da PROTOX.

Diante desse contexto o objetivo deste capitulo € explorar os possiveis efeitos
horméticos causados por aplicacbes de subdoses de flumioxazin em plantas de E.
urograndis clone 1144 e U. decumbens, avaliando os possiveis efeitos fisioldgicos e
morfologicos das plantas tratadas.

A compreensdo destes efeitos implicara em melhores posicionamentos e
cuidados que devem ser tomados em aplicacbes de flumioxazin, levando em
consideracdo quais sdo as doses subletais e doses excessivas responsaveis por

causar estimulos e danos as espécies.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Avaliacdo da ocorréncia de hormesis de Eucalyptus urograndis clone 1144 e U.

decumbens apds aplicacdo de subdoses de flumioxazin

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Nuacleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Produgéo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias AgronGmicas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Botucatu, SP.

As unidades experimentais foram compostas por vasos de 1,7 litros,
preenchidos com substrato Carolina Soil® composto por turfa de esfagno, vermiculita
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e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (x0,5). As condicbes de semeadura,
desbaste, transplante das mudas e conducgédo foram ajustadas para cada espécie. As
plantas foram mantidas em bancadas sob condicdo de plena luz antes e apés a
aplicacdo. As aplicagbes foram realizadas sobre Urochloa decumbens com 4-5
perfilnos em média e as plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144 com
aproximadamente 30-35 cm de altura. Os ensaios conduzidos com seis repetigcoes.
A época de transplante e aplicacdo, estadio da planta e condicdes metereoldgicas

estao descritas na Tabela 13.

Tabela 13 — Epoca de transplante e aplicac&o, estadio da planta e condi¢des de

umidade e temperatura no momento da aplicacdo do experimento.

Epoca Estadio da planta Condicao de aplicacéo

Espécies Transplante Aplicacio Altura  Diametro N° de Temperatura Umidade
P semeadura plicag (cm) (mm) perfilho (°C) (%)
Eucalyptus 05/09/22 24/09/22 | 30-35 3,5-5 - 27 72
Urochloa 24/09/22 24/10/22 | 28-31 - 4-5 28 75

As avaliacdes finais de biomassa seca (parte aérea) foram realizadas aos 28
dias apds a aplicacdo (DAA). Foram realizadas avaliacdes de altura das plantas,
diametro do caule do eucalipto e contagem de perfilhos da Urochloa decumbens aos
3; 7; 14; 21 e 28 DAA. Além das avaliacBes visuais de injuria (fitointoxicacao)
segundo a escala percentual de notas, onde “0” corresponde a nenhuma injuria e
“100” significa a morte das plantas, conforme a Sociedade Brasileira da Ciéncia em
plantas Daninhas (1995).

A altura da planta de E. urograndis clone 1144 foi determinada da base do
caule da planta ao apice da planta, enquanto o diametro mensurado com paquimetro
digital, a altura de trés centimetros do colo da planta. As plantas de U. decumbens
foram mensuradas (altura) da base da planta até a folha mais longa (apice da
planta).

Para determinar a biomassa seca das plantas, as amostras foram
acondicionadas em estufa com circulacdo forcada de ar, mantendo-se 60 °C
constantes por 15 dias, posteriormente pesadas em balancga analitica com preciséo
de 0,001 g.

As avaliacbes de consumo de agua e das variaveis fotossintéticas foram

realizadas em parte dos tratamentos (0,98; 3,9 e 31,25 g i.a ha), considerando o
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tempo necessério para obter essas informagdes em cada unidade experimental.
Foram utilizadas duas unidades analisadores de gés por infravermelho, IRGA LCpro-
SD (ADC BioScientific Ldt, UK) equipados com compensadores de luz e com a
concentracdo de CO, ambiente. Foram analisadas as seguintes variaveis: i) taxa de
assimilacéo liquida de CO, (A, em pmol CO, m™?s™): ii) Transpiracdo foliar (E, em
mmol H,O m?s™); iii) Concentracéo interna de CO, (Ci, em pmol m?s™). Com base
nas trés variaveis citadas acima foram determinados, também, os valores de
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) ((A/Ci), em (umol m?s™) (umol mol™)™)
e eficiéncia do uso de agua (EUA) ((A/E), em (umol m?s™) (mmol H,O m?2s™)™).

A aplicacé@o do herbicida foi realizada com auxilio do simulador de aplicagéo,
com controle de velocidade, pressao e vazdo. Sendo utilizada barra de aplicacéo
equipada com quatro pontas de pulverizacdo XR 11002 espacadas de 50 cm e
pressurizada a 2 bar. A velocidade foi de 1 m s™ condicionando volume de aplicac&o
de 200 L ha™.

Foi utilizada uma ampla faixa de doses com o objetivo de avaliar a ocorréncia
de hormesis, os efeitos ocorrem em doses muito inferiores as de uso comercial.
Tomando como referencial a dose de bula do herbicida (Flumioxazin 500 SC) (125 g
i.a ha™), identificada como “x’, foram utilizadas as seguintes doses: 4x; 2x; X; X/2;
x/4; xI8; x/16; x/32; x/64; x/128 e 0 (tratamento controle sem aplicacdo). As doses
acima da dose comercial contribuiram nos ajustes dos modelos permitindo a

estimativa precisa dos valores minimos previstos para a biomassa.

3.2.2 Procedimentos para a andlise dos resultados

Para as curvas dose-resposta, realizadas nos estudos foram ajustados
modelos de regressdo nao-linear apresentados por Brain e Cousens (1989) e
Streibig (1980) seguindo o procedimento descrito por Velini et al. (2008). Para estes
dados foi utilizado o programa estatistico R e para confeccdo dos graficos o
programa Sigmaplot 12.5, sendo também calculados o intervalo de confianca
(p=0,05) da média no software Microsoft Excel, posteriormente adicionados as
meédias nos graficos (Equacéo 1).
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txDP

Vn

Equacéo 1: Ic =

Onde, Ic = Intervalo de confianga, t = valor de t tabelado a 5%, DP = desvio padréao e

\n = raiz quadrada do nimero de repeticdes.

A avaliagcédo do efeito de hormesis sobre as plantas foi determinado por meio

de modelos de regressfes néo lineares de 5 e 4 parametros com auxilio do software

estatistico R®.
Modelo de 5 parametros de Brain e Coussens (1989) — Modelo 1:

. d—c+fx
Y = T exp(bllog(®) —log(e)))

Modelo de 4 parametros de Streibig (1980) — Modelo 2:

d—c
Y= 1+ exp(b(log(x) — log(e)))

Os modelos acima usam estrutura unificada com coeficiente “b”
parametrizado, denotando a inclinagdo da curva dose-resposta, “c’ e “d’
representam as assintotas inferior e superior respectivamente, ou limites da
resposta, e o parametro “e” é o logaritmo do ponto de inflexdo. No modelo de Braian
e Cousens (1988) ha uma adigcédo do coeficiente “f", sendo o ponto que o diferencia
do modelo de Streibig (1980), desta maneira este parametro se refere a taxa de
estimulo, o que leva a deduzir o efeito hormético, porém segundo KNEZEVIC;
STREIBIG e RITZ (2007) e SCHABENBERGER et al. (1999) esse efeito s se torna
verdadeiro quando for diferente de 0 a 5% de probabilidade. Desta maneira as
variaveis que apresentaram efeito hormético foram ajustadas dentro do modelo 1.

O ajuste dos dados no modelo de 5 parametros sO é realizado a partir da

andlise entre a diferenca da soma de quadrado médio da regressdo dos dois
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modelos. A associacdo do quadrado médio com a inclusdo do coeficiente “f” é
testado com grau de liberdade. Assim se o quadrado médio do modelo 1 for maior
gue o modelo 2 rejeita-se a hipdtese de f=0, ocorrendo o estimulo de hormesis e
assim aplicando o modelo 1. Na ocorréncia do valor do quadrado médio ndo se
mostrar significativo, a hipétese =0 foi aceita e assim conclui-se que ndo havia efeito
de hormesis e utilizou-se o0 modelo 2 (4 parametros) (VELINI, 2008).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Altura

O E. urograndis clone 1144 nao apresentou resultados exacerbados no
crescimento das plantas, a dose de 0,98 g i.a ha™ apresentou a maior resposta ao
estimulo de flumioxazin, com um incremento de 5 % em relacdo ao controle, as
demais doses ndo apresentaram efeitos de estimulo e reducdo de crescimento
(Figura 18).

Os valores de F, coeficiente de variacao (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacado de regrecéo deste item se apresentam expostos nas
Tabelas 14 e 15.

Tabela 14 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecao para

altura de plantas de E. urograndis clone 1144 para o flumioxazin

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 1,059"™ 1,317 1,069 0,557™ 0,656™
Hipotese f#£0 -- -- -- -- --
Modelo - - - - -
Regresséo -- -- -- -- --
RZ - - - - -
Constantes

- DO a0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

CV (%) 8,63 8,19 8,33 7,65 8,10
" n&o significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Tabela 15 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de

determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de U. decumbens para o flumioxazin

U. decumbens altura

Valor de F

3 DAA

7 DAA

14

DAA

21 DAA

28

DAA

Doses
Hipotese f£0
Modelo
Regresséo
RZ

0,720™

1,596 ™

0,845™

0,783™

2,362**

Constantes

b

DO Q0

CV (%)

7,20

7,74

9,02

9,14

12,03

" nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 18 — Altura de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
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O crescimento de E. urograndis clone 1144 néo foi afetado com as aplicacdes

de flumioxazin, as maiores doses apresentaram sintomas de injlria no comeco do

experimento, mas com o passar dos periodos de avaliacdo esses sintomas foram se

discipando. O flumioxazin € um herbicida que tem utilizagcdo no controle de plantas
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daninhas em &reas florestais, por ser um herbicida de contato os sintomas ocorrem
logo apdés a aplicacdo, e se mantém restrito a area aplicada, devido a baixa
translocacao ou translocacdo nula dependendo da espécie (Reis et al., 2010). Os
ramos e folhas jovens se desenvolvem normalmente apds a aplicacdo, o que faz
com que nao haja efeitos sobre o desenvolvimento da altura da planta.

Aplicacg6es de herbicidas com mecanismo de acéo igual o flumioxazin, como é
o caso do fomesafen (250 g ha™) apresentam leves injdrias nas plantas tratadas,
porém ndo ha prejuizos sobre o crescimento em altura e diametro do caule (Ronchi
& Silva, 2004). O sulfentrazone € outro herbicida inibidor da enzima
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), quando testado sobre mudas de eucalipto
apresentou reducdo da altura das mudas (34 %) com a aplicacdo de 1 % da dose
recomendada e reducbes de 75 % na altura com 10 % da dose recomendada
(Takahashi, 2007 e Tiburcio, 2010).

Portanto a resposta da planta aos tratamentos com herbicidas inibidores da
PROTOX é modificada de acordo com a dose aplicada, com o herbicida utilizado e
com o clone testado.

Os modelos de 4 e 5 parametros da curva dose resposta e hormesis nao
deram ajuste para U. decumbens. As plantas de U. decumbens apresentaram
comportamento diferente aos estimulos de flumioxazin em comparacdo com E.
urograndis clone 1144, é possivel notar que 14 DAA todas as doses estavam com
meédias de altura acima do tratamento controle com excessdo da dose de 250 g i.a
ha, que apresentava valor igual ao controle, aos 21 DAA era visivel a diferenca
entre os tratamentos, 0s maiores estimulos de altura foram observados com doses
de 3,9; 15,6; 31,3 e 500 g i.a ha™, com estimulos de 8,5 %, 8,5 %; 8,1 e 11,6 %
respectivamente em relacdo ao controle. As diferengcas em realacdo ao controle se
atenuaram com 28 DAA, as doses que apresentaram maiores valores de incremento
de altura foram 125 e 500 g i.a ha™ com 31 e 36 % de acréscimo na altura

respectivamente (Figura 19).
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Figura 19 — Altura de U. decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s a aplicacdo de

diferentes doses de flumioxazin.
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Os efeitos das doses de flumioxazin foram crescentes com o passar do
tempo, os efeitos de injdria visual ficaram restritos apenas as folhas que receberam
contato com o produto, possivelmente o incremento do crescimento das plantas esta
relacionado com respostas ao estresse ap0s a aplicacdo do composto. As respostas
geradas podem ser fisiol6gicas, os herbicidas inibidores da PROTOX afetam
também a sintese da clorofila, porém eles podem agir na homoglutationa, levando a
formacdo de metabdlitos ndo téxicos as plantas (Ritter; Coble, 1981). Desta maneira
os estimulos presentes em U. decumbens podem estar relacionados com uma
tentativa de ajuste fisioldgico, que aumenta com o passar do tempo, para que a
planta possa se recuperar e se desenvolver normalmente. Provavelmente as folhas
novas afetadas sofrem uma reducdo na fotossintese, a producdo de folhas jovens
aumentando o crescimento da planta é uma resposta para compensar 0s déftis

causados pelo herbicida.

3.3.2 Diametro (Eucalyptus urograndis clone 1144)

As plantas de E. urograndis clone 1144 apresentam pouca ou nenhuma

reducéio do seu diametro, a dose de 500 g i.a ha™ foi responsavel por apresentar os
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menores valores de diameto aos 21 e 28 DAA, com diferencas em relagdo ao
controle de 17 e 14 % de reducdo respectivamente. Porém as subdoses de
flumioxazin de 0,98 e 1,95 g i.a ha' apresentaram-se maiores em relacdo ao
controle aos 21 DAA com acréscimos de 16 e 5 % respectivamente, enquanto aos
28 DAA somente a dose de 0,98 g i.a ha™ apresentou-se maior que o controle, com
6 % de aumento (Figura 20). Houve diferencas em relagdo ao controle porém nao
houve ajuste de modelo para esse parametro avaliado.

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 16.

Tabela 16 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacédo de regrecao para
diametro de plantas de E. urograndis clone 1144 para o

flumioxazin

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 2,048** 1,617™ 3,078** 3,968** 2,129**
Hipotese f£0 -- -- -- -- --
Modelo -- -- -- - -
Regresséo -- -- -- -- --

R2 -- -- -- -- -
Constantes

b - -- -- -- --

C - - - - -

e - - - - -

f -- - -- -- -

CV (%) 9,50 9,85 8,93 10,65 10,99
" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 20 — Diametro de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
apés a aplicacédo de diferentes doses de flumioxazin.

3 DAA 7 DAA 14 DAA

E§§§§EE§§¥

i f

1 10 100

!
e
e
rei
e
e
P
P
.

w & o0 @ N o o©

Diiametro (mm)

Flumioxazin (g i.a ha™)

e

Diiametro (mm)

1 10 100 1 10 100

Flumioxazin (gi.a ha) Flumioxazin (gi.a ha)

O flumioxazin como ja mencionado neste capitulo € um herbicida de contato,
atingindo os tecidos de maneira localizada quando a aplicacdo € realizada como pré-
emergente, desta maneira o caule das plantas de E. urograndis clone 1144 devem
receber uma menor quantidade de produto, pois as folhas agem como um protetor,
realizando um efeito de “guarda-chuva” sobre as folhas inferiores e sobre o colo da
muda, evitando que o caule tenha uma cobertura tdo homogenea quanto as folhas, o
que possivelmente néo ira interferir no crescimento do diametro.

Aplicacdes com flumioxazin (30 g ha™) causaram leves injirias, e ndo
diferiram em altura e diametro da dose 0 (Ronchi & Silva, 2003). Herbicidas como o
carfentrazone-ethyl (inibidor da PPO) quando aplicados em doses de 3,6 e 12 % da
dose recomendada n&o implicam resultados positivos e nem negativos no diametro
do caule de eucalipto (Tuffi Santos, 2015). O sulfetrazone € um herbicida com
mecanismo de acdo muito parecido com o flumioxazin, desta maneira pode-se ter
alguns sintomas semelhantes, a aplicacdo de sulfetrazone pode ser responsavel por
causar necrose generalizada das folhas velhas, além de ser responsavel pela
guebra da dominancia apical (Takahashi et al., 2009). Possivelmente o incremento
de diametro na menor dose da aplicacéo de flumioxazin 0,98 g i.a ha™ foi por causa
da quebra da dominéancia apical, o que forgcou a planta a gastar energia em outras
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areas celulares que desenvolvem o crescimento da planta, como brotacdes laterais

e incremento do diametro.

3.3.3 Perfilho (Urochloa decumbens)

A U. decumbens ndo apresentou acréscimos no numero de perfilhos, o
controle se manteve maior durante todos os periodos de avaliacdo (28 DAA). O
crescimento de perfilhos ao longo das avaliacbes permitiu um incremento de 5
perfilhos para o controle dos 3 aos 28 DAA, enquanto os demais tratamentos tiveram
uma média entre 2 e 3 perfilhos de incremento.

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacgéo
(R? e constantes da equacéo de regrecéo deste item se apresentam expostos na
Tabela 17.

Tabela 17 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

perfilho de plantas de Urochloa decumbens para o flumioxazin

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 0,724™ 0,910™ 2,244% 2,457%* 1,996 ™
Hipotese f£0 -- - - - -
Modelo -- -- -- -- --
Regresséo -- -- -- -- --

RZ - _— - - -
Constantes

b - -- -- -- --

C - - - - -

e - - - - -
f - -- -- -- --
CV (%) 47,07 43,71 37,05 36,87 33,84
" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 21 — Perfilho de U. decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap6s a aplicacdo de

diferentes doses de flumioxazin.
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Trabalhar com espécies vegetais se torna complicado quando precisamos
posicionar a distribuicdo dos tratamentos, no caso da U. decumbens a distribuicao
entre os tratamentos foi homogénea para a altura, porém houve uma grande
variacdo do numero de perfilhos entre os tratamentos. Desta maneira vemos que 0
tratamento controle ja possuia um maior nimero de perfilhos em relacdo aos
demais. Porém se fizermos a subtracdo dos 3 DAA aos 28 DAA teremos o
incremento de perfilhos ao longo do tempo, e como comentado acima, o tratamento
controle proporcionou um acréscimo no lancamento de novos perfilhos em
comparacao com as subdoses de flumioxazin. A reducdo do numero de perfilhos de
trigo apos a aplicacédo de flumioxazin também foi observada por Santos, 2021.

Possivelmente as plantas de U. decumbens despreenderam suas energias e
reservas para responder ao estresse das doses de flumioxazin no crescimento em
altura.

3.3.4 Fitotoxidade

O E. urograndis clone 1144 apresentou sintomas de fitotoxidade crescente ao

longo dos 28 DAA. Todas as doses responderam com injurias a partir dos 3 DAA de
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flumioxazin, com injurias méaximas de 21 % na maior dose testada (500 gi.a ha’) e 6
% na mesnor subdose (0,98 g i.a ha™). Entre os periodos avaliados os 21 DAA
demonstrou os maiores niveis de fitotoxidade, com excesséo das doses de 0,98 e
1,95 g i.a ha, pois aos 28 DAA houve uma reducdo da intoxicacéo das plantas.
Como exemplo temos as doses de 3,9; 15,6; 62,5; 250 g i.a ha™, que apresentaram
uma recuperacgéao da fitointoxicagédo causada pelo flumioxazin de 12; 14; 19 e 18 %
respectivamente de 21 para 28 DAA (Figura 22).

A fitointoxicacdo ou as notas de injuria visual sdo Gtimas para acompanhar o
nivel de fitotoxidade causada ap6s o tratamento das plantas com as doses do
herbicida, a curva-de-dose resposta normalmente se mostra crescente quando as
plantas tratadas ndo sdo extremamente sensiveis ou muito tolerantes a exposi¢ao

dos defensivos.

Figura 22 — Fitointoxicacdo de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e

28 dias apo6s a aplicacédo de diferentes doses de flumioxazin.
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Os niveis de injuria para flumioxazin & crescente até os 21 DAA, apos esse
momento a recuperacdo é evidente. Caso o acompanhamento das injurias se
estende-se no experimento possivelmente haveria maiores niveis de recuperagao
para E. urograndis clone 1144. A recuperagcdo apos o tratamento de flumioxazin é
explicada através dos sintomas de injdria que permanecem estaticos no local
atingido no momento da aplicacdo, com o passar do tempo as folhas jovens
aparecem junto com os ramos laterais, além do crescimento da planta em altura, o
qgue faz com que a planta diminua os sintomas. Caso o experimento fosse conduzido
por um longo periodo as folhas atingidas iriam entrar em uma senescéncia natural,
havendo uma abscisédo das folhas do caule e dos ramos, o que causaria uma
recuperacédo de 100 % da planta em funcdo do tempo.

O oxyfluorfen € um herbicida inibidor da PROTOX seletivo a cultura de
eucalipto quando utilizado em doses até 1680 g i.a ha™, com sintoma de injiria de
3,6 % aos 28 DAA (Agostinetto et al., 2010). Misturas de glyphosate + flumioxazin
em aplicacdes sobre a cultura de eucalipto causaram intoxicacdo de 59 % aos 3
DAA nas maiores doses testadas por Golcalves, 2014.

Os niveis de injuria visual para U. decumbens foram abaixo de 35 %,
possuindo 0 mesmo comportamento do E. urograndis clone 1144, as doses
responderam com injurias crescentes até os 14 DAA, porém desse periodo de
avaliacdo até os 28 DAA houve uma gqueda na fitotoxidade fo flumioxazin. Como
exemplo podemos utilizar a menor dose (0,98 g i.a ha™) a dose intermediaria (15,6 g
i.a ha™) e a maior dose (500 g i.a ha™), com recuperacées de injiria de 0,1; 5e 7 %
dos 21 aos 28 DAA, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23 — Fitointoxicacdo de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap06s
a aplicacéo de diferentes doses de flumioxazin.
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A U. decumbens apresentou um comportamento muito parecido com o E.
urograndis clone 1144, mas com taxas de fitointoxicagdo menores. Provavelmente a
resposta da planta ao estresse causado pelo flumioxazin em U. decumbens é a
mesma para 0 eucalipto, onde a planta investiu em outros mecanismos como o
incremento de altura para se manter e sair do estresse causado pelos tratamentos.

O trabalho tem como objetivo estudar os efeitos horméticos causados pelos
herbicidas em diferentes mecanismos de acao, desta maneira a aplicagdo de
flumioxazin como pos-emergente se mostrava mais viavel que a aplicacdo em pré-
emergéncia. Quando aplicado em pré-emergéncia estudos mostram controle de
diferentes espécies em diferentes doses estudadas. O flumioxazin foi responsavel
por controlar Sida sp. Com doses de 71 g hat (Burke et al., 2002) e a 87 g ha’
! controlou Chenopodium album e Ipomoea hederacea (Burke et al., 2002; Scott et
al., 2001). A aplicacdo de 60 g.ha™ de flumioxazin em latossolo roxo distréfico
promoveu controle de Commelina benghalensis (Oliveira et al., 1999). A aplicacéo
da dose de flumioxazin (75 g.ha™®) mantém controle consideravel sobre Digitaria
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sanguinalis e Echinochloa crus-gali (Han et al.,, 2002). Outros autores observaram
que doses de 70 g ha'lpromove excelente controle de Chenopodium
album e Amaranthus retroflexus (Wilson et al., 2002). As espécies Alternanthera
tenella, Digitaria horizontalis, Digitaria insularis, Desmodium tortuosum, Euphorbia
heterophylla, Nicandra physaloides e Spermacoce latifolia sdo mais sensiveis a

aplicacdo de flumioxazin (25 e 40 g.ha™) (Jaremtchuk et al., 2009).
3.3.5 Andlises fisioldgicas

As analises fisiol6gicas sdo importantes para o acompanhamento da resposta
das plantas sobre o estresse de herbicidas, neste caso sobre a aplicacdo de
subdoses de flumioxazin. Aos 14 DAA ndo houve nenhuma alteracdo nas taxas
analisadas para E. urograndis clone 1144, o tratamento controle e as demais doses
se mantiveram praticamente iguais em todas as avaliagbes, as avaliacdes de 28

DAA seguiram o mesmo comportamento das avaliacdes de 14 DAA (Figura 24).

Figura 24 — Analises fisioldgicas de Transpiracdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilac&o (A) de Eucalyptus urograndis clone 1144

aos 14 e 28 dias ap6s a aplicacdo de diferentes doses de

flumioxazin.
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As plantas de E. urograndis clone 1144 nado apresentaram diferencas nas
taxas avaliadas em cada periodo. A diferenca entre as avaliagdes (periodos) € dificil
de ser feita, pois em um intervalo tdo grande de avaliacbes quanto este ha muitos
fatores que podem ser alterados e mostrar respostas diferentes entre os periodos,
desta maneira a comparacdo correta a ser feita € entre as doses dentro de cada
periodo avaliado. A recuperacdo do estresse gerado através da aplicacdo de
subdoses de flumioxazin foi rapidamente superado pela planta, abaixando os niveis
de fitointoxicacdo. Possivelmente as alteracBes fisioldgicas mais expressivas
poderiam ser observadas em periodos iniciais. As avaliagbes foram feitas em dois
periodos (14 e 28 DAA), para que se possa ter melhores conclusGes seria
necessario haver avaliagcbes nos periodos de 3 e 7 DAA, pois aos 3 DAA ja era
possivel notar efeitos da aplicacdo do flumioxazin sobre as plantas de E. urograndis
clone 1144. Neste periodo inicial a planta possivelmente estava aumentando a sua
taxa de assimilacdo de CO,, e com isso ocorrendo uma maior perda de agua por
transpiracdo, essas respostas ao estresse seriam tentativas de aumentar a taxa
fotossintética para aumentar sua reserva de energia, assim desprendendo-a para
outras funcgdes, portanto seria uma resposta fisiolégica para a planta nédo
comprometer seu desenvolvimento, porém nos periodos avaliados nao foi possivel
tirar conclusdes concretas.

A analise de alguns parametros fisioldgicos para U. decumbens se mostraram
pertinentes, como o aumento da assimilacdo de CO,, as doses de 0,98 € 3,9 g i.a
ha™* obtiveram um incremento de 24 e 25 % respectivamente em comparacdo com o
controle, enquanto o carbono interno teve um decréscimo de 30 e 23 %
respectivamente nas mesmas doses citadas acima. Essas duas variaveis
acarretaram em um aumento da eficiéncia intrinseca de carcoxilagdo de 114 e 85 %
nas doses mencionadas a cima respectivamente aos 14 DAA, neste mesmo periodo
devido ao aumento da assimilacdo de CO, por meio do tratamento de subdoses de
flumioxazin ocasionou um aumento da eficiéncia do uso da agua em 21 e 12 % em
relacdo ao controle nas mesmas doses e no mesmo periodo respectivamente.

Aos 28 DAA a assimilagdo de CO, foi atenuada em relacdo ao controle,
obtendo taxas menores que aos 14 DAA, decréscimos de 22 e 13 % nas doses de
0,98 e 3,9 g i.a ha™ respectivamente. A queda da assimilacdo e o aumendo do
carbono interno (incremento de 21 e 12 % nas doses de 0,98 e 3,9 g i.a ha®

respectivamente) juntamente com a estabilizacdo da transpiracdo, reduziram a
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eficiéncia do uso da agua e da eficiéncia intrinseca de carboxilacdo apds a aplicacédo
das subdoses de flumioxazin (Figura 25).

Figura 25 — Andlises fisiologicas de Transpiragdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacdo (A) de U. decumbens aos 14 e 28 dias

apos a aplicacao de diferentes doses de flumioxazin.
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Como comentado para o E. urograndis clone 1144, as avaliacdes fisiologicas
poderiam ser feitas em periodos mais iniciais, ampliando a diferenca das taxas em
relacdo ao controle. Porém aos 14 DAA ainda foi possivel observar algumas
diferencas fisiologicas em U. decumbens. Aplicacdes com sulfetrazone (inibidor da
PROTOX) agem diretamente no aparato fotossintético das plantas, indiretamente
atuam na sintese de clorofila, principalmente em plantas sensiveis (Torres, 2012).
Com relagéo a eficiéncia do uso da agua, houve um aumento aos 14 DAA e um
decréscimo aos 28 DAA, a eficiéncia do uso da agua esta relacionada com a
quantidade de agua transpirada por uma determinada cultura e a producédo de
matéria seca (Silva et al., 2007). As culturas mais eficientes em uso da agua podem
produzir uma maior quantidade de matéria seca, porém a U. decumbens teve uma

reducdo aos 28 DAA, o que pode contribuir para a baixa porcentagem de matéria
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seca produzida aos 28 DAA. Experimento realizado por Silva et al. (2007) demonstra
gueda da assimilacdo, o que também ocorreu neste experimento. Possivelmente a
reducdo da fotossintese das espécies ocorreu devido a menor sintese de clorofilas
onde o flumioxazin atingiu os tecidos da planta, essas proteinas apresentam funcdes
vitais, pois sdo responsaveis por capitar energia luminosa, a qual € convertida em
poder redutor para o processo de fixacdo e assimilagdo do CO; no ciclo de Calvin
(Carretero, 2008).

A atuacdo do CO; pode ser comprometido pelos herbicidas inibidores da
enzima PROTOX, esse fator pode acarretar na formacao de 6xido nitrico, e assim
estimula a sintese da atividade do &cido abscisico (ABA), hormdnio responséavel por

regular a abertura estomatica (Mata & Lamattina, 2001).

3.3.6 Biomassa seca

As doses mais altas do produto apresentaram maiores niveis de intoxicacao
(500; 250; 125; e 62,5 g i.a ha™) porém para as duas espécies ocorreu recuperacao
das plantas ao longo do tempo. Os autores Tiburcio et al.,, (2012), também
observaram significativa recuperacdo de plantas de eucalipto, aos 30 DAA do
herbicida, as plantas apresentavam menos de 10% de injuria, o que também
demonstra a recuperacao da espécie.

Plantas de E. urograndis sofreram com a perda de biomassa seca
comecando na dose de 8 g i.a hat até quatro vezes acima da dose recomendada
comercialmente, as maiores doses do herbicida ndo afetaram significativamente a
biomassa seca de U. decumbens, isto ocorreu devido a baixa translocacdo do
herbicida e a alta capacidade de recuperacdo que as duas espécies apresentaram.

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacgéao
(R? e constantes da equac&o de regrecdo deste item se apresentam expostos ha
Tabela 18.
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Tabela 18 - Valores de F, coeficiente de variacdao (CV), coeficiente de
determinagcdo (R? e constantes da equacéo de regrecdo para
biomassa seca de plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144

e U. decumbens para o flumioxazin

Valor de F E. urograndis clone 1144 U. decumbens
Doses 8,490** 0,842"™
Hipotese f£0 13,30 --
Modelo 1 --
Regresséo 19,23** -
R2 0,91 -
Constantes

b 1.47162 -

c 7.99623 -

d 11.83557 -

e 0.21289 -

f 64.73576 -
CV (%) 16,97 16,27

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 26 — Biomassa seca de Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa
decumbens 28 dias apdés a aplicacdo de diferentes doses de
Flumioxazin.
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O E. urograndis sofreu efeito hormético do herbicida posicionado,
compreendendo uma faixa de estimulo de 0,01 & 2,3 g i.a ha™, o que demonstra que
baixas quantidades do produto podem causar esse efeito, ou seja, em casos de
deriva pode ocorrer auséncia de sintomas e perdas de biomassa, levando a planta a

efeitos estimulatorios. A dose maxima responsavel por causar o maior estimulo na
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planta é de 0,3 g i.a ha™, o que confirma que pequenas doses sdo o bastante para
causar esses efeitos, percebe-se que a dose responsavel por causar efeito é uma
dose muito baixa dessa maneira estudos futuros deveriam focar em uma faixa de
dose mais ampla, com doses abaixo da testada neste trabalho. Aos 28 DAA do
tratamento o estimulo maximo referente a dose que causou o maior estimulo é de
29,7% em funcéo do tratamento controle (dose 0) (Figura 26). Em trabalho realizado
por Tiburcio (2010) o autor concluiu que o flumioxazin é seletivo a plantas de
eucalipto nas doses de 75; 100 e 125 g ha™, ainda que algumas injdrias tenham
afetado a planta a mesma se recuperou com o passar do tempo. Efeitos horméticos
proporcionando aumento de massa seca com a utilizacdo de vérios herbicidas ja
foram citados por Duke et al., (2006). As plantas de U. decumbens ndo sofreram
nenhum prejuizo, desta forma nenhum dos dois modelos citados acima (modelo 1 e

modelo 2) se ajustaram.

3.4 CONCLUSAO

As espécies E. urograndis clone 1144 e U. decumbens respondem de maneira
diferente aos estimulos causados por subdoses de flumioxazin. As doses a cima da
dose recomendada 125 g i.a ha™ afetam menos a U. decumbens do que o eucalipto.
Porém o herbicida mostra-se seletivo para as duas espécies, quando apresentaram
injurias houve recuperagcédo com o passar dos periodos.

As plantas de U. decumbens responderam positivamente em estimulo de
altura, porém a reducao do niumero de perfilhos foi evidente, enquando as plantas de
E. urograndis clone 1144 nao responderam a estimulos de altura, mas apresentou
acréscimo de diametro na menor dose testada 0,98 g i.a ha™.

Os estimulos fisioldégicos acentuaram-se mais na espécie U. decumbens no
periodo de 14 DAA, as varidveis avaliadas para estimulo fisioldgico teriam que ser
avaliadas mais cedo, possivelmente facilitando o entendimento das resposta ao
estresse gerado pelo tratamento das plantas com flumioxazin.

A biomassa seca apresentou hormesis para E. urograndis clone 1144, mesmo
o herbicida sendo seletivo para o eucalipto sdo doses muito baixas que apresentam
estimulo, sendo necessario utilizar uma faixa de doses com doses ainda menores

gue as testadas neste experimento.
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Manejos de E. urograndis clone 1144 com flumioxazin em aplicacées apos o
estabelecimento das mudas podem gerar injurias nas mudas, porém estd irdo se
recuperar com o passar do tempo. Os devidos cuidados no controle das plantas
daninhas € escessial para 0 sucesso da cultura de interesse, pois no caso de
aplicacdo em pos-emergéncia o flumioxazin ndo ira proporcionar controle de

U.decumbens.
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CAPITULO 4

APLICAQAO DE SUBDOSES DE ISOXAFLUTOLE EM Eucalyptus urograndis E
Urochloa decumbens com potencial hormético

4.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos quimicos como pesticidas e herbicidas € um campo
gue sempre criou discussdes e repercussdes desde quando apresentou-se ao
mercado. As preocupacdes com o seu devido uso s&o crescentes, tanto das partes
qgue regulam o seu uso quanto do agricultor que quer eficiéncia e eficacia dentro da
agricultura, assim como a seguranca do aplicador, para que ndo haja contaminacgao
e prejuizos a saude humana, animal e as culturas ndo-alvo. O efeito conhecido
como deriva ocasiona danos nas producfes devido a perda de produto, esta perda
ocasiona riscos a saude animal e humana, além de afetar culturas vizinhas que néao
sdo o alvo da aplicacdo, no caso de culturas sensiveis esse efeito mostra-se ainda
mais danoso. A producao de subdoses do produto geradas por fatores de deriva, ma
aplicacao, fatores climaticos, recochetiamento da barra de pulverizacédo entre outros
fatores podem tanto contaminar quanto estimular uma série de componentes do
sistema florestal e agricola, o entendimento dessa variavel € complexa e
multifacetada. O conceito que emergiu para responder as subdoses que
proporcionam estimulos que podem ser proporcionados por deriva € a hormesis, a
gual descreve um fendmeno que exposi¢cdes a baixas concentracdes de um agente
gue € toxico em altas concentracdes, desencadeia uma série de respostas
morfoldgicas, fisioldgicas e adaptativa sobre os seres vivos.

O herbicida isoxaflutole é muito utilizado na agricultura e em florestas
plantadas, como € o caso do eucalipto, devido ao controle proporcionado em plantas
daninhas e a seletividade que apresenta na cultura. O isoxaflutole € classificado no
Grupo 27 (WSSA) e no Grupo F2 (HRAC), responsavel por inibir a enzima 4-
hidroxifenil-piruvato dioxigenase (4-HPPD), estd enzima age nha sintese de
plastoquinonas e sua inibicdo causa efeito de branqueamento dos tecidos, com
maior evidéncia em tecidos jovens (Oliveira Junior, 2011). Esses sintomas sao
resultado da inibicdo indireta da sintese de carotenoides. Os inibidores de

carotenoides agem na fotoxidacdo da molécula de clorofila, a formacéo de radicais
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toxicos quando em excesso no citoplasma celular destroem a membrana plasmética
das plantas daninhas o que causa a morte através do estresse oxidativo (Vidal, R. A;
Merotto JR., A. et al., 2014).

A grande maioria dos estudos realizados com hormesis estdo ligados ao
glyphosate, porém uma pequena porcentagem se distribui entre os demais
herbicidas, fato que torna muito relevante o estudo de hormesis com varios
mecanismos de acdo. A exposicdo de subdoses de um produto pode desencadear
estimulos da planta, mas também pode acarretar em outras respostas ao estresse
gerado, funcionando como mecanismo de defesa da planta, ativando mecanismos
antioxidantes o que ajudard na resposta da planata a estresses abi6ticos, como
seca, salinidade e resisténcia a patégenos. A via da sintese de carotendides esta
associada a via de resisténcia das plantas a pragas, doencas e controle de plantas
daninhas, alteracdes no crescimento da planta, alteracdes hormonais e tolerancia a
estresses ambientais (Velini et al., 2010).

A compreensdo dos efeitos das subdoses de isoxaflutole € fundamental para
otimizacdo do uso do produto em areas florestais e agricolas. A identificacdo das
sinalizacbes expressas pelo tratamento do herbicida é relevante para compreensao
do seu efeito em espécies suscetiveis e resistentes, pois fornecem insights
importantes para o manejo de plantas daninhas e ajuste de novas estratégias em
seu controle, minimizando efeitos ndo desejaveis.

Portanto o objetivo deste capitulo é fornecer uma visdo dos efeitos causados
por aplicacbes de subdoses de isoxaflutole, abordando efeitos benéficos e de
controle, com respostas morfolégias e fisiolégicas sobre as plantas de Eucalyptus

urograndis clone 1144 e Urochloa decumbens.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Avaliacdo da ocorréncia de hormesis em Eucalyptus urograndis clone 1144 e

Urochloa decumbens apos aplicacéo de subdoses de isoxaflutole

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Producéo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias AgronOdmicas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Botucatu, SP.
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As unidades experimentais foram compostas por vasos de 1,7 litros,
preenchidos com substrato Carolina Soil® composto por turfa de esfagno, vermiculita
e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (£0,5). As condicbes de semeadura,
desbaste, transplante das mudas e conducédo foram ajustadas para cada espécie. As
plantas foram mantidas em bancadas sob condicdo de plena luz antes e apés a
aplicacdo. As aplicacbes foram realizadas sobre Urochloa decumbens com 4-5
perfilhos em média e as plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144 com
aproximadamente 30-35 cm de altura. Os ensaios conduzidos com seis repeti¢cdes.
A época de transplante e aplicacdo, estadio da planta e condicdes metereoldgicas
estdo descritas na Tabela 19.

Tabela 19 — Epoca de transplante e aplicac&o, estadio da planta e condicdes de

umidade e temperatura no momento da aplicagéo do experimento.

Epoca Estadio da planta Condicao de aplicacéo

. Transplante o Altura  Didmetro N° de Temperatura  Umidade
Especies semeadura Aplicagdo (cm) (mm) perfilho (°C) (%)
Eucalyptus 05/09/22 24/09/22 | 30-35 3,5-5 - 27 72
Urochloa 24/09/22 24/10/22 | 28-31 - 4-5 28 75

As avaliacdes finais de biomassa seca (parte aérea) foram realizadas aos 28
dias apds a aplicacdo (DAA). Foram realizadas avaliacOes de altura das plantas,
didmetro do caule do eucalipto e contagem de perfilhos da Urochloa decumbens aos
3; 7; 14; 21 e 28 DAA. Além das avaliacGes visuais de injuria (fitointoxicacao)
segundo a escala percentual de notas, onde “0” corresponde a nenhuma injuria e
“100” significa a morte das plantas, conforme a Sociedade Brasileira da Ciéncia em
plantas Daninhas (1995).

A altura da planta de E. urograndis clone 1144 foi determinada da base do
caule da planta ao apice da planta, enquanto o diametro mensurado com paquimetro
digital, a altura de trés centimetros do colo da planta. As plantas de U. decumbens
foram mensuradas (altura) da base da planta até a folha mais longa (apice da
planta).

Para determinar a biomassa seca das espécies, as amostras foram
acondicionadas em estufa com circulacdo forcada de ar, mantendo-se 60 °C
constantes por 15 dias, posteriormente pesadas em balanca analitica com precisao
de 0,001 g.
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As avaliagbes de consumo de agua e das variaveis fotossintéticas foram
realizadas em parte dos tratamentos (1,17; 4,68; 37,5 e 600 g i. a ha™),
considerando o tempo necessario para obter essas informacdes em cada unidade
experimental. Foram utilizadas duas unidades analisadores de gas por
infravermelho, IRGA LCpro-SD (ADC BioScientific Ldt, UK) equipados com
compensadores de luz e com a concentragdo de CO, ambiente. Foram analisadas
as seguintes variaveis: i) taxa de assimilacéo liquida de CO, (A, em pmol CO, m™s’
Y: i) Transpiracdo foliar (E, em mmol H,O m?s™); iii) Concentracéo interna de CO,
(Ci, em pmol m?s?). Com base nas trés variaveis citadas acima foram
determinados, também, os valores de eficiéncia instantanea de carboxilagdo (EiC)
((A/Ci), em (umol m™?s™) (umol mol™*)?) e eficiéncia do uso de agua (EUA) ((A/E), em
(umol m?s™) (mmol H,O m2s™)™%).

A aplicacdo do herbicida foi realizada com auxilio do simulador de aplicagédo
de defensivos, com controle de velocidade, pressao e vazao. Sendo utilizada barra
de aplicacdo equipada com quatro pontas de pulverizacdo XR 11002 espacadas de
50 cm e pressurizada a 2 bar. A velocidade foi de 1 m s™ condicionando volume de
aplicacdo de 200 L ha™.

Foi utilizada uma ampla faixa de doses com o objetivo de avaliar a ocorréncia
de hormesis, os efeitos ocorrem em doses muito inferiores as de uso comercial.
Tomando como referencial a dose de bula do herbicida (Fordor 750 WG) (150 g i. a
ha‘l), identificada como “x”, foram utilizadas as seguintes doses: 4x; 2x; X; x/2; x/4;
x/8; x/16; x/32; x/64; x/128 e 0 (tratamento controle sem aplicagéo). As doses acima
da dose comercial contribuiram nos ajustes dos modelos permitindo a estimativa

precisa dos valores minimos previstos para a biomassa.

4.2.2 Procedimentos para a analise dos resultados

Para as curvas dose-resposta, realizadas nos estudos foram ajustados
modelos de regressado n&ao-linear apresentados por Brain e Cousens (1989) e
Streibig (1980) seguindo o procedimento descrito por Velini et al. (2008). Para estes
dados foi utilizado o programa estatistico R e para confeccdo dos graficos o
programa Sigmaplot 12.5, sendo também calculados o intervalo de confianca
(p=0,05) da média no software Microsoft Excel, posteriormente adicionados as

meédias nos graficos (Equacéo 1).
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t*DP

Vn

Equacéo 1: Ic =

Onde, Ic = Intervalo de confianga, t = valor de t tabelado a 5%, DP = desvio padréo e

\n = raiz quadrada do nimero de repeticdes.

A avaliacéo do efeito de hormesis sobre as plantas foi determinado por meio

de modelos de regressfes néo lineares de 5 e 4 parametros com auxilio do software

estatistico R®.
Modelo de 5 parametros de Brain e Coussens (1989) — Modelo 1:

. d—c+fx
Y = T exp(bliog(®) —log(e)))

Modelo de 4 parametros de Streibig (1980) — Modelo 2:

d—c
Y=1x exp(b(log(x) — log(e)))

Os modelos acima usam estrutura unificada com coeficiente “b”
parametrizado, denotando a inclinacdo da curva dose-resposta, “c’ e “d”
representam as assintotas inferior e superior respectivamente, ou limites da

resposta, e o parametro “e” é o logaritmo do ponto de inflexdo. No modelo de Braian
e Cousens (1988) ha uma adicéo do coeficiente “f", sendo o ponto que o diferencia
do modelo de Streibig (1980), desta maneira este parametro se refere a taxa de
estimulo, o que leva a deduzir o efeito hormético, porém segundo KNEZEVIC;
STREIBIG e RITZ (2007) e SCHABENBERGER et al. (1999) esse efeito sO se torna
verdadeiro quando for diferente de 0 a 5% de probabilidade. Desta maneira as
variaveis que apresentaram efeito hormético foram ajustadas dentro do modelo 1.

O ajuste dos dados no modelo de 5 parametros sO é realizado a partir da

analise entre a diferenca da soma de quadrado médio da regressdo dos dois
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modelos. A associacdo do quadrado médio com a inclusdo do coeficiente “f” é
testado com grau de liberdade. Assim se o quadrado médio do modelo 1 for maior
gue o modelo 2 rejeita-se a hipdtese de f=0, ocorrendo o estimulo de hormesis e
assim aplicando o modelo 1. Na ocorréncia do valor do quadrado médio ndo se
mostrar significativo, a hipétese f=0 foi aceita e assim conclui-se que nao havia efeito
de hormesis e utilizou-se o0 modelo 2 (4 parametros) (VELINI, 2008).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Altura

As plantas de E. urograndis clone 1144 aos 28 DAA na dose de 18,75 g i.a ha’
! apresentou um acréscimo na altura de 7 %, os demais tratamentos n&o
apresentaram diferencas em relagéo as doses de isoxaflutole (Figura 27).

As plantas de E. urograndis clone 1144 e U. decumbens apresentaram
comportamentos diferentes a aplicacdo de subdoses e doses acima do
recomendado para o isoxaflutole. O eucalipto apresenta-se mais tolerantes as doses
aplicadas que a U.decumbens.

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacao
(R?) e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos nas

Tabelas 20 e 21.

Tabela 20 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinagdo (R?) e constantes da equacgdo de regrecdo para

altura de plantas de E. urograndis clone 1144 para o isoxaflutole

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 1,264™ 1,194™ 1,330™ 1,354™ 1,459™
Hipotese f£0 -- -- - - -
Modelo - - - - -
Regresséo -- -- -- -- --
R2 - - - - -
Constantes

DO Qo0
1
i
1
i
1
i
1
i
1
i

CV (%) 11,09 10,83 9,58 8,21 8,95
" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f




100

Tabela 21 - Valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de U. Decumbens para o isoxaflutole

U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA

Doses 2,072** 2,601 ** 5,924** 7,275 ** 3,629**

Hipotese f£0 -- -- - - -

Modelo - - - - -

Regresséo - - - - -

R2 - - - - -

Constantes

b - - - - -

C - - - - -

d - - - -- --

e - - - - -

f - - - -- --

CV (%) 6,56 7,97 8,82 8,35 11,37
"™ nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 27 — Altura de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
apo6s a aplicacédo de diferentes doses de isoxaflutole.
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O herbicida isoxaflutole € utilizado no controle de pré-emergéncia de plantas
daninhas monocotiledéneas e algumas dicocotiledoneas (Silva & Silva, 2007). E um
herbicida sistémico baseando-se na inibicdo da sintese de carotenoides, com
registro para culturas florestais, como pinus e eucalipto. Estudos com Eucalyptus
grandis demonstram a seletividade do eucalipto ao isoxaflutole (Adoryan et al.,
2002).

Possivelmente o grande responsavel para que o eucalipto ndo seja afetado
negativamente e também ndo sofra estimulos do herbicida isoxaflutole é a sua
seletividade, mostrando-se tolerante, assim como o milho e cana-de-agucar, pois
sao plantas que tem a capacidade de metabolizar rapidamente o isoxaflutole para
diquetonitrila e a partir deste momento ha uma rapida transformacéo da diquetonitrila
em acido benzoico, que nao possui acao herbicida na planta, sendo transformado no
final do processo em gas carb6nico (Pallet et al., 1998; Sprague et al., 1999).

Apesar da planta U. decumbens ser uma planta mais suscetivel aos estimulos
negativos causados apds a aplicacdo de isoxaflutole houve estimulo em doses
abaixo da concentracdo recomendada (150 g i.a ha™). O estimulo em incremento de
altura para U. decumbens mostra-se presente na menor subdose testada (1,17 g i.a
ha'), o incremento de altura comeca a se diferenciar do controle a partir dos 14
DAA, com aumento de 19 % em relacdo ao controle e com 21 e 28 DAA com
incremento na taxa de altura em relacdo ao controle de 19,7 e 29 %
respectivamente, as demais doses néo tiveram reducéo de altura e nem acréscimos,

mesmo ocorrendo sintomas de fitointoxicagao (Figura 28).
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Figura 28 — Altura de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap6s a
aplicacédo de diferentes doses de isoxaflutole.
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E possivel notar que mesmo sendo uma cultura mais sensivel a tratamentos
com inibidores de carotenoides do que o eucalipto a mesma ndo apresentou uma
reducdo na altura, possivelmente este fato se deve a aplicacdo realizada em pré-
emergéncia, pois aplicagcdes em pos-emergéncia acabam controlando a brachiaria.
O residual deixado no solo pelo isoxaflutole quando aplicado em pré-emergéncia
controla plantas de Brachiaria decumbens e Panicum maximum (Marchiori Junior. et
al., 2005).

Espécies sensiveis ao isoxaflutole possivelmente tem uma metabolizacdo
mais lenta, o que permite a inibicdo enzimatica pelo diquetonitrila. Porém plantas
tolerantes e sensiveis ndo apresentam diferenca na absorcdo e na translocacao do
diquetonitrila, pela rota apoplastica sendo translocaveis através de toda a planta
para as folhas jovens, onde é possivel observar sintomas de fitointoxicagdo em

plantas sensiveis ao inibidor de carotenoide (Pallet et al., 1998).
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4.3.2 Diametro (Eucalyptus urograndis clone 1144)

A analise do didmetro das plantas de E. urograndis clone 1144 ndo apresentou
diferencas em seu incremento e também n&do houve uma paralizagdo ou reducdo em
relacédo ao tratamento controle (Figura 29).

Os valores de F, coeficiente de variacado (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 22.

Tabela 22 - Valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para
diametro de plantas de E. urograndis clone 1144 para o

isoxaflutole

U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA

Doses 1,776 ™ 1,971™ 1,065 1,793™ 1,390™

Hipotese f£0 - - - - -

Modelo - - - - -

Regresséo -- -- -- -- --

RZ _— _— - - -

Constantes

b - - - - -

C - - - - -

d - - - - -

e - - - - -

f - - - - -

CV (%) 11,55 9,36 9,40 11,01 10,44
" nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 29 — Diametro de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias

apos a aplicacao de diferentes doses de isoxaflutole.
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O isoxaflutole tende a apresentar os sintomas nas folhas mais jovens, porém
como comentado no intem anterior (4.3.1) sobre altura, as plantas dicotiledéneas
tolerantes a este herbicida ndo apresentam sintomas devido a metabolizacdo do
herbicida. O que faz com que essas plantas também ndo apresentem resultados nas
avaliagOes de diametro.

4.3.3 Perfilho (Urochloa decumbens)

Ao realizarmos a conta de incremento do niumero de perfilhos dos 3 DAA para
os 28 DAA percebemos que o numero de perfilhos foi afetado pelo isoxaflutole. Pois
dos 3 aos 28 DAA o controle teve um incremento de 5 perfilhos, enquanto as doses
testadas de isoxaflutole tiveram em média incrementos de 2 perfilhos por tratamento.
Para exemplo podemos observar a menor dose testada de 1,17 g i.a ha™ a dose
intermediaria de 18,75 g i.a ha™ e a dose maxima de 600 g i.a ha™, que obtiveram
um acréscimo de 1; 2 e 2 perfilhos respectivamente (Figura 30).

Os valores de F, coeficiente de variagcao (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 23.
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Tabela 23 - Valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

perfilho de plantas de Urochloa decumbens para o isoxaflutole

U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA

Doses 0,783™ 1,089™ 2,068 ** 2,210 ** 1,935™

Hipotese f£0 -- -- - - -

Modelo - - - - -

Regresséo - - - - -

R2 - - - - -

Constantes

b - - - - -

C - - - - -

d - - - -- --

e - - - - -

f - - - -- --

CV (%) 50,52 51,15 46,69 45,93 43,87
" nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 30 — Perfilho de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias apo0s a

aplicacao de diferentes doses de isoxaflutole.
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A reducdo no numeros de perfilhos em relacdo ao tratamento controle pode
ser por conta do efeito do isoxaflutole nas plantas, onde as mesma estdo sobre
estresse. A despgmentacdo (descoloracdo) das plantas pode reduzir a taxa
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fotossintética e diminuir a producdo de energia da planta para que possa haver
desenvolvimento. Outro motivo pode ser que as plantas estavam de alguma maneira
realizando uma metabolizacdo lenta do herbicida e despreendendo sua energia a
essa resposta (Hendrey et al., 1987; Pallet et al., 1998). Além da resposta que a
planta apresenta ao estresse ocasionado pelos tratamentos com isoxaflutole, o fato
do herbicida ser sistémico faz com que ela seja transportado na planta chegando em
outros tecidos, como colmo e raizes, o que afeta diretamente a producdo de
perfilhos na planta (Silva & Silva, 2007).

A organizacdo das plantas para aplicacao dos tratamentos € muito complexa
guando estamos avaliando mais de um parametro ao mesmo tempo. A distribuicao
entre as repeticfes para evitar a0 maximo as variacdes e para que os tratamentos
figuem mais homogéneos possiveis, € muito complicada a partir do momento em

que estamos avaliando altura e niumero de perfilhos da planta.

4.3.4 Fitotoxidade

A espécie E. urograndis clone 1144 se mostrou tolerante as doses testadas de
isoxaflutole. Os sintomas de fitointoxicacdo apresentam-se a partir da dose de 37,5 g
i.a ha™, as subdoses abaixo ndo apresentaram nenhuma injuria. Os maiores niveis
de injaria foram observados aos 14 DAA na dose de 600 g i.a ha™ com taxa de
intoxicacdo de 7,5 %, o que demostra que mesmo a maior dose nao € responsavel
por causar danos consideraveis ao eucalipto, aos 28 DAA esse sintoma se atenuou
para 5 % de injaria, 0 que mostra que provavelmente se o experimento fosse
conduzido por mais tempo a planta ndo apresentaria nenhum sintoma de injuria. A
dose normal do isoxaflutole recomendada de 150 g i.a ha' ndo obteve

fitointoxicagdo maior que 5 %, podendo ser comparada a maior dose(Figura 31).
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Figura 31 — Fitointoxicagcdo de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e
28 dias ap0s a aplicacdo de diferentes doses de isoxaflutole.
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As plantas de U. decumbens ndo apresentaram sintomas de injiria aos 3
DAA, aos 7 DAA houve injarias de 5 % na dose de 600 g i.a ha™, nesta mesma dose
0 maximo de fintointoxicagdo observado foi de 57 % aos 28 DAA. As subdoses
menores que 4,68 g i.a ha™ apresentaram intoxicacdes leves em todos os periodos,
abaixo de 10 %. A U. decumbens ndo apresentou sinais de recuperacao até o final
do experimento para as doses maiores que 18,75 g i.a ha™, porém ndo teve
sintomas de injuria maiores que 60 %, o que possivelmente pode fazer com que a
planta tenha respostas ao estresse causado e consiga se recuperar com o passar do
tempo. As subdoses abaixo de 18,75 g i.a ha™ apresentam sinais de recuperacéo
das injurias entre os 21 e 28 DAA (Figura 32).
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Figura 32 — Fitointoxicacdo de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s
a aplicacéo de diferentes doses de isoxaflutole
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Nos tratamentos com isoxaflutole na espécie U. decumbens houve a perda da
coloracdo da planta e posteriores manchas seguidas de necrose, os tecidos novos
gue surgiram ja se apresentavam sem pigmento no inicio do seu desenvolvimento.
As plantas de E. urograndis clone 1144 ndo apresentaram muitos dos sintomas
citados acima, apenas uma leve perda de pigmentacdo (5 a 10 % de injaria) nas
doses de 150; 300 e 600 g i. a ha™. Os autores Agostinetto et al. (2010) trataram a
cultura de eucalipto com doses de isoxaflutole e oxyfluorfen, os herbicidas se
mostraram seletivos a cultura nas doses de 150 e 1680 g i. a ha™.

O sintoma caracteristico causado pelos herbicidas inibidores de carotenoides
€ causado devido & perda da pigmentagdo, pois o0 herbicida age na fitoeno
desaturase, uma enzima precursora incolor dos carotenoides, porém essa enzima é
catalisada antes da conversdo do fitoeno. Desta maneiara 0s sintomas estdo
associados com o acumulo do fitoeno, no entanto nem o isoxaflutole nem o
diquetonitrila inibem a tividade desta enzima. O diquetonitrila inibe a 4-hidroxifenil-

piruvato dioxidase (HPPD) com degradacdo do amino&cido tirosida que inibe
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indiretamente o fitoeno desaturase resultado da deplecéo da plastioquinona (Pallet
et al., 1998; Viviani et al., 1998).

A bioativacdo do herbicida pode estra ligada a susceptibilidade da planta
tratada. Em comparacédo com o isoxaflutole temos o clomazone, quando aplicado em
plantas de arroz tolerantes metabolizaram menos o herbicida (64 %) do que a
espécie Echinochloa phyllopogon (84%) (Tenbrook; Tjeerdema, 2006). Através do
resultado tem-se outro fator, onde a maior metabolizacdo do herbicida pode
aumentar a producdo de metabdlitos fitotoxicos. No caso da Echinochloa
phyllopogon ela ndo teve tantas injurias quanto outras plantas sensiveis, esse fato
possivelmente se deve ao fato da espécie metabolizar menos o herbicida em
metabdlitos fitotoxicos, causando um menor nivel de intoxicacdo (Yasuor et al.,
2010).

Outros resultados de baixos niveis de intoxicacdo podem ser vistos em
Myracrodruon urundeuva (aroeira), com dose normal de isoxaflutole de 150 g i. a h&
! ndo havendo efeito fitotoxico até os 28 DAA (Duarte et al., 2006). Na cultura do
eucalipto foi registrado seletividade do herbicida apés aplicacdes de isoxaflutole,
com niveis de injuria de 3 %, resultado que corrobora com este trabalho (Agostinetto
et al., 2010).

4.3.5 Analises fisioldgicas

As respostas fisioldgicas apresentadas por E. urograndis clone 1144 estéo
diretamente ligadas com o mecanismo de acdo do herbicida isoxaflutole. Aos 14
DAA o eucalipto aumentou sua transpiragao gradativamente com o aumento das
doses, em comparagao com o tratamento controle houve um aumento de 8,5; 12,5;
15 e 30 % para as respectivas doses 1,17; 4,68; 37,5 e 600 g i.a ha™, porém a taxa
de assimilacéo de CO, diminuiu, o que fez com que a eficiéncia do uso da agua nao
apresentasse diferenca nas menores doses, poréem € possivel observar uma queda
na maior dose 600 g i.a ha™ de 29 %. A taxa de eficiéncia intrinseca de carboxilacdo
nao apresentou alteracdo aos 14 e 28 DAA, o0 que se deve a homogeninadade do
carbono interno entre os tratamentos (Figura 33).

A maior diferenca nos resultados é possivel ser observada aos 14 DAA, pois
aos 28 DAA os tratamentos se igualaram ao controle, fato este que pode ser
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explicado pela rapida metabolizacdo da planta dicotiledénea mais tolerante ao

herbicida aplicado em pos-emergéncia (E. urograndis clone 1144).

Figura 33 — Analises fisiolégicas de Transpiracdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilagdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacdo (A) de E. urograndis clone 1144 aos 14 e

28 dias apos a aplicacéo de diferentes doses de isoxaflutole.
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A U. decumbens é uma planta mais sensivel ao isoxaflutole que as plantas de
E. urograndis clone 1144. A taxa de assimilacdo de CO;, aos 14 DAA decresceu em
funcdo das doses aplicadas, este comportamento pode ser observado com maior
evidéncia nas doses de 4,68; 37,5 e 600 g i.a ha™ com reducdo de 14; 58 e 63 % em
relacdo ao controle respectivamente, no mesmo periodo e nas doses citadas acima
houve um acréscimo no carbono interno de 24; 75 e 86 % respectivamente. O
aumento do carbono interno e a redugdo da assimilagdo causou uma queda na
eficiéncia intrinseca de carboxilagdo de 15; 76 e 84 % em relacdo ao controle
respectivamente. A queda da assimilacdo em conjunto com a estabilizacdo da
transpiracdo da planta ocasionou queda na eficiéncia do uso da agua, com reducdes
em porcentagem do controle de 20; 60 e 67 % nas doses 4,68; 37,5 e 600 g i.a ha™,

respectivamente (Figura 34).
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Figura 34 — Andlises fisiologicas de Transpiragdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacdo (A) de U. decumbens aos 14 e 28 dias

apos a aplicacao de diferentes doses de isoxaflutole.
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O eucalipto apresenta menos respostas as variaveis fisiolégicas,
principalmente nas subdoses do isoxaflutole, este fato se deve a rapida
metabolizacdo do herbicida. Herbicidas inibidores de carotenoides apresentam
poucos danos aos carotenoides pré-existentes, desta maneira a resposta ao
herbicida é vista com maior facilidade em células mais jovens, porém devido a essa
rapida metabolizacdo, a formacao de tecidos jovens ndo € afetada no E. urograndis
clone 1144 (Vidal, 1997; Oliveira Junior; Constantin, 2001).

A U. decumbens apresenta uma maior taxa de carbono interno nas maiores
doses, porém houve a reducdo de assimilacdo, provavelmente isto se deve a
abertura de estdmatos na fase inicial da planta. A transpiracdo estabilizou pois a
planta estava absorvendo carbono devido a abertura dos estbmatos, mas este
carbono ndo estava sendo assimilado, pois os processos do ciclo de Calvin ficam
comprometidos com o uso de inibidores de carotenoides (Carretero, 2008).

Devido ao mecanismo de acéo dos inibidores de carotenoides a fotossintese

da planta é afetada, pois com os carotenoides comprometidos ha uma reducdo na
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captacdo do espectro de luz do qual a energia € capturada. Com os carotenoides
comprometidos a planta ndo consegue se autorregular no excesso de energia
capturada para o processo de fotossintese, havendo um acumulo de energia (Ross;
Childs, 1996). A auséncia dos carotendides faz com que a energia em excesso seja
transferida para o oxigénio, resultando na forma excitada de oxigénio, o qual &€ mais
reativo, responsavel por causar danos foto-oxidativos as plantas, o que ocasiona a

morte celular dos tecidos (Demmig-Adams; Adams Ill, 2000).
4.3.6 Biomassa seca

O E. urograndis clone 1144 se mostrou linear nas variaveis estudadas. Seu
crescimento nao foi afetado, nem seu desenvolvimento em relacdo a diametro do
caule, desta maneira a biomassa dos tratamentos se assemelham ao controle (dose
0). A diferenca em relac@o ao controle é observada nas doses de 2,35 e 300 g i.a ha’
! com incremesto da biomassa seca de 20 e 17 % em relacdo ao controle
respectivamente (Figura 35).

As plantas de U. decumbens ndo sofreram efeitos horméticos em tratamentos
com isoxaflutole para biomassa seca, porém foi ajustado o modelo de quatro
parametros para curva de dose-resposta (Streibig, 1980). As doses utilizadas
reduziram gradativamente a biomassa da espécie. Com 150 g i.a ha™ houve uma
reducdo de 53% % em relacéo a testemunha, enquanto a dose de 600 g i.a ha™ teve
reducdo de biomassa de 58%, ndo havendo incremento de biomassa em nenhuma
dose testada (Figura 35).

Os valores de F, coeficiente de variagcao (CV), coeficiente de determinagao
(R? e constantes da equac&o de regrecdo deste item se apresentam expostos na

Tabela 24.
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Tabela 24 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de
determinagcdo (R? e constantes da equacéo de regrecdo para
biomassa seca de plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144

e U. decumbens para o isoxaflutole

Valor de F E. urograndis clone 1144 U. decumbens
Doses 2,04** 13,11**
Hipotese f£0 -- 0,12
Modelo -- 2
Regresséo - 39,57**
R2 - 0,91
Constantes

b -- 0,74

c - 6,29

d - 15,66

e - 9,70

f - -
CV (%) 16,7 20,68

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 35 - Biomassa seca de U. decumbens e E. urograndis clone 1144 28 dias

apo6s a aplicacao de diferentes doses de isoxaflutole.
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As razbes para os resultados de biomassa podem ser justificados pelos
resultados dos itens anteriores. O E. urograndis clone 1144 n&o apresentou
diferencas relevantes na altura, assim como néo teve alteracdo em seu didmetro do
caule, ndo havendo reducdo de biomassa pois ndo houve paralizacdo do
crescimento das mudas devido a intoxicagcdo. As plantas de U. decumbens por

serem mais sensiveis aos tratramentos com isoxaflutole apresentaram reducédo da
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biomassa nas doses mais altas, fato que provavelmente se deve ao baixo
perfilhamento da espécie apds o tratamento com isoxaflutole, e as injurias sofridas

pela planta apds aplicacao.

4.4 CONCLUSAO

As plantas de E. urograndis clone 1144 s&o tolerantes ao herbicida
isoxaflutole, o comportamento das plantas dispostas no controle s&o muito
semelhantes com os tratamentos de subdoses e superdosagens do herbicida. Nao
interferindo em crescimento (altura), diametro e biomassa seca, além de nao
apresentar sintomas de injurias. A metabolizacdo do herbicida pelas plantas de
eucalipto tratadas com isoxaflutole é rapida, o que justifica a baixa porcentagem de
injaria visual e os efeitos fisioldgicos apresentados.

As plantas de U. decumbens sé@o espécies mais sensiveis ao contato com o
isoxaflutole, porém né&o foi observado uma reducéo de altura, e sim uma reducéo no
namero de perfilhos, o que pode ter afetado diretamente a biomassa seca da
espécie. As respostas fisiolégicas acontecem devido ao campo de acdo do
herbicida, agindo na taxa fotossintética da planta.

As duas espécies ndo apresentaram efeitos horméticos para as subdoses de
isoxaflutole, porém os resultados séo interessantes na questao do manejo, sabendo
gue o isoxaflutole € um dos poucos herbicidas seletivos e registrados para 0 uso em
florestas. Porém nota-se que ao final do experimento a U. decumbens apresentava
uma recuperacdo gradativa, mas para que essa afirmacdo seja consolidada é
necessario estudos com maiores periodos de avaliacdo, assim como estudos sobre
a acdo deste herbicida em aplicacbes de pré-emergente em outras espécies,
sabendo que cada espécie ira responder de maneira diferente ao estresse

submetido.
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CAPITULO 5

AVALIACAO DE POSSIVEIS EFEITOS HORMETICOS EM Eucalyptus urograndis
E Urochloa decumbens APOS A APLICACAO DO HERBICIDA GLUFOSINATE

5.1 INTRODUCAO

O uso de herbicidas € um assunto polémico, porém em muitas culturas ou em
lugares de dificil controle de plantas daninhas o uso de moléculas que causem
estresse e morte de plantas indesejadas é essencial para que o desenvolvimento da
cultura de interesse ocorra sem grandes danos. Devido ao dificil controle de plantas
daninhas e do uso excessivo de moléculas antigas e ja conhecidas, como é o caso
do glyphosate, existem plantas daninhas que se tornam resistentes (Heap, 2020).
Devido a este fato muitos herbicidas sdo langados no mercado tentando tampar a
lacuna deixada por herbicidas que antigamente controlavam grande parte das
plantas.

O herbicida glufosinato € ndo seletivo e amplamente utilizado no controle de
plantas daninhas, principalmente para descecar o terreno antes do plantio, pois sua
atividade € de um amplo espectro de controle. Este herbicida € inibidor da glutamina
sintetase (GS). A enzima presente no herbicida é responsavel pela assimilacdo do
nitrogénio nas plantas (Matos-Nogueira et al., 2005). O glufosinato é responséavel por
promover o aumento e a acumulacdo de niveis de aménio na planta o que gera
efeitos fitotdxicos. Esse incremento de amoénio causa a interrupcdo da fotossintese,
ruptura da estrutura do cloroplasto e formacéo de vesiculas no estroma, bloqueando
a reassimilacdo do amonio durante a fotorrespiracdo (Manderscheid, 2005). Porém
segundo Masclaux-Daubresse et al. (2006) ha duvidas que somente a acumulacéo
de amoénio esteja relacionada a drastica toxicidade de plantas.

Devido ao potencial de uso deste herbicida na agricultura e até mesmo em
areas florestais, é necessario entender o seu comportamento nas plantas, no solo,
na agua e até mesmo na interagdo com microorganismos. Um fato em potencial que
pode ocorrer durante a aplicacdo é a formacdo de subdoses do produto, devido a
erros de pulverizagéo, recochetiamento de barras de aplicagéo e causas ambientais.
Esses efeitos que proporcionam subdoses de produtos (herbicidas), e podem causar

estimulos em plantas ndo desejadas, como € o caso das plantas daninhas que
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margeiam ou que estdo no local de producao agricola ou florestal, é conhecido como
hormesis.

O efeito hormético pode ser explicado como um fenbmeno que baixas doses
de um agente extressor causa efeitos benéficos na planta tratada, desta maneira
verifica-se o comportamento bifasico da curva dose-resposta, havendo estimulo ou
inibicdo em diferentes doses (Bukowski; Lewis, 2000; Calabrese, 2004; Mattson,
1997; Murado; Véasquez, 2010). Este efeito caracterizado como hormesis é
comprovado e estudado em varias culturas, porém o seu efeito em plantas daninhas
ainda € pouco estudado e bastante limitado (Abbas et al., 2016). Para plantas
daninhas resistentes a herbicidas é possivel que a dose responsavel por causar
hormesis aumenta em funcdo da dose necessaria para realizar o controle, o que
remete a frase de Paracelso, onde ele diz “a dose faz o veneno”.

A compreensdo dos danos e dos estimulos causados por subdoses de
glufosinate ajuda a fornecer informacdes valiosas para o desenvolvimento de
estratégias de manejo de plantas daninhas, tornando-o mais eficaz e eficiente.
Portanto o objetivo deste estudo € investigar os efeitos horméticos causados por
subdoses de glufosinate em plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa
decumbens, e quais sdo os efeitos do produto sobre a morfologia e fisiologia das

plantas tratadas com o herbicida.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Avaliacdo da ocorréncia de hormesis de Eucalyptus urograndis clone 1144 e U.

decumbens apoés aplicacdo de subdoses de glufosinate

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Producéo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Botucatu, SP.

As unidades experimentais foram compostas por vasos de 1,7 litros,
preenchidos com substrato Carolina Soil® composto por turfa de esfagno, vermiculita
e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (x0,5). As condicbes de semeadura,
desbaste, transplante das mudas e condug¢do foram ajustadas para cada espécie. As

plantas foram mantidas em bancadas sob condi¢cdo de plena luz antes e apés a
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aplicacdo. As aplicacbes foram realizadas sobre Urochloa decumbens com 4-5
perfilnos em média, e as plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144 com
aproximadamente 30-35 cm de altura. Os ensaios conduzidos com seis repeticoes.
A época de transplante e aplicacdo, estadio da planta e condicbes metereologicas

estao descritas na Tabela 25.

Tabela 25 — Epoca de transplante e aplicacéo, estadio da planta e condi¢des de

umidade e temperatura no momento da aplicacdo do experimento.

Epoca Estadio da planta Condicéo de aplicacéo

Espécies Transplante Aplicacio Altura  Diametro N° de Temperatura Umidade
b semeadura plicag (cm) (mm) perfilho (°C) (%)
Eucalyptus 05/09/22 24/09/22 | 30-35 3,5-5 -- 27 72
Urochloa 24/09/22 24/10/22 | 28-31 -- 4-5 28 75

As avaliacdes finais de biomassa seca (parte aérea) foram realizadas aos 28
dias apds a aplicacdo (DAA). Foram realizadas avaliacdes de altura das plantas,
diametro do caule do eucalipto e contagem de perfilhos da Urochloa decumbens aos
3; 7; 14; 21 e 28 DAA. Além das avaliacbes visuais de injaria (fitointoxicacéo)
segundo a escala percentual de notas, onde “0” corresponde a nenhuma injuria e
“100” significa a morte das plantas, conforme a Sociedade Brasileira da Ciéncia em
plantas Daninhas (1995).

A altura da planta de E. urograndis clone 1144 foi determinada da base do
caule da planta ao apice da planta, enquanto o diametro mensurado com paquimetro
digital, a altura de trés centimetros do colo da planta. As plantas de U. decumbens
foram mensuradas (altura) da base da planta até a folha mais longa (4pice da
planta).

Para determinar a biomassa seca das espécies, as amostras foram
acondicionadas em estufa com circulacdo forcada de ar, mantendo-se 60 °C
constantes por 15 dias, posteriormente pesadas em balanca analitica com precisao
de 0,001 g.

As avaliacbes de consumo de agua e das variaveis fotossintéticas foram
realizadas em parte dos tratamentos (6,25; 25 e 200 g i. a ha™ para E. urograndis
clone 1144 e 6,25; 25 g i. a ha™® para U. decumbens), considerando o tempo
necessario para obter essas informacdes em cada unidade experimental. Foram

utilizadas duas unidades analisadores de gas por infravermelho, IRGA LCpro-SD
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(ADC BioScientific Ldt, UK) equipados com compensadores de luz e com a
concentragdo de CO, ambiente. Foram analisadas as seguintes variaveis: i) taxa de
assimilacéo liquida de CO, (A, em pmol CO, m™?s™); ii) Transpiracdo foliar (E, em
mmol H,O m™s™); iii) Concentracéo interna de CO, (Ci, em pmol m?s™). Com base
nas trés variaveis citadas acima foram determinados, também, os valores de
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) ((A/Ci), em (umol m?s™) (umol mol™)™)
e eficiéncia do uso de agua (EUA) ((A/E), em (umol m?s™) (mmol H,O m?s™)™).

A aplicacéo do herbicida foi realizada com auxilio do simulador de aplicacéo,
com controle de velocidade, pressao e vazdo. Sendo utilizada barra de aplicagéo
equipada com quatro pontas de pulverizacdo XR 11002 espacadas de 50 cm e
pressurizada a 2 bar. A velocidade foi de 1 m s™ condicionando volume de aplicacéo
de 200 L ha™.

Foi utilizada uma ampla faixa de doses com o objetivo de avaliar a ocorréncia
de hormesis, os efeitos ocorrem em doses muito inferiores as de uso comercial.
Tomando como referencial a dose de bula do herbicida (Finale) (800 g i. a ha™),
identificada como “x”, foram utilizadas as seguintes doses: 4x; 2x; x; x/2; x/4; x/8;
x/16; x/32; x/64; x/128 e 0 (tratamento controle sem aplicacdo). As doses acima da
dose comercial contribuiram nos ajustes dos modelos permitindo a estimativa

precisa dos valores minimos previstos para a biomassa.

5.2.2 Procedimentos para a analise dos resultados

Para as curvas dose-resposta, realizadas nos estudos foram ajustados
modelos de regressdo nao-linear apresentados por Brain e Cousens (1989) e
Streibig (1980) seguindo o procedimento descrito por Velini et al. (2008). Para estes
dados foi utilizado o programa estatistico R e para confeccdo dos graficos o
programa Sigmaplot 12.5, sendo também calculados o intervalo de confiangca
(p=0,05) da média no software Microsoft Excel, posteriormente adicionados as

médias nos graficos (Equacao 1).



121

txDP
Vvn

Equacéo 1: Ic =

Onde, Ic = Intervalo de confianga, t = valor de t tabelado a 5%, DP = desvio padréao e

\n = raiz quadrada do nimero de repeticdes.

A avaliagcédo do efeito de hormesis sobre as plantas foi determinado por meio

de modelos de regressfes néo lineares de 5 e 4 parametros com auxilio do software

estatistico R®.
Modelo de 5 parametros de Brain e Coussens (1989) — Modelo 1:

. d—c+fx
Y = T exp(bllog(®) —log(e)))

Modelo de 4 parametros de Streibig (1980) — Modelo 2:

d—c
Y= 1+ exp(b(log(x) — log(e)))

Os modelos acima usam estrutura unificada com coeficiente “b”
parametrizado, denotando a inclinagdo da curva dose-resposta, “c’ e “d’
representam as assintotas inferior e superior respectivamente, ou limites da

“ 0

resposta, e o parametro “e” é o logaritmo do ponto de inflexdo. No modelo de Braian
e Cousens (1988) ha uma adigcédo do coeficiente “f", sendo o ponto que o diferencia
do modelo de Streibig (1980), desta maneira este parametro se refere a taxa de
estimulo, o que leva a deduzir o efeito hormético, porém segundo KNEZEVIC;
STREIBIG e RITZ (2007) e SCHABENBERGER et al. (1999) esse efeito s se torna
verdadeiro quando for diferente de 0 a 5% de probabilidade. Desta maneira as
variaveis que apresentaram efeito hormético foram ajustadas dentro do modelo 1.

O ajuste dos dados no modelo de 5 parametros sO é realizado a partir da

andlise entre a diferenca da soma de quadrado médio da regressdo dos dois
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modelos. A associacdo do quadrado médio com a inclusdo do coeficiente “f” é
testado com grau de liberdade. Assim se o quadrado médio do modelo 1 for maior
gue o modelo 2 rejeita-se a hipdtese de f=0, ocorrendo o estimulo de hormesis e
assim aplicando o modelo 1. Na ocorréncia do valor do quadrado médio ndo se
mostrar significativo, a hipétese f=0 foi aceita e assim conclui-se que ndo havia efeito
de hormesis e utilizou-se o0 modelo 2 (4 parametros) (VELINI, 2008).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Altura

As plantas de E. urograndis clone 1144 nao apresentaram estimulo aos
tratamentos de subdoses de glufosinate. Porém o modelo de 4 parametros foi
ajustado para a espécie aos 28 DAA. A dose normal recomendada para uso do
herbicida apresentou queda de altura em relacdo ao controle (28 DAA), assim como
as demais doses gue apresentam-se acima desta. Desta maneira as doses de 800;
1600 e 3200 g i.a ha™ obtiveram reducBes de altura em 18; 17 e 15 %
respectivamente em relacdo ao controle, havendo uma estabilidade a partir da dose
recomendada. As menores subdoses testadas se encontraram com valores
préximos ao controle (Figura 36).

Os valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacgao
(R? e constantes da equacdo de regrecdo deste item se apresentam expostos nas
Tabelas 26 e 27.
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Tabela 26 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de E. urograndis clone 1144 para o glufosinate

E. urograndis clone 1144 altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 0,615™ 0,687™ 1,303™ 3,166** 4,746
Hipotese f£0 -- -- -- -- 0,228
Modelo -- -- -- -- 2
Regresséo -- -- -- -- 14,45
R? -- -- -- - 0,91
Constantes

b -- -- -- -- 8.68756
c - - -- -- 41.43348
d -- -- -- -- 49.75016
e -- -- -- -- 497.13326
f -- -- -- -- --

CV (%) 8,86 8,91 8,22 8,40 9,47

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Tabela 27 - Valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2) e constantes da equacdo de regrecdo para

altura de plantas de U. Decumbens para o glufosinate

U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 4,771 26,817 ** 32,753** 45,505 ** 61,062**
Hipotese f£0 -- 6,775 5,871 14,062 33,777
Modelo -- 1 1 1 1
Regresséo - 65,99 80,60 112,76 146,18
R2 - 0,98 0,98 0,99 0,96
Constantes

b - 2.22173 2.67452 2.65772 2.60985
c - 29.56494 29.87209 29.83787 29.38709
d - 40.9531 47.04626 48.3727 52.18934
e - 58.05481 81.58134 76.59655 66.47348
f - 0.23585 0.18169 0.27358 0.57375
CV (%) 6,80 8,00 9,80 9,09 10,05

" nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 36 — Altura de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias

apos a aplicacao de diferentes doses de glufosinate.
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O glufosinate € um herbicida pouco seletivo (Brunharo et a., 2014). Os efeitos
de reducdes de altura para as espécies E. urograndis clone 1144 e U. decumbens
podem estar relacionadas aos mesmos fatores para ambas as espécies.
Possivelmente devido aos efeitos que o glufosinate causa nas plantas, este
herbicida pode afetar a sintese de aminoacidos (Tachibana et al., 1986) . O
glufosinate inibe a enzima glutamina sintetase, que desempenha um papel
fundamental na sintese de glutamina (Hess, 2000). A glutamina ou glutamato € um
aminoacido fundamental que atua na sintese de clorofila da planta, e atua na
fotossintese, aumentando a reserva de carboidratos, o que interfere diretamente nos
processos metabdlicos da planta. Portanto a reducdo dessa via metabdlica resulta
na reducdo da disponibilidade da glutamina e de outros aminoéacidos, afetando o
crescimento celular e a elongacgéo dos tecidos vegetais.

A aplicacdo de subdoses de glufosinate sobre as plantas de U. decumbens
responderam de maira positiva a estimulos de crescimento das plantas. A partir dos
7 DAA é possivel notar um leve incremento na altura, na dose de 25 g i.a ha™ com 9
% 3m relacdo ao controle, porém esses efeitos de estimulo foram se atenuando com

0 passar dos periodos de avaliagdo. Os maiores efeitos foram encontrados aos 28
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DAA com uma faixa de estimulo (maior que 5 %) nas doses de 4,2 883 gi.aha™, a
dose responsavel por causar o estimulo méaximo foi 37 g i.a ha™ com incremento de

25 % em relacéo a dose 0 (Figura 37).

Figura 37 — Altura de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias apés a
aplicacdo de diferentes doses de glufosinate.
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Provavelmente o estimulo observado em altura de U.decumbens é devido a
resposta fisioldgica da planta a subdoses de glufosinate, o que é refletido na
morfologia da planta. HA poucas especulacdes sobre os efeitos do glufosinate no

estimulo de plantas daninhas.

5.3.2 Diametro (Eucalyptus urograndis clone 1144)

O diametro das plantas de E. urograndis clone 1144 acompanharam o mesmo
compostamento da altura das plantas descrita no item anterior. Isso demonstra o
crescimento constante da planta e muito proxima ao controle nas subdoses de
glufosinate, porém acima da dose recomendada para o uso do glufosinate (800 g i.a
ha') aos 28 DAA a queda do diametro em relacdo ao controle é de 3 %. Como
comentado as subdoses se mantem lineares em relacdo ao controle né&o

apresentando efeitos horméticos (Figura 38).
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Os valores de F, coeficiente de variacado (CV), coeficiente de determinacao
(R? e constantes da equac&o de regrecdo deste item se apresentam expostos na
Tabela 28.

Tabela 28 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacado de regrecdo para

diametro de plantas de E. urograndis clone 1144 para o

glufosinate
U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 1,043™ 1,116"™ 2,528** 3,687 ** 8,374**
Hipotese f£0 -- -- -- 2,849 5,121
Modelo -- -- -- 2 2
Regresséao -- -- -- 10,69 26,71
R2 -- -- -- 0,87 0,96
Constantes
b -- -- -- 4.01758 3.23678
c -- -- -- 4.83059 4.82226
d -- -- -- 5.97877 6.49457
e -- -- -- 520.42264 570.22064
f — _— - - -
CV (%) 10,67 8,81 8,54 12,05 9,98

" nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 38 — Diametro de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e 28 dias
apoés a aplicacado de diferentes doses de glufosinate.
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O que pode explicar um efeito menos acentuado da curva dose resposta nas

menores doses € a tolerdncia do E. urograndis clone 1144 a subdoses de
glufosinate, sendo menos afetado que culturas sensiveis, porém € necessario que
sejam realizados mais estudos para que se possa afirmar este fato. A dose
recomendada para aplicacéo (800 g i.a ha), a metada da dose (400 g i.a ha™) e as
duas doses superiores (1600 e 3200 g i.a ha™), causam efeitos de perda de
incremento das variaveis, pois o composto afeta diretamente o desenvolvimento das
plantas.
E importante estudar a seletividade sobre cultivos transgénicos e clones, afim de
entender os mecanismos de fitointoxicagdo. A seletividade do glufosinate € garantida
para cultivos tolerantes, pelos fabricantes, em doses de bula (de 500 a 700 g ia ha™).
A utilizacdo do produto de forma continua e repetitiva contribui para que aparecam
biétipos resistentes aos herbicidas (Albrecht et al., 2013; Albrecht et al., 2018).

O glufosinate ndo possui registro ndo agricola (NA), desta maneira 0s
trabalhos realizados com este composto em areas florestais ou espécies florestais
sdo excassos. O comportamento de hormesis com glufosinate também é pouco

estudado, o que demonstra a importancia deste estudo inicial.

5.3.3 Perfilho (Urochloa decumbens)

Para que os resultados de perfilho fiqguem mais evidentes € possivel realizar a
subtracdo da primeira avaliacdo (3 DAA) com a ultima (28 DAA), desta maneira
consegue-se ter a porcentagem de incremento ao longo do tempo, com os dados em
porcentagem do controle tem-se o incremento de 5 perfilhos no tratamento sem
aplicacdo, enquanto as subdoses que apresentaram estimulo em altura 6,25; 12,5;
25 e 50 g i.a hat apresentam incremento de 4; 3; 3 e 2 perfilhos, que em
porcentagem do controle equivale a reducao de 20; 40; 40 e 60 % respectivamente.
A dose normal de uso recomendada (800 g i.a ha™) e as duas doses acima desta
nao apresentaram nenhum acréscimo de perfilho ao longo dos periodos (Figura 39).

Os valores de F, coeficiente de variagcao (CV), coeficiente de determinagéao
(R? e constantes da equacao de regrecao deste item se apresentam expostos na
Tabela 29.
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Tabela 29 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R?) e constantes da equacdo de regrecdo para

perfilho de plantas de U. decumbens para o glufosinate

U. decumbens altura

Valor de F 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Doses 1,759"™ 2,084 ** 3,916** 4,517* 4,558**
Hipotese f£0 -- -- -- -- --
Modelo -- -- -- -- --
Regresséo -- -- -- -- --

RZ _— _— _— _— -
Constantes

b - - - - -

DO Q0
1
|
1
|
1
i
1
|
1
1

CV (%) 48,73 47,56 42,73 40,70 39,82
"™ nao significativo ; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f

Figura 39 — Perfilho de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s a

aplicacao de diferentes doses de glufosinate.
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A falta de estimulos de perfilhos novos na aplicagdo com glufosinate
provavelmente se deve a planta estar respondendo o agente extressor de outra

maneira, no caso da U. decumbens, a planta estava respondendo o extresse gerado
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atravéz do incremento em altura. Trabalhos realizados com arroz mostram que a
planta também n&o respondeu a estimulos de perfilhos apdés a aplicagdo de
subdoses de 0; 15; 30; 60; e 100 g ia ha ™ (Ferrari et al., 2021).

5.3.4 Fitotoxidade

Os niveis de injuria para as aplicacoes de glufosinate refletem os dados
observados. De maneira que a redugédo da altura e do diametro para Eucalyptus
urograndis clone 1144 foram observadas nas doses que apresentaram 0S maiores
niveis de intoxicacdo. As subdoses até 200 g ia ha ™ apresentam fitointoxicacdo aos
28 DAA de 16 %, enquanto as doses responsaveis por diminuir oS outros
parametros avaliados foram de 51; 75; 94 e 100 para 400; 800; 1600 e 3200 g ia ha "
! respectivamente (Figura 40).

Figura 40 — Fitointoxicacdo de Eucalyptus urograndis clone 1144, 3; 7; 14; 21 e

28 dias apo6s a aplicacédo de diferentes doses de glufosinate.
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Os sintomas apods a aplicacado do glufosinate se manifesta rapidamente para
ambas as culturas (Eucalyptus urograndis clone 1144 e Urochloa decumbens). Os
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primeiros sinais da intoxicagdo pelo herbicida € o murchamento das folhas e a
clorose, ocorrendo entre 3 e 5 dias ap0s a aplicacdo, em seguida ocorre a necrose
do tecido foliar, que pode duar até duas semanas ap0s 0s sintomas iniciais. Porém
para acelerar os efeitos causados pelo glufosinate € necessario incidéncia de luz e a
umidade do solo e do ar elevada (Vidal et al., 2014).

Um dos fatores responsaveis da fitointoxicacdo das plantas é o acumulo de
amonia na planta, dentro de poucas horas apos o tratamento a aménia na planta
tratada pode chegar a 10 vezes maior que em plantas sem o tratamento (Hess,
2000; Krenchinski et al., 2018).

A U. decumbens como visto no item anterior (5.3.1) apresentou uma faixa de
estimulo aos 28 DAA de 4,2 a 83 g ia ha™, em comparagdo com os niveis de
fitointoxicacdo essa faixa apresenta injurias de 0; 0; 2,5 18 e 45 % paras as
subdoses de glufosinate de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 g ia ha ™ respectivamente.
Desta maneira observa-se que a dose até 50 g ia ha * apresenta valores reduzidos
de intoxicacdo, que provavelmente com avaliacdes futuras com periodos mais
longos haveria recuperacéo das plantas. A dose de referéncia testada (dose normal
recomendada de 800 g ia ha™) apresentou 75 % de intoxicacdo da cultura,
aumentando os niveis para 94 e 100 % nas doses acima da recomendada (1600 e

3200 g ia ha ™ respectivamente) (Figura 41).
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Figura 41 — Fitointoxicacdo de Urochloa decumbens, 3; 7; 14; 21 e 28 dias ap0s
a aplicacao de diferentes doses de glufosinate.
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Como mencionado as menores doses de glufosinate causaram uma baixa
intoxicacdo, essas doses foram responsaveis pelo incremento de altura, e de
biomassa seca de U. decumbens. Porém as doses acima de 100 g ia ha™
apresentam maior nivel de intoxicacdo. O controle de plantas daninhas com a
utilizacao do glufosinate € muito comum, devido a sua eficacia. Trabalhos relatam o
controle de plantas daninhas apds a aplicacéo do glufosinate no campo e em teste
na casa de vegetacdo, demonstrando varios graus de sensibilidade das plantas aos
tratamentos e a diferentes doses (Mersey et al.,, 1990; Neto et al., 2000; Ridley;
Mcnally, 1985; Steckel et al., 1997). O controle em Abutilon theophrast Medik,
ambrdosia comum (Ambrosia artemisiifolia L.), Setaria faberi Herrm, caruru
(Amaranthus rudis Sauer) e corda-de-viola (Ipomoea spp. L.) passaram de 85 % com
glufosinate aplicado isolado em doses de 290 e 400 g i.a.ha™. Quando os autores
aplicaram glufosinate sobre a cultura de milho resistente houve controle superior a
82 % em corda-de-viola (Ipomoea hederacea L.), capim massambara (Sorghum

halepense L.), P. fasciculatum Sw., Cucumis melo L., P., Panicum texanum Buckl e
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leiteiro (Euphorbia dentata Michx.) utilizando dose de 300 g i.a.ha™. (Beyers et al.,
2002).

Doses superiores a 100 g i.a.ha’ de glufosinate de aménio afetam o
rendimento quantico do fotossistema Il e a matéria seca das plantas daninhas
cruciferas. As doses maiores que a utilizada como referéncia neste capitulo (800 g
i.a.ha™) resulta em uma rapida diminuicéo dos parametros (Merkel et al., 2004).

5.3.5 Andlises fisiolégicas

As andlises fisiologicas realizadas em E. urograndis clone 1144 aos 14 DAA
nao se diferenciaram entre si em comparacdo com o tratamento controle. Aos 28
DAA observa-se um aumento na taxa de transpiracdo (14 % para o tratamento de
6,25 g i.a.ha), com maior transpiracdo os estdmatos estdo abertos e realizando
trocas gasosas, 0 que acarreta em um maior nivel de carbono interno na planta (9 %
para 6,25 g i.a.ha’). Porém as plantas tratadas com 6,25 g i.a.ha’ estavam
assimilando menos CO; (28 %), diminuindo a eficiéncia do uso da agua (35 %) e a

eficiéncia intrinseca de carboxilacao (33 %) (Figura 42).
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Figura 42 — Andlises fisiologicas de Transpiragdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacéo (A) de Eucalyptus urograndis clone 1144
aos 14 e 28 dias apOs a aplicacdo de diferentes doses de

glufosinate.
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As plantas de U. decumbens apresentaram melhores resultados quanto a
estimulo nas duas subdoses testadas ( 6,25 e 25 gi.a.ha™) aos 28 DAA, aos 14 DAA
ndao houve diferencas entre o tratamento controle e as plantas tratadas com
glufosinate. Aos 28 DAA as duas subdoses apresentam reducdo do carbono interno
(14 e 25 % respectivamente, em relagdo ao controle) mesmo havendo um aumento
na taxa de transpiracdo (7 e 17 % respectivamente, em relacdo ao controle) , este
fato pode estra relacionado com o aumento da assimilacdo de CO, (16 e 38 %
respectivamente, em relacdo ao controle). O aumento da assimilagdo de CO2 nas
doses de 6,25 e 25 g i.a.ha™ é responsavel pelo aumento da eficiéncia do uso da
agua (10 e 18 % respectivamente, em relacdo ao controle), jA que ha uma relacéo
direta entre os dois produtos (A/E), assim como o aumento da eficiéncia intrinseca
de carboxilagéo ((A/Ci) 42 e 100 % respectivamente em relagéo ao controle) (Figura
43).
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Figura 43 — Andlises fisiolégicas de Transpiracdo (E); Eficiéncia do uso da
agua (EUA); Eficiéncia intrinseca de carboxilagdo (EiC); Carbono
Interno (Ci) e Assimilacdo (A) de Urochloa decumbens aos 14 e 28

dias ap6s a aplicacéo de diferentes doses de glufosinate.
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Varios sdo os processos que podem tentar explicar as alteracdes fisiologicas
das plantas. O acumulo de aménia acontece em resposta a inibicdo da enzima GS,

7

0 que normalmente é comparado com o inicio da fitotoxidade do herbicida
glufosinate. Porém alguns estudos mostram que ndo € somente o acumulo de
amoénia e a inibicdo da assimilacdo de carbono causado pelo glufosinate que é
toxico a planta, mas sim, a producao de espécies reativas de oxigénio, o que leva a
perioxidagéo de lipideos das membranas celulares e a rapida morte celular na planta
(Costa, 2011).

As aplicacbes de glufosinate podem ser responsaveis por uma série de
fatores que acabam diminuindo as taxas fotossintéticas das plantas, como exemplo
o herbicida pode ser responsavel por afetar a clorofila e aumentar do teor de N no
tecido da planta em doses de até 80 g ha™ (Fleck et al., 2001).

Como comentado o herbicida causa a morte da planta devido & acdo que
promove na enzima glutamina sintetase (Chompoo e Pornprom, 2008). Porém

existem outros fatores que acabam ocasionando a morte da planta, como exemplo o
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esgotamento dos esqueletos de carbono, como a glutamina, o que causa a inibigao
direta da fotossintese, devido a inibicAo causada na ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase.

A assimilacdo de CO, juntamente com a ssimilacdo de nitrogénio, contitui a
principal funcdo de uma célula. Trabalhos demonstram que a principal rota de
assimilacdo do NH4 + produzido nos tecidos foliares é a conversdo deste em
glutamina, seguida pela formacdo de glutamato (Lam et al. 1995). Desta maneira a
biossintese dos aminoacidos em plantas estdo diretamente ligados aos processos
fotossintéticos (Huppe; Turpin, 1994).

O acumulo de aménio € utilizado como um indicador do desempenho do
glufosinate e também auxilia como indicador de tolerancia ao glufosinate (Petersen
et al. 2000; Pornprom et al. 2000). O aumento desse composto ocasiona o
deslocamento no espectro de aminoacidos (Lea et al. 1984; Sauer et al. 1987).
Desta maneira a reacdo de fotorrespiracdo é bloqueada, e a reacdo da luz da
fotossintese é reduzida (Sauer et al. 1987; Wild et al. 1987; Lacuesta et al. 1992). A
reducdo da taxa fotossintética é descrita através do aumento da condutancia

estomatica duas horas apoés a aplicacdo do glufosinate (Coetzer e Al-Khatib, 2001).

5.3.6 Biomassa seca

Os sintomas apresentados na aplicacdo do glufosinato pode ser visto com
maior evidéncia nas plantas tratadas com maiores doses (200; 400; 800; 1600 e
3200 g i.a ha™), apresentando murchamento das folhas e clorose. As injlrias ficaram
aparentes a partir dos trés dias ap0s a aplicacdo, ocasionando a morte das plantas
aos 28 DAA nas doses de 1600 e 3200 g i.a ha™ para E. urograndis e 400; 800;
1600 e 3200 g i.a ha™ para U. decumbens.

A faixa de dose responsavel por causar estimulo na biomassa seca de U.
decumbens é de 7 & 55 g i.a ha™*. Em trabalho realizado por Valente et al. (2020) o
glufosinato de amoénio ocasionou maior fitotoxidade nas doses 0; 30; 60; 90 e 120 ml
ha, porém a sua biomassa seca final se apresentou maior em comparacéo com a
testemunha em espécies de Urochloa brizantha cv. Mandaru e Urochloa ruziziensis.
A dose maxima que causou 0s maiores estimulos de biomassa seca foi 31 g i.a ha™,

ocasionando um estimulo maximo de 12,3% em relac&o a testemunha (Figura 44).
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As plantas de E. urograndis clone 1144 ndo apresentaram hormesis para o
modelo de Brian e Coussens (1989), sendo ajustado o modelo de quatro

parametros. A reducao significativa de biomassa aparece a partir da dose de 93 g i.a

ha™.

Os valores de F, coeficiente de variagcado (CV), coeficiente de determinagao
(R? e constantes da equac&o de regrecdo deste item se apresentam expostos na

Tabela 30.

Tabela 30 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de
determinacdo (R2?) e constantes da equacdo de regrecdo para

biomassa seca de plantas de Eucalyptus urograndis clone 1144

e U. decumbens para o glufosinate

Valor de F E. urograndis clone 1144 U. decumbens
Doses 29,60** 49,38**
Hipotese f£0 1,10 3,92
Modelo 2 1
Regresséo 95,81** 123,15**
R2 0,97 1,00
Constantes

b 2,05 2,62

c 25 1,88

d 12,99 15,60

e 350,05 80,02

f - 0,11
CV (%) 21,21 25,09

" nao significativo; **;* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, de probabilidade pelo teste f
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Figura 44 - Biomassa seca de U. decumbens e E. urograndis clone 1144 28 dias

apods a aplicacao de diferentes doses de glufosinate.
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A U. decumbens apresentou estimulos horméticos apéds tratamento com

subdoses de glufosinate. As plantas de E. urograndis clone 1144 ndo responderam

com estimulos positivos as subdoses do produto, porém nas menores doses

também nao apresentaram perdas significativas.

A U. decumbens apresentou incremento na altura das plantas na faixa de

dose de 4,2 4 83 g i.a ha, porém na biomassa a faixa de dose estreitou-se de 7 a

55 g i.a ha™, os perfilhos da planta apresentaram uma paralizacdo do crescimento,

porém nao afetou a biomassa seca. Quando houve efeitos de intoxicacdo nas

subdoses que apresentaram estimulo estes foram relativamente baixos. Enquanto

as plantas de E. urograndis clone 1144 n&o apresentou respostas as subdoses do

produto.



138

5.5 REFERENCIAS

ABBAS, T. et al. Low doses of fenoxaprop-p-ethyl cause hormesis in littleseed
canarygrass and wild oat. Planta daninha, v. 527, p. 533-34, 2016.

ALBRECHT, L.P. et al. Teores de 0leo, proteinas e produtividade de soja em fungéo
da antecipacdo da semeadura na regido oeste do Parana. Bragantia, v. 67, p. 865-
873, 2008.

ALBRECHT, L.P.; ALBRECHT, A.J.P.; VICTORIA FILHO, R. SojaRR e 0
glyphosate. In: ALBRECHT, L.P.; MISSIO, R.F. (Eds.). Manejo de cultivos
transgénicos. Curitiba: UFPR, 2013. p.25-45.

BEYERS, J. T.; SMEDA, R. J.; JOHNSON, W. G. Weed management programs in
glufosinate-resistant soybean (Glycine max). Weed Technol. v.16, p. 267-273,
2002.

BRUNHARO C. A. C. G.; CHRISTOFFOLETI, P. J.; NICOLAI, M. Aspectos do
mecanismo de acao do amonio glufosinato: culturas resistentes e resisténcia de
plantas daninhas. Revista Brasileira de Herbicidas, v. 13, n. 2, p. 163-177, 2014.

BUKOWSKI, J. A.; LEWIS, R.J. Hormesis and health: a little of what you fancy may
be good for you. South Med J 93:371-374 (2000).

CALABRESE, E. J.; BLAIN, R. The occurrence of hormetic dose responses in the
toxicological literature, the hormesis database: an overview. Toxicol Appl Pharm
202:289-301 (2005).

COETZER, E.; AL-KHATIB, K.; LOUGHIN, T. M. Glufosinate efficacy, absorption and
translocation in amaranth as affected by relative humidity and temperature. Weed
Sci., v. 49, p. 8-13, 2001.

COSTA, M. D-B. L.. Estudo do transcriptoma associado ao déficit hidrico e
desenvolvimento de imunoprecipitacdo de cromatina em cana de acUcar para
estudos de redes regulatorias transcricionais. 2011. Tese de Doutorado.
Universidade de Sao Paulo.

DE MATOS NOGUEIRA, E. et al. Characterization of glutamine synthetase genes in
sugarcane genotypes with different rates of biological nitrogen fixation. Plant
Science, v. 169, n. 5, p. 819-832, 2005.

FLECK, N. G. et al. Acao dos herbicidas atrazine e glufosinate de aménio no
aproveitamento de nitrogénio pelas plantas de milho. Planta Daninha, v. 19, p. 235-
245, 2001.

HEAP |. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds, 2020.
Disponivel em: Disponivel em:<http://www.weedscience.org/> Acessado em
janeiro de 2023.

HESS, F. D. Light-dependent herbicides: an overview. Weed Science, v. 48, p. 160-
170, 2000.



139

HUPPE, H.C.; TURPIN, D.H. Integration of carbon and nitrogen metabolism in plant
and algal cells. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, Palo
Alto, v. 45, p. 577-607, 1994.

KRENCHINSKI, F. H. et al. Glufosinate resistance level is proportional to
phosphinothricin acetyltransferase gene expression in glufosinate-resistant

maize. Journal of agricultural and food chemistry, v. 66, n. 48, p. 12641-12650,
2018.

LACUESTA, M; MUNOZ-RUEDA, A.; GONZALEZ-MURUA, C.; SIVAK, M.N. Effect
of phosphinothricin (glufosinate) on photosynthesis and chlorophyll fluorescence by
barley leaves illuminated under photorespiratory and non-photorespiratory
conditions. J. Exp. Bot., v. 43, p. 159-165, 1992.

LAM, H. M. et al. Use of Arabidopsis mutants and genes to study amide amino acid
biosynthesis. Plant Cell, Rockville, v. 7, p. 887-898, 1995.

LEA, P. J. et al. The action of 2-amino-4 (methylphosphinyl)-butanoic acid
(phosphinothricin) and its 2-oxo-derivative on the metabolism of cyanobacteria and
higher plants. Phytochemistry, Oxford, v. 23, p. 1-6, 1984.

MANDERSCHEID, R. et al. Glufosinate treatment of weeds results in ammonia
emission by plants. Agriculture, ecosystems & environment, v. 109, n. 1-2, 2005.

MASCLAUX-DAUBRESSE, C. et al. Glutamine synthetase-glutamate synthase
pathway and glutamate dehydrogenase play distinct roles in the sink-source nitrogen
cycle in tobacco. Plant physiology, v. 140, n. 2, p. 444-456, 2006.

MATTSON, M. P.; GOODMAN, Y.; LUO, H.; FU, W.; FURUKAWA, K. Activation of
NF-kappaB protects hippocampal neurons against oxidative stress-induced
apoptosis: evidence for induction of manganese superoxide dismutase and
suppression of peroxynitrite production and protein tyrosine nitration. J Neurosci
Res 49:681-697 (1997).

MERKEL, U.; RATHKE, G.W; SCHUSTER, C.; WARNSTORFF. K.; DIEPENBROCK,
W. Use of glufosinate-ammonium to control cruciferous weed species in glufosinate-
resistent winter oilseed rape. Field Crop Reseacher, v. 85, p. 237-249, 2004.

MERSEY, B, G. et al. Factors affecting the herbicidal activity of glufosinate-
ammonium: adsorption, translocation, and metabolism in barley and green foxtail.
Pesticide Biochemistry and Physiology, Maryland Heights, v. 37, p. 90-98, 1990.

MURADO, M. A.; VAZQUEZ, J. A. Biphasic toxicodynamic features of some
antimicrobial agents on microbial growth: A dynamic mathematical model and its
implications on hormesis. BMC microbiol 10:220-234 (2010).

NETO, F. S.; COBLE, H. D.; CORBIN, F. T. Absorption, translocation, and
metabolism of 14C-glufosinate in Xanthium strumarium, Commelina diffusa, and
Ipomoea purpurea. Weed Sci. v. 48, p.171-175, 2000.

PETERSEN, J.; HURLE, K. Einsatz von Liberty zur Klettenlabkrautbeka "mpfung in
glufosinat resistentem Winterraps. Z PflKrankh PflISchutz, Sonderh, v. 17, p. 389-
396, 2000



140

PORNPROM, T.; SURAWATTANANON, S.; SRINIVES, P. Ammonia accumulation
as an index of glufosinate-tolerant soybean cell lines, Pestic. Biochem. Physiol., v.
68, p. 102-106, 2000.

RIDLEY, S. M.; MCNALLY, S. F. Effects of phosphinothricin on the isoenzymes of
glutamine synthetase isolated from plant species which exhibit varying degrees of
susceptibility to the herbicide. Plant Sci. V. 39, p. 31-36, 1985.

Ferrari, S.; Mettifogo, O. S.; Cunha, M. L. O.; dos Santos Cordeiro, L. F.; Bastos, S.
A. C.; Carara, L. G. D.; de Oliveira, L. C. A. (2021). O herbicida glufosinato de
amonio tem potencial para induzir o efeito hormese in upland rice?, Journal of
Environmental Science and Health, Part B, 56:11, 969-976

SEELYE, J.F.; BORST, W.M.; KING, G.A.; HANNAN, P.J.; MADDOCKS, D.
Glutamine synthetase activity ammonium accumulation and growth of callus cultures
of Asparagus officinalis L. exposed to high ammonium or phosphinothricin, J. Plant
Physiol., v. 146, p. 686-692, 1995.

STECKEL, G. J. et al. Glufosinate efficacy on annual weeds as influenced by rate
and growth stage. Weed Technology, Lawrence, v. 11, p. 484-488, 1997.

VIDAL, R. A. et al. Mecanismos de acao dos herbicidas. Aspectos da biologia e
manejo das plantas daninhas, v. 10, p. 235-256, 2014.

WILD, A., SAUER, H., RUHLE, W. The effect of phosphinothricin (glufosinate) on
photosynthesis. I. Inhibition of photosynthesis and accumulation of ammonia. Z.
Naturforsch., v. 42C, p. 263—-269, 1987.

VALENTE, A. et al. Efeito de subdoses de herbicidas na supressao de Urochloa
sp. em consorcio com a cultura do milho. 2020.



141

CONSIDERACOES FINAIS

Podemos afirmar que os efeitos horméticos sdo de extrema importancia para
o campo florestal e agronémico. As respostas de estimulos a diferentes mecanismos
de acdo ainda é pouco estudada, pois a resposta encontrada em hormesis acaba
desafiando a nocao tradicional e cultural das pessoas sobre toxidade.

A resposta referente a hormesis pode ser observada em varios aspectos na
planta, como crescimento, fotossintese, sintese de compostos de defesa e tolerancia
que a prépria planta apresenta ao agente extressor.

E importante ressaltar que a hormesis ndo é um efeito universal, pois caso o
fosse, seria possivel observar os efeitos em todos os herbicidas e em todas as
espécies da mesma maneira, com respostas similares, porém sabemos que € muito
pelo contrario. Este fato torna o fendmeno hormético complexo e ao mesmo tempo
fascinante.

Em resumos os efeitos horméticos aparecem em diferentes componestes da
planta, as respostas sdo observadas tanto na parte morfolégica quanto fisioldgica,
porém nem sempre a resposta de uma varidvel que apresentou estimulo ira
responder igualmente para outra, como exemplo temos altura e biomassa, onde,
nem sempre o estimulo em altura ird ser representado na biomassa ou vice-versa.
Desta maneira podemos afirmar que estudos adicionais serdo necessarios para
esclarecer certas davidas e compreender certas respostas. Este trabalho tem como

objetivo fornecer diretrizes para novos estudos.
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