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EFEITOS DO GLYPHOSATE E DO FOSFORO EM EUCALIPTO

RESUMO - A cultura do eucalipto apresenta uma grande importancia no
cenario econdmico nacional e mundial, oferecendo uma vasta gama de produtos
florestais. No entanto, a disponibilidade de fésforo nos solos raramente é adequada
para o crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas de eucalipto, bem
como para diversas outras culturas. A presenca de plantas daninhas em eucaliptais
€ outro fator limitante, e para o0 manejo da comunidade infestante, glyphosate é o
herbicida mais utilizado. As plantas de eucalipto, quando cultivadas em diferentes
concentracfes de fosforo, podem alterar a expressao génica de transportadores de
fosfato. Em algumas condi¢des, a sintese de transportadores de fosfato de alta
afinidade pode ser incrementada. Esses transportadores podem ter afinidade pelo
grupo fosfonato do glyphosate, transportando esse herbicida via membrana
plasmatica. Assim, podem ocorrer alteracdes no comportamento do glyphosate em
funcdo das concentragtes de fosforo. Estudos do efeito diferencial de glyphosate em
funcdo de concentracbes de fosforo e do transporte de glyphosate mediado por
transportadores de fosfato ainda sdo escassos, principalmente em uma espécie
perene, como o eucalipto. Com essa pesquisa objetivou-se (1) avaliar, em clones de
Eucalyptus urophylla (GG100 e 1144) a cinética de absorcdo de fosforo, as
eficiéncias nutricionais de macronutrientes e seus reflexos no crescimento das
plantas; (2) verificar as alteracBes fotossintéticas, metabodlicas e nutricionais de
clones de E. urophylla (GG100 e 1144) cultivados em concentra¢gfes de foésforo e
submetidos a aplicacéo de glyphosate; e (3) estudar, em E. grandis, a coordenacao
da expressao génica de transportadores de fosfato, a absorcéo e a translocacéo de
14C-glyphosate, e o transporte de **C-glyphosate através da membrana plasmatica
em protoplastos. Os experimentos com E. urophylla foram realizados na
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP, enquanto aqueles com
E. grandis foram desenvolvidos na University of Maryland, Maryland, EUA. Apdés a
avaliacdo dos parametros cinéticos de absorcéo de fésforo, o clone 1144 foi superior,
apresentando menores Cni, € Km (concentracdo limite abaixo da qual a planta é
incapaz de absorver um elemento na solucdo e concentracdo do nutriente na
solucéo onde foi atingida metade da Vimax, respectivamente) e maior Vysx (velocidade
maxima de absorcdo). As eficiéncias de absorcdo, translocacdo e utilizacdo de
macronutrientes também foram maiores no clone 1144, com excecédo da eficiéncia de
utilizacdo de potassio, superior no clone GG100. Nao houve diferencas na eficiéncia
nutricional dos clones em relagdo ao boro. Para a avaliagdo das alteracbes
fotossintéticas, metabdlicas e nutricionais ocasionadas por glyphosate em funcdo de
concentracGes de fosforo, experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao
utilizando areia como substrato (pulverizacéo foliar de glyphosate) e em camara de
crescimento utilizando sistema hidropénico (aplicacéo radicular de glyphosate). Para
ambos 0s experimentos, o0s nutrientes foram oferecidos por meio da solucéo
nutritiva, que foi ajustada para as doses de fésforo 0,5X; 1X e 1,5X de fésforo (em
gue X correspondeu a concentracdo de fosforo recomendada para o preparo da
solucdo nutritiva). Interacdes entre as concentracfes de fésforo e as doses de
glyphosate ocorreram nas caracteristicas que avaliaram o0 processo fotossintético
(teores de clorofila e eficiéncia quantica do fotossistema Il), nos teores de
glyphosate, AMPA e &cido chiquimico, nos teores nutricionais e massas secas.



Essas caracteristicas ou teores foram menores ou mais intensamente reduzidos,
apos glyphosate, nas plantas cultivadas com menores concentracdes de fosforo
(0,5X e, em alguns casos, 1X). Por fim, experimentos foram conduzidos em E.
grandis, e a expressao génica dos transportadores de fosfato (mensurada por meio
de RT-gPCR) nas folhas e nas raizes dessas plantas foram alteradas em resposta a
deficiéncia de fosfato. A expressdo de transportadores de alta afinidade foi
incrementada pela deficiéncia de fosfato. A absorcdo de **C-glyphosate aplicado via
foliar ou radicular foi maior nas plantas submetidas a deficiéncia de fosfato, e a
translocacdo deste herbicida também foi mais rapida nessas plantas. Nos
protoplastos, o transporte de *C-glyphosate via membrana plasmatica ocorreu
rapidamente na auséncia de fosfato, e de modo mais lento quando NaH,PO, foi
adicionado ao meio. Possivelmente, o transporte de fosfato através da membrana
plasmatica foi realizado em um primeiro momento, e com a reducdo do fosfato
disponivel no meio, o transporte de glyphosate foi iniciado, provavelmente, por
transportadores de fosfato de alta afinidade.

Palavras-chave: Eucalyptus grandis, membrana plasmatica, proteinas,
transportadores de fosfato



EFFECTS OF GLYPHOSATE AND PHOSPHOROUS IN EUCALYPT

ABSTRACT - Eucalypt plantation have great importance in the national and
global economic environment, offering a wide range of forest products. However, the
phosphorus availability in soils is rarely appropriate for growth, development and
yield of eucalypt plants, as well as several other crops. The presence of weeds in
eucalypt plantations is another limiting factor, and for weed management glyphosate
is the most used herbicide. Eucalypt plants grown under different phosphorus
concentrations can change phosphate transporters gene expression. Under specific
conditions, high-affinity phosphate transporter synthesis can be increased. Such
transporters can have affinity for glyphosate phosphonate group, transporting this
herbicide through plasma membrane. So, changes may occur in glyphosate behavior
depending on phosphorus concentrations. Studies of glyphosate effect as a function
of phosphorus concentrations and glyphosate transport mediated by phosphate
transporters are still scarce, especially in a perennial species, such as eucalypt. This
study aimed (1) to evaluate, in Eucalyptus urophylla clones (GG100 and 1144), the
phosphorus absorption kinetics, the nutritional efficiency of macronutrients and their
effects on plant growth; (2) verify the photosynthetic, nutritional and metabolic
changes in E. urophylla clones (GG100 and 1144) grown under phosphorus
concentrations and submitted to glyphosate application; and (3) study in E. grandis
the phosphate transporters gene expression coordination, the **C-glyphosate uptake
and translocation, and the **C-glyphosate transport through the plasma membrane
in protoplasts. The experiments with E. urophylla were carried out at Sdo Paulo State
University, Campus of Jaboticabal, SP, while the experiment with E. grandis were
developed at University of Maryland, Maryland, USA. After the evaluation of
phosphorus absorption kinetic parameters, 1144 clone was considered superior,
presenting lower Cnin and Km (respectively, the limiting concentration for absorbing
an element in solution and the nutrient concentration in solution which was reached
half of Vmax,) and higher Vnax (maximum rate of absorption). The efficiency of
absorption, translocation and utilization of macronutrients were also higher in 1144
clone, with the exception of potassium utilization efficiency, higher in GG100 clone.
No differences in boron nutritional efficiency were found. For the evaluation of
photosynthetic, nutritional and metabolic changes caused by glyphosate according
phosphorus concentrations, experiments were performed in a greenhouse using
sand (glyphosate sprayed in leaves) and in a growth chamber using hydroponic
system (glyphosate applied in roots). For both experiments, nutrients were provided
by nutrient solution, which was adjusted to phosphorus levels 0.5X, 1X and 1.5X
(where X corresponded to the phosphorus concentration recommended for nutrient
solution preparation). Interactions between phosphorus concentration and glyphosate
doses occurred in the characteristics that evaluated the photosynthetic process
(chlorophyll content and quantum efficiency of photosystem Il), in the glyphosate,
AMPA and shikimic acid content, and in the nutritional content and dry mass. These
characteristics or contents were smaller or more strongly reduced after glyphosate in
plants grown with lower phosphorus concentration (0.5X, and in some cases, 1X).
Finally, experiments were conducted in E. grandis, and the gene expression of
phosphate transporters (measured by RT-gPCR) in leaves and roots of these plants
have been modified as a phosphate deficiency response. High-affinity transporters



expression was increased by phosphate deficiency. The absorption of **C-glyphosate
applied in leaves or roots was higher in plants subjected to phosphate deficiency, and
glyphosate translocation was also faster in these plants. In protoplasts, **C-
glyphosate transport via plasma membrane was fast in phosphate absence and
slower when NaH,PO, was added to the medium. Possibly, the phosphate transport
through the plasma membrane was performed initially, and with the phosphate
reduction in the medium, the glyphosate transport was started probably for high-
affinity phosphate transporters.

Key-words: Eucalyptus grandis, cell membrane, proteins, phosphate transporters



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

INTRODUCAO

Atualmente, a cultura do eucalipto apresenta uma grande importancia no
cenario econdbmico nacional e mundial. No Brasil, as florestas plantadas com
eucalipto apresentam incrementos anuais na area plantada e em sua produtividade,
e tem grande participagdo no PIB nacional, oferecendo uma vasta gama de produtos
florestais como celulose, energia, carvdo, aglomerados, serraria, dentre outros (IBA,
2015).

O fésforo é o segundo macronutriente mais limitante ao crescimento das
plantas. Este nutriente tem um papel importantissimo na fotossintese, e € um
elemento chave de varias vias metabodlicas e reacdes bioquimicas (VERSAW;
HARRISON, 2002). A disponibilidade desse nutriente na maioria dos solos, no Brasil
e no mundo, raramente € adequada para o crescimento e desenvolvimento ideal das
plantas (ABEL et al., 2002). A forma assimilavel de fosforo pelas plantas € o anion
ortofosfato, extremamente insolivel na maioria dos solos, jA que interage
rapidamente com cétions (HIRSCH et al., 2006) e compostos organicos (LOPEZ-
BUCIO et al., 2000).

Assim, as plantas desenvolveram estratégias para aumentar a aquisicdo, a
translocacao e a utilizacdo do fosfato quando se encontram em condi¢cfes limitantes
(RAGHOTHAMA, 1999). Uma delas é a expressdo génica de transportadores de
fosfato em funcdo da disponibilidade desse elemento (induzindo a expressédo de
transportadores de baixa e alta afinidade por fosfato) (DARAM, 1998; GUO et al.,
2007; BAYLE et al., 2011).

O glyphosate € um dos herbicidas mais utilizados no mundo, pois é
recomendado para o controle de varias espécies vegetais anuais e perenes; possui
rapida ligacdo as particulas do solo, rapida biodegradacdo e baixa toxicidade a
mamiferos, aves e peixes (AHSAN et al., 2008; PRESTON; WAKELIN, 2008).

Devido ao seu amplo espectro de agéo, a ocorréncia de deriva de glyphosate
também pode acarretar em alteracbes nas plantas ndo alvo. O glyphosate atua

diretamente na rota do chiquimato, inibindo a sintese de aminoacidos aromaticos



essenciais precursores de outros produtos, como lignina, alcaldides, flavondides e
acidos benzéicos (TAN et al.,, 2006; REDDY et al., 2008), indispensaveis para a
sintese de proteinas e o crescimento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Assim, o
efeito mais rapido e drastico da aplicacdo de glyphosate em plantas sensiveis é o
acumulo de &acido chiquimico (LYDON; DUKE, 1988). O glyphosate pode ainda
afetar diretamente a fotossintese (AHSAN et al., 2008), interferindo na organizacéo
do aparelho fotossintético (MARIA et al., 2005; AHSAN et al., 2008). A deriva
acidental de glyphosate em plantas ndo alvo ainda pode promover sintomas de
fitointoxicacdo, como branqueamento e/ou clorose e reducdo do crescimento das
plantas (FUCHS et al., 2002; NELSON, 2008, TUFFI SANTOS et al., 2015).

Na literatura podem ser encontradas uma série de pesquisas que relacionam
o transporte de glyphosate aos transportadores de fosfato. Essas pesquisas
sugerem que o glyphosate, em condicbes de deficiéncia de fosfato, pode ser
transportado por transportadores de fosfato, uma vez que esse herbicida tem em sua
molécula um grupo fosfonato.

No entanto, 0s mecanismos de absorcao, translocacao e transporte de fésforo
e glyphosate ainda ndo séo totalmente conhecidos. E os estudos da interacdo entre
fésforo e glyphosate por meio dos transportadores de fosfato ainda sdo escassos,
principalmente em espécies perenes, como o eucalipto.

Deste modo, o objetivo geral foi verificar os efeitos do glyphosate nas
caracteristicas fotossintéticas, no perfil metabdlico e na nutricAo de clones de
eucalipto, bem como a expressdo génica de transportadores de fosfato e a

absorcéo, translocacao e transporte de glyphosate em concentracdes de fosforo.



REVISAO DE LITERATURA

A cultura do eucalipto

O género Eucalyptus conta com cerca de 800 espécies (COPPEN, 2005), e é
caracterizado por possuir uma grande plasticidade e uma ampla dispersdao mundial,
embora a maioria das espécies de eucalipto tenha como centro de origem a
Austrédlia. Esse género tem como uma das principais caracteristicas o crescimento
satisfatério em diversas condi¢cdes edafoclimaticas.

Existem divergéncias quanto a data de introducdo do eucalipto no Brasil.
Contudo, a utilizacdo de produtos oriundos de florestas plantadas aumentou
significativamente a partir da década de 60, com a criagdo de uma politica
governamental de incentivos fiscais. Desde entdo, a grande demanda pelos produtos
florestais tem impulsionado um planejamento mais criterioso nas diversas etapas do
processo de producéao (MELLO et al., 2005).

No Brasil, a cultura do eucalipto estd em constante expansao territorial e
anualmente tem sua produtividade média ponderada incrementada, se destacando
como a principal espécie fornecedora de madeira e celulose nos mercados nacional
e internacional. E importante salientar que o eucalipto é cultivado para os mais
diversos fins, incluindo celulose, energia, lenha, carvéo, aglomerados, serraria, 6leos
para industrias farmacéuticas, mel, ornamentacéo, quebra-vento, dentre outros.

O uso cada vez mais intenso de alta tecnologia, e os grandes investimentos
em pesquisas (SANTOS et al., 2005), que vao desde a producdo dos materiais
comerciais que originardo as mudas, até a colheita, tem permitido ao Brasil se
destacar na producédo dos produtos florestais.

De acordo com a Indistria Brasileira de Arvores (IBA), 5,56 milhdes de
hectares s&o atualmente cultivados com eucalipto no Brasil. A maior concentracao
de areas plantadas ocorre nas regides Sul e Sudeste do Pais, onde também estdo
localizadas as principais unidades industriais dos segmentos de celulose, papel e
painéis de madeira industrializada (IBA, 2015).

Quando comparada a outros paises, a area florestal brasileira pode parecer

pequena, contudo, devido ao fato de o Brasil possuir uma das maiores produtividade



do mundo, o Pais foi responsavel por 17,5% de toda a madeira produzida no ano de
2014 (IBA, 2015).

As elevadas produtividades das florestas brasileiras podem ser atribuidas ao
melhoramento genético, que desenvolveu clones adaptados a diferentes condicdes e
tolerantes/resistentes a doencas e pragas; e a adocdo de boas técnicas de manejo
florestal, como um alto investimento em adubacdes e no controle fitossanitario,
permitindo que o eucalipto expresse em campo todo 0 seu potencial genético para
producdo de madeira, energia ou outros produtos florestais. A produtividade média
ponderada dos plantios de eucalipto, em funcdo da area plantada em 2014, foi de 39
m3 ha™® ano™ (IBA, 2015).

O género Eucalyptus compreende plantas de crescimento inicial rapido.
Contudo, cuidados devem ser tomados para garantir o bom desenvolvimento das
plantas e uma elevada produtividade no final de seu ciclo. Dentre esses cuidados, a
adubacao para suprir a demanda nutricional das plantas é essencial, principalmente
a adubacéo fosfatada, uma vez que muitos solos brasileiros e em todo o mundo séo
nutricionalmente pobres em fosforo (ao menos em fosfato, forma preferencialmente
absorvida pelas plantas). Outro cuidado fundamental é o manejo das plantas

daninhas, e nesse contexto o herbicida glyphosate € muito utilizado.

O fésforo

O fésforo é um dos nutrientes essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, uma vez que é o componente central de processos
metabdlicos fundamentais para 0s vegetais, como a fotossintese e a respiracao.
Esse elemento ainda possui distintas funcées em diversos processos biologicos,
como sintese de acidos nucléicos, sintese e estabilidade da membrana, ativacédo e
inativacdo de enzimas, reacdes de redox, sinalizacdo, metabolismo de carboidratos
e fixacdo de nitrogénio (RAGHOTHAMA, 1999).

No metabolismo celular, existem varios compostos intermediarios que contém
fosforo em sua constituicdo, como ATP e pirofosfato, que transferem energia de
processos energéticos (como a fotofosforilacdo, fosforilagdo oxidativa e a

fosforilacdo de substratos) para processos dependentes de energia (como a



biossintese de compostos e bombeamento de ions) (PREISS, 1984; WALKER;
SIVAK, 1986).

Desta forma, o fosforo € um elemento essencial para a produgdo agricola.
Contudo, o esse elemento apresenta baixa mobilidade no solo, sendo um dos
nutrientes limitante ao crescimento e desenvolvimento das plantas (NOVAIS;
SMYTH, 1999), principalmente em regides tropicais e semi-aridas (MALAVOLTA,
1997). No Brasil, o fosforo € um dos nutrientes que mais limita a producao florestal,
em razdo de seus teores naturalmente baixos nos solos e de sua elevada
capacidade em interagir com o0s coloides presentes abundantemente em alguns
tipos de solo (BARROS; NOVAIS, 1996).

Embora a quantidade total de fosforo no solo seja relativamente abundante,
boa parte desse elemento encontra-se indisponivel para absor¢cao. Menos de 0,1%
do total desse elemento encontra-se na solucédo do solo, fato associado ao material
de origem, grau de intemperismo, teor de matéria organica e da reacdo do solo
(FASSBANDER, 1986). Estudos indicaram que apenas 20% do fésforo aplicado no
solo pode ser prontamente absorvido pelo sistema radicular das plantas, e os 80%
restantes se tornam rapidamente indisponiveis - imobilizado, adsorvido e/ou
transformado em uma forma organica (ALMEIDA, 2002). A recuperacao do fosforo
durante o ciclo de producdo também é bastante limitada.

As areas de reflorestamento no Brasil tém se expandido para solos
predominantemente arenosos, carentes nutricionalmente, com acidez elevada e
altos teores de aluminio. Grande parte dos solos mundiais também apresenta
alguma limitacdo quanto a disponibilidade de fosforo (BARBER et al., 1963). Assim,
a oferta de fésforo visando suprir as necessidades das plantas € essencial para a
boa produtividade agricola e florestal, e estudos de mecanismos que incrementem a

absorcao do fésforo devem ser incentivados.
Absorcdao, translocacéo e transporte de fosfato
De um modo geral, o fésforo é absorvido no solo preferencialmente na forma

de anion ortofosfato (H.PO, e HPO,?). A disponibilidade de fésforo no solo é

controlada pela forca ibnica, pH baixo, concentracdo de fésforo e metais (ferro,



aluminio e calcio) e anions competitivos e/ou acidos organicos (HINSINGER, 2001).
A disponibilidade desse elemento também pode ser alterada pela
dissolucao/precipitacdo de minerais carreadores de fosforo, adsor¢cdo/desadsorgéo
do fosfato das superficies do solo e a hidrélise da matéria organica (HINSINGER,
2001).

Em virtude de sua capacidade reativa com o0s componentes do solo, o
transporte desse elemento para as plantas ocorre preferencialmente via difusao
(HORST et al., 2001). Na superficie radicular o fosfato é facilmente adquirido, uma
vez que é formada uma zona de depressao de fosfato de 0,2 a 1,0 mm em torno do
sistema radicular (HOLFORD, 1997).

Estudos da cinética de absorcdo de fosfato utilizando inibidores
demonstraram que o transporte ativo foi necessario para que as plantas superassem
a diferenca de concentragcdo entre o teor de fosfato na solugdo do solo (uM), no
simplasto (mM) e o potencial negativo de membrana (RAGHOTHAMA, 1999). Assim,
a absorcédo de fosfato ocorre por meio de um processo de co-transporte que envolve
prétons (H") via gradiente eletroquimico de membrana com consumo de ATP
(SAKANO, 1990). A reposicao de fosforo na planta promove a despolarizacdo da
membrana plasmatica e acidificacdo do citosol. A repolarizacdo da membrana
plasmatica é realizada pela H" - ATPase, que bombeia prétons para o meio externo,
mantendo o pH interno celular e gerando a forca motriz para absorcdo deste
elemento pelas raizes (ULLRICH; NOVACKY, 1990; SCHACHTMAN et al., 1998).

O fosfato é mével na planta, podendo ser translocado tanto para a parte aérea
guanto para a raiz. Apds a absorcdo do fosfato pelas raizes, esse nutriente é
transportado através da membrana plasmatica de células epidérmicas e corticais por
meio de um conjunto de transportadores de fosfato (POIRIER; BUCHER, 2002). Na
literatura foram descritos dois sistemas de transporte de fosfato, sendo um de alta
afinidade, ativado em condi¢cdes de baixa disponibilidade de fésforo inorganico, e
outro de baixa afinidade, expresso constitutivamente (RAGHOTHAMA, 1999).

Contudo, conhecimentos sobre os mecanismos de translocacao e transporte

de fosfato nas plantas ainda ndo foram completamente esclarecidos.



A deficiéncia de fosfato e a expressédo génica de transportadores

As plantas desenvolveram diversas estratégias para aquisicdo e uso do
fosforo em ambientes de baixa disponibilidade desse nutriente: 1- incremento na
producéo e secrecdo de fosfatases e exsudacdo de acidos organicos para aumentar
a disponibilidade de fosfato no solo; 2- maior crescimento das raizes combinado com
modificacdes na arquitetura radicular, expansdo das superficies de absorcdo pela
proliferacdo de pélos radiculares; 3- mobilizacdo, alocagdo e realocacdo do fosfato
interno; 4- modificagcbes no metabolismo de carbono ativando reagfes que né&o
requerem grande quantidade de fosfato e vias alternativas da respiracdo; e 5-
expressdo de transportadores de fosfato (SCHACHTMAN, 1998; PLAXTON;
CARSWELL, 1999; RAGHOTHAMA, 1999; VANCE et al., 2003; UHDE-STONE et
al., 2003).

Os transportadores de fosfato sdo responsaveis pela aquisicdo de fosfato
através da membrana plasmatica, pelo transporte de fosfato para cloroplastos,
mitocondrias, complexo de Golgi e pela redistribuicdo de fosfato por toda a planta
(MUDGE et al.,, 2002; POIRIER; BUCHER, 2002; VERSAW; HARRISON, 2002;
RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005; GUO et al., 2008; CUBERO et al., 2009;
dentre outros).

Em condi¢cdes de deficiéncia de fésforo, algumas espécies alteraram a
expressdo génica dos transportadores de fosfato, acarretando no aumento da
expressdo de transportadores de alta afinidade (esse grupo de transportadores é
capaz de se ligar e transportar diversas formas de fosfato, e inclusive moléculas que
contenham entre seus componentes fosfato) capazes de aumentar o influxo de
fosfato véarias vezes (LEE, 1993), e assim, garantir o suprimento desse nutriente
necessario a seu metabolismo e crescimento (BAYLE et al.,, 2011). Segundo
Raghothama (1999), a ativacdo de genes especificos durante a deficiéncia de
fésforo parece ser um fenbmeno universal; e o acumulo diferencial de proteinas
nessa situacdo € um indicativo de grandes alteragcbes na expressao génica de
transportadores de fosfato (DUMONT; LOPES; KREMER, 1990; CARSWELL;
GRANT; PLAXTON, 1997; USUDA; SHIMOGAWARA, 1997).



Alguns transportadores de fosfato de alta afinidade ja foram clonados e
caracterizados, e sdo constituidos por proteinas integrais de membrana
(HENDERSON, 1993). Os primeiros genes codificadores das proteinas foram
isolados a partir dos fungos Saccharomyces cerevisiae, Neuros poracrass e Glomus
versiforme (RAGHOTHAMA, 1999).

Estudos realizados em tomateiro comprovaram que a transcricdo de genes
transportadores de fosfato de alta afinidade (neste caso, LePT1l e LePT2) foi
altamente induzida sob condicbes de deficiencia de fosfato (DARAM, 1998).
Atualmente, grande parte dos estudos que avaliaram a expressao génica desses
transportadores foi realizada em Arabidopsis thaliana. Nessa espécie, nove
transportadores de alta afinidade foram identificados, e estes foram fortemente
induzidos dentro das primeiras 12 horas de privacdo de fosfato (MISSON et al.,
2005).

Em eucalipto, uma cultura muito cultivada em solos deficientes em fosforo,
ainda sdo escassas pesquisas que estudem a expressao génica de transportadores
de fosfato diante da deficiéncia desse nutriente.

O herbicida glyphosate

As plantas daninhas competem com as culturas por agua, luz, espaco e
nutriente, ocasionando a reducéo do crescimento, da produtividade e depreciacédo da
gualidade do produto final (VIEIRA; SOCOLOWSKI; TAKAKI, 2007). Para reduzir
esses prejuizos, faz-se necessaria a adocdo de métodos de manejo da comunidade
infestante.

Como ja exposto anteriormente, o Brasil dispbe de vastas areas cultivadas
com eucalipto, inviabilizando métodos de controle que necessitem de muita mao-de-
obra, ou que tenham grande dependéncia de condi¢cbes climéaticas para serem
realizados. Dessa forma, o controle quimico das plantas daninhas é o mais utilizado
atualmente.

O glyphosate é o herbicida mais utilizado mundialmente, e seu amplo uso é
devido um conjunto de caracteristicas favoraveis ao controle das plantas daninhas:

possui amplo espectro de acdo, sendo utilizado tanto no controle de plantas



daninhas anuais como perenes; tem custo relativamente baixo; baixa toxicidade ao
homem e rapida degradacdo no ambiente (MOREIRA; CHRISTOFFOLETI, 2008;
DILL; CAJACOB; PADGETTE, 2008).

O herbicida glyphosate atua na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPs, E.C. 2.5.1.19). Esta enzima esta presente na rota do acido
chiguimico, que é precursora dos aminoacidos aromaticos essenciais, fenilalanina,
tirosina e triptofano e compostos secundéarios (MAEDA; DUDAREVA, 2012).

A enzima EPSPs catalisa a reacdo entre chiquimato-3-fosfato (S3P) e
fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e
fésforo inorganico (MOLDES et al.,, 2008; CEDERGREEN; OLESEN, 2010). Essa
reacao ocorre em duas etapas, iniciando-se pela ligacdo da enzima EPSPs ao S3P,
formando o complexo EPSPs-S3P. Em seguida, o PEP liga-se a este complexo,
permitindo o prosseguimento da reacao, que é finalizada com a producdo de EPSP
(TAN et al., 2006).

Apébs a exposicdo das plantas a herbicidas que contenham esse ingrediente
ativo, o glyphosate nao ir4 se ligar a enzima EPSPs livre, mas sim ao complexo
EPSPs-S3P, impedindo a sua interacdo com PEP, ao formar o complexo inativo
EPSPs-S3P-glyphosate. Estudos verificaram que o glyphosate ndo se liga ao sitio
ativo da EPSPs, mas sim a um possivel sitio alostérico, resultando em uma
mudanca conformacional do sitio ativo, dificultando a ligacdo de PEP.

A EPSPs é a sexta enzima da rota do acido chiquimico, essencial para a
biossintese de aminoacidos aromaticos em bactérias, algas, fungos e plantas
superiores. A rota do &cido chiquimico compreende sete reacdes catalisadas por
seis enzimas (TZIN; GALILI, 2010). Primeiramente, a enzima 3-deoxy-d-arabino-
heptulosonato-7-fossato sintase (DAHPS; EC 2.5.1.54) catalisa a formacdo de 3-
deoxi-d-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP) pela condensacao de
fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose 4-fosfato (TZIN; GALILI, 2010). Essa enzima
requer a presenca de manganés (Mn®") e tioredoxin (TRX) reduzido para sua
atividade, ligando assim o fluxo de carbono na via do acido chiguimico ao fluxo de
elétrons do fotossistema | (ENTUS; POLING; HERRMANN, 2002).

O préximo passo da rota € a conversao de 3-deoxi-d-arabino-heptulosonato-

7-fosfato em 3-desidroquinato (DHQ) pela enzima 3-dehydroquinate sinthase
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(DHQS; EC 4.2.3.4). O terceiro e quarto passos enzimaticos sao catalizados pela
enzima bi-funcionais 3-dehydroquinato desidratase (DHQ; EC 4.2.1.10), responsavel
pela desidratacdo do DHQ a 3-desidrochiquimato (DHS), seguido pela reducao de
DHS chiquimato, catalisada pela chiquimato-desidrogenase (SDH; EC 1.1.1.25)
(TZIN; GALILI, 2010). Essas enzimas desempenham importante papel na regulacéo
de metabdlitos nos pontos de ramificacdo da rota para garantir a producao suficiente
do composto desejado, e sdo encontradas no ponto de ramificagdo para a sintese de
acido quinico (DING et al., 2007).

Na quinta reacdo enzimatica, a enzima chiquimato quinase catalisa a
fosforilacdo de chiquimato para produzir chiquimato-3-fosfato (S3P) (TZIN; GALILI,
2010). Posteriormente, a enzima 5-enolpiruvilchiquimato 3- fosfato sintase (EPSPs)
cataliza o penudltimo passo da rota do acido chiquimico, a formacédo de 5-
enolpiruvilchiguimato 3-fosfato (EPSP) pela transferéncia da porcao enolpiruvil da
PEP para a posic¢ao 5- hidroxil do S3P (MAEDA; DUDAREVA, 2012).

O dultimo passo da rota € a conversdo de EPSP a corismato pela enzima
corismato sintase (CS; EC 4.2.3.5). O corismato é o metabolito central, precursor na
sintese dos trés aminoacidos aromaticos e outros metabolitos como, o
tetrahidrofolato (vitamina B9) (BASSET et al., 2004, WALLER et al., 2010),
isochorismato 3 para a producdo de &cido salicilico (WILDERMUTH et al., 2001;
GARCION et al., 2008), filoquinona (vitamina K1) e pigmentos (GROSS et al., 2006;
KIM et al., 2008).

Diante do exposto, a inibicdo dessa enzima prejudica a producdo dos
aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano. Diversos estudos mostram que
plantas onde glyphosate foi aplicado tornam-se deficientes destes aminoé&cidos, e a
adicdo exdgena desses reverteu os sintomas de intoxicacdo (FUCHS et al., 2002;
AHSAN et al., 2008; MOLDES et al., 2008; REDDY et al., 2008). Além da reducéo da
guantidade de aminoacidos aromaticos, a quantidade de &cido chiquimico e de
acidos benzoicos derivados deste acido é aumentada. Esses compostos sao
potencialmente toxicos as células vegetais (PEREZ-JONES et al., 2007; MATALLO
et al., 2009; CEDERGREEN; OLESEN, 2010; ORCARAY et al., 2010).

O glyphosate pode ainda afetar diretamente a fotossintese, reduzindo a

atividade da ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e do acido
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3-fosfoglicérico (AHSAN et al., 2008), e interferindo na organizacdo do aparelho
fotossintético (MARIA et al., 2005; AHSAN et al., 2008). Nas folhas expostas ao
glyphosate também puderam ser observados aumentos do nivel de peroxidagao
lipidica, no contetudo de glutationa, no conteudo de prolina livre e no fluxo iénico,
conectando a acao do glyphosate ao estresse oxidativo das plantas (MOLDES et al.,
2008).

Fuchs et al. (2002) destacam ainda o branqueamento, a clorose e a reducao
do crescimento, concentrados principalmente em tecidos metabolicamente ativos,
tais como folhas imaturas, brotamentos, botdes florais e raizes.

Os efeitos secundarios causados por glyphosate sdo dependentes de
inUmeros fatores, tais como espécie, dose aplicada e estadio da planta (EKER et al.,
2006; AHSAN et al., 2008). Entre esses efeitos, podem ser citados a alteracdo de
compostos celulares como auxinas, ligninas, flavonoides, antocianinas e quinonas.

A causa da morte das plantas pela inibicdo da rota do acido chiquimico ainda
nao foi totalmente esclarecida (DUKE; POWLES, 2008). Alguns pesquisadores
afirmam que a inibicdo de sintese de aminoacidos aromaticos € o principal fator
responsavel pela morte das plantas. No entanto, outros acreditam que o aumento no
fluxo de carbono para a rota do acido chiguimico devido sua desregulacdo é a
principal responséavel pela morte das plantas, uma vez que grande parte do carbono
utilizado em outras rotas metabolicas essenciais a planta é desviado (FUCHS et al.,
2002). Segundo Duke e Powles (2008) esta ultima explicacdo € a teoria mais

aceitavel.

Absorcao, translocacéo e transporte de glyphosate

A eficacia da absorcdo de um herbicida depende de processos como a
retencdo da molécula na superficie foliar/radicular, a penetracdo, a translocacdo no
interior da planta até o sitio de acdo e a acdo sobre esse sitio. A eficiéncia do
glyphosate é favorecida pela sua rapida distribuicdo no interior das plantas
(GOTTRUP et al., 1976; JACHETTA et al., 1986). Apés a aplicacdo, a absor¢cédo do
glyphosate envolve uma rapida penetragéo inicial através da cuticula, seguida por

uma fase de absor¢cdo mais lenta. A difusdo pode ser considerada o principal
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processo de transporte do glyphosate através da cuticula, onde diferencas no
gradiente de concentracdo entre a regido de deposicado do herbicida - na superficie
da folha - e o interior da planta podem influenciar o processo de absorgéo
(GRAVENA, 2006).

Uma vez no interior da planta, o transporte de glyphosate segue o padréo
fonte-dreno, sugerindo que a translocacéao pelo floema tenha papel fundamental. No
entanto, a translocacdo do glyphosate através do xilema também foi observada,
embora em menor intensidade (PRESTON; WAKELIN, 2008). Assim, o glyphosate
pode ser considerado um herbicida de translocacao multipla.

Alguns pesquisadores estudaram a possibilidade da existéncia de um
mecanismo simples e passivo ndo facilitado para o transporte do glyphosate, ja que
sua absorcdo € bastante dependente de sua concentracdo (GOUGLER; GEISER,
1981; HONEGGER et al., 1986). O movimento do glyphosate no simplasto ocorre
através das intercomunicacbes do protoplasma do parénquima e do floema, e é,
portanto, depende da habilidade do herbicida em penetrar na membrana plasmaética.

Ainda h& escassez de estudos sobre o mecanismo de transporte do
glyphosate (absorcdo através da membrana celular). No entanto, alguns autores
relacionaram a participacdo de transportadores de fosfato a esse processo
(BRECKE; DUKE, 1980; DENIS; DELROT, 1993; MORIN et al., 1997; GODOQY,
2007). Esses transportadores teriam afinidade com o grupo fosfonato do glyphosate,

“auxiliando” sua passagem pela membrana celular.

Interacdes entre transportadores de fosfato e glyphosate

Na literatura, algumas pesquisas correlacionam o transporte de fosfato e
glyphosate. Possivelmente, transportadores de fosfato de alta afinidade estariam
ligados a essa hipotese. Contudo, esses mecanismos ainda ndo séo totalmente
compreendidos.

Estudos da cinética de absor¢gédo do glyphosate indicam que o transporte de
seu componente saturavel pode ser competitivamente inibido na presenca de fosfato
ou acido fosfonoférmico (HETHERINGTON et al., 1998; DENIS & DELROT, 1993).

Ja em outros experimentos concluiu-se que o fosfato inibiu a absorcao de glyphosate
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pela bactéria Arthrobacter, que tem capacidade de metabolizar esse herbicida
(PIPKE, 1987). Outros estudos ainda indicam que o glyphosate inibiu a absorcéo de
fosfato em células isoladas de feijdo (BRECKE; DUKE, 1980). Em ambos os casos,
glyphosate e fosfato possivelmente competiram pelo mesmo transportador.

Estudos comprovaram que nas espécies Convolvulus arvensis (HONEGGER
et al., 1986), Beta vulgaris (GOUGLER; GEIGER, 1981) e Vicia faba (IBAOUI et al.,
1986) o glyphosate foi transportado para dentro das células por transporte passivo.
Entretanto, Denis e Delrot (1993) concluiram que em V. faba o glyphosate pode ser
conduzido via membrana plasmatica por um transportador de fosfato.

Em experimento com Catharanthus roseus, Morin et al. (1997) verificaram que
o glyphosate foi transportado através das células por transportadores de fosfato da
membrana plasmatica quando em concentragdes de até 100 uM. O glyphosate foi
transportado contra um gradiente de concentracdo, até 18h apos as células serem
transferidas para o meio com o herbicida. O papel desempenhado por um
transportador de fosfato foi demonstrado nesse processo pela existéncia de um
periodo lag e pela inibicdo da absorcdo de glyphosate na presenca de altas
concentracfes de fosfato de sédio. Os pesquisadores ainda utilizaram inibidores de
enzimas transportadoras de protons, que também inibiram o transporte de
glyphosate, indicando a possibilidade de um co-transportador com H+ ao longo de
um gradiente de potencial gerado pela H* - ATPase (MORIN et al., 1997).

A aplicacdo de glyphosate em plantas de soja levou a inducdo de genes
transportadores de fosforo de alta afinidade, promovendo aumento na translocacéo
do fosforo dentro da planta (GODOY, 2007). Esse dado corrobora os experimentos
citados anteriormente, que comprovam que 0 sistema transportador de fosforo é

também responsavel pelo transporte de glyphosate.

HIPOTESE

Em virtude do relatado, as plantas de eucalipto, quando cultivadas em
diferentes concentracdes de fosforo, podem alterar a expressdo génica de
transportadores de fostato. Em algumas condic¢des, a sintese de transportadores de

fosfato de alta afinidade pode ser incrementada. Esses transportadores, por sua vez,
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podem ter afinidade pelo grupo fosfonato presente na molécula do glyphosate,
transportando esse herbicida via membrana plasmatica. Assim, podem ocorrer
alteracdes no comportamento do glyphosate em funcdo das concentracbes de
fésforo.

OBJETIVO GERAL

Objetivou-se verificar os efeitos do glyphosate nas caracteristicas
fotossintéticas, no perfil metabdlico e na nutricdo de clones de eucalipto, bem como
a expressao génica de transportadores de fosfato e a absorcao, translocacédo e

transporte de glyphosate em concentragfes de fésforo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar, em mudas de clones de Eucalyptus urophylla cultivadas em solucéo
nutritiva, a cinética de absorcdo de fésforo e as eficiéncias de absorcéo,
translocacao e utilizacdo de macronutrientes e boro e seus reflexos no crescimento

das plantas.

2. Verificar as alteracdes fotossintéticas, metabdlicas e nutricionais de clones de
Eucalyptus urophylla cultivados em concentragBes de fésforo e submetidas a

aplicacao de glyphosate.

3. Estudar, em Eucalyptus grandis, a coordenacdo da expressdo génica de
transportadores de fosfato, a absorcdo e a translocacéo de *C-glyphosate aplicado
via foliar e radicular, e a absorcdo de '*C-glyphosate através da membrana

plasméatica em protoplastos, sempre na presenca e auséncia de fosfato.
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CAPITULO 2 - Cinética de absorcdo de fosforo e eficiéncia nutricional de

macronutrientes em mudas de eucalipto

RESUMO - Florestas plantadas com clones de eucalipto mais eficientes na
absorcao, translocacdo e utilizacdo de nutrientes podem colaborar na manutencao
da sustentabilidade e na reducdo do custo das fertilizacbes e, consequentemente,
dos custos de producgédo dos empreendimentos florestais. Nessa pesquisa, objetivou-
se avaliar em mudas em solugdo nutritiva, a cinética de absorcdo de fésforo e as
eficiéncias de absorcéo, translocacdo e utilizacdo de macronutrientes e boro por
mudas de clones de eucalipto e seus reflexos no crescimento das plantas. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e camara de crescimento,
utilizando-se os clones de Eucalyptus urophylla GG100 e 1144. De modo geral,
observaram-se diferencas entre os clones quanto as caracteristicas de crescimento,
parametros cinéticos e eficiéncia nutricional. O clone 1144 destacou-se por
apresentar o maior crescimento e acumulo de massa seca de raizes, caracteristica
importante para a absor¢do de nutrientes. Quanto aos paradmetros cinéticos de
absorcao de fésforo, o clone 1144 também foi considerado superior, apresentando
menores Cnin € Km e maior Vi, caracteristicas consideradas ideais para a boa
absorcao de nutrientes. De um modo geral, as eficiéncias de absorcgéo, translocacao
e utilizacdo de macronutrientes também foram maiores no clone 1144, com excec¢ao
da eficiéncia de utilizacdo de potassio, superior no clone GG100. N&o houve

diferencas na eficiéncia nutricional dos clones em relacao ao boro.

Palavras-chave: Eucalyptus urophylla, utilizacdo de nutrientes, hidroponia, nutricdo

mineral, parametros cinéticos.

ABSTRACT - Forests planted with more efficient eucalypt clones in nutrients uptake,
translocation and utilization can collaborate in sustainability maintenance, reducing
the costs of fertilization, and consequently, production costs of forest enterprises.
This research aimed to evaluate, in eucalypt seedlings and nutrient solution, the
phosphorus uptake kinetic parameters and the macronutrients and boron uptake,

translocation, and utilization efficiencies by eucalyptus clones. The experiment was
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carried out in greenhouse and plant growth chamber using Eucalyptus urophylla
clones GG100 and 1144. In general, there were differences between clones for all
parameters. The 1144 clone presented the highest growth and roots dry mass, the
last one an important feature for nutrients uptake. For kinetic parameters of
phosphorus absorption, 1144 clone was also considered superior, presenting lower
Cmin and Km and higher Vnqax, characteristics considered essential for nutrients
uptake. In general, the uptake, translocation, and utilization efficiencies of
macronutrients were also higher in 1144 clone, with the exception of potassium
utilization efficiency, superior in GG100 clone. No differences in boron nutritional

efficiency were found.

Keywords: Eucalyptus urophylla, nutrient, hydroponics, plant nutrition, Kkinetic

param eters.
INTRODUGCAO

As areas cultivadas com eucalipto no Brasil mantém ha alguns anos a
lideranca no ranking global de produtividade florestal, com uma média de 39 m3 ha
'ano™ em 2014. O Brasil é 0 maior produtor mundial de celulose proveniente de
eucalipto, totalizando mais de 10 milhGes de toneladas exportadas nesse mesmo
ano. A importancia da cultura na economia brasileira ndo pode ser desconsiderada,
uma vez que cada hectare de arvores plantadas adicionou cerca de R$ 7 mil ao PIB
nacional em 2014 (IBA, 2015). A area cultivada com eucalipto, ainda em 2014,
totalizou 5,56 milhdes de hectares, localizados principalmente no Sudeste do Pais,
mas de um modo geral, presente em todas as regides do Brasil (IBA, 2015).

A deficiéncia de nutrientes é um dos fatores que pode reduzir o crescimento
das plantas, sua produtividade, e consequentemente, comprometer a viabilidade do
setor florestal no Pais, uma vez que o potencial produtivo ndo sera completamente
expressado em campo. As areas florestais brasileiras geralmente apresentam teores
limitantes de fosforo, potassio, calcio e magnésio (SILVEIRA et al., 2004). Dentre

todos os nutrientes, a deficiéncia de fésforo € um grande entrave para a agricultura
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brasileira e mundial (BARBER et al., 1963; VANCE et al., 2003; SHEN et al., 2011,
CROUS et al., 2015; dentre outros).

O fosforo € absorvido principalmente em sua forma oxidada, o fosfato (ou
ortofosfato). Contudo, essa forma tem baixa mobilidade no solo e grande capacidade
de associacdo com céations (HIRSCH et al., 2006) e compostos organicos (LOPEZ-
BUCIO et al., 2000) e somente o fosfato livre na solucdo do solo pode ser absorvido.
Assim, muitas vezes 0s solos tém quantidades de fosfato excedendo o necessario,
mas indisponivel e, portanto, limitante ao crescimento das plantas.

A fertilizagdo poderia ser uma boa opgdo, mas cerca de 80% do fésforo
aplicado via adubo sera adsorvido ao solo rapidamente, e assim também ficara
indisponivel (BAYLE et al., 2011). A deficiéncia de fosforo compromete a producéo
de energia e, consequentemente o processo fotossintético e, consequentemente, a
absorcao dos demais nutrientes (SINGH et al., 2013). Assim, alternativas de manejo
gue permitam a escolha de materiais superiores quanto a absor¢cdo e 0 uso de
fésforo — avaliados a partir da cinética de absorcdo e a eficiéncia nutricional de
clones de eucalipto - sdo essenciais. Os parametros cinéticos de absorcao idnica de
nutrientes (Vmax, Km e Cyin) tém sido apontados como fatores importantes na
caracterizacdo desses materiais (ANGHINONI et al., 1989).

A eficiéncia nutricional é a capacidade de um material genético de atingir um
alto rendimento em solos com baixa disponibilidade de nutrientes. Uma alta
eficiéncia nutricional pode resultar da maior eficiéncia de aquisicdo de nutrientes do
solo (alta absorcdo mesmo em solos com baixa disponibilidade) e/ou da maior
eficiéncia interna de utilizacédo (alta producdo de biomassa por unidade de nutriente
absorvido) (MARSCHNER, 1995; RENGEL; DAMON, 2008).

A escolha de clones com maior eficiéncia nutricional pode ser uma estratégia
para aumentar o aproveitamento dos nutrientes existentes no solo e dos fertilizantes
utilizados, possibilitando assim recomendar clones para regibes especificas de
acordo com a disponibilidade de nutrientes, diminuir as doses de fertilizantes, e,
portanto, reduzir o custo de producdo e aumentar a produtividade (PINTO et al.,
2011). Clones mais eficientes nutricionalmente séo alvos estratégicos para a
manutenc¢ao da sustentabilidade florestal (BATISTA et al., 2015).
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Nesse estudo, a cinética de absorcao de fosforo foi realizada para os clones
de Eucalyptus urophylla GG100 e 1144 para compreender o comportamento desses
guanto a absorcdo de fosforo, nutriente cuja deficiéncia no solo é problemética no
Brasil e no mundo e dificil de ser revertida. No entanto, a selecdo de um material ndo
deve considerar apenas um nutriente ou apenas a absorcdo de nutrientes, razao
pela qual as eficiéncias nutricionais de absorcdo, translocacdo e utilizacdo de
macronutrientes e boro também foram estudadas para ambos os clones.

Assim, aventa-se a hip6tese de que a cinética de absor¢cédo de fosforo e as
eficiéncias nutricionais de macronutrientes e boro variardo entre os clones de
eucalipto e que essa estara correlacionada ao comportamento de outros nutrientes
na planta, com consequéncias no crescimento das mudas.

Neste contexto, objetivou-se avaliar a cinética de absorcédo de fésforo e as
eficiéncias de absorcéo, translocacdo e utilizacdo de macronutrientes e boro por

clones de eucalipto e seus reflexos no crescimento das plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e em camara de
crescimento no Laboratério de Plantas Daninhas (LAPDA), anexo ao Departamento
de Biologia Aplicada a Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal-SP.

Foram utilizados os clones GG100 (Eucalyptus urophylla, desenvolvido pela
Gerdau) e 1144 (um hibrido espontaneo de E. urophylla com uma espécie nao
identificada, desenvolvido pela Arcelormital), com 60 dias de idade. Ambos os clones
sdo muito utilizados nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais. As mudas do clone
GG100 apresentavam, em média, 24,0 cm de altura; 3,5 mm de diametro; 10,0
folhas; 0,8 g de massa seca de folhas; 0,4 g de massa seca de caule e 2,7 g de
massa seca de raiz. J4 as mudas do clone 1144 tinham, em média, 38,0 cm de
altura; 4,1 mm de diametro; 12,0 folhas; 1,2 g de massa seca de folhas; 0,8 g de
massa seca de caule e 2,8 g de massa seca de raiz.

As plantas se desenvolveram no sistema de hidroponia e, para tanto, foi

utilizada a solucéo nutritiva proposta por Furlani et al. (1999) (Tabela 1). O cultivo
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inicial das mudas foi realizado por um periodo de 28 dias em casa de vegetacao,
onde as plantas foram alocadas em caixas de plastico contendo 12 mudas e 12 litros
de solucao nutritiva com o pH ajustado para 6,0+0,2 (HC| e/ou NaOH a 0,01 mol L™).
Com o intuito de promover a adaptacdo das mudas ao sistema hidropdnico, foi
realizado o aumento gradual e semanal da forca i6nica da solucdo. Inicialmente foi
utilizada solucéo nutritiva com forca idnica de 25% por sete dias, sendo substituida
por uma nova solucdo com 50% de forca ibnica por mais sete dias, e assim
consecutivamente até atingir 100% de forga idnica (totalizando assim 28 dias de
aclimatacdo em casa de vegetacdo). Durante este periodo, o pH da solucéo foi

corrigido diariamente para 6,0+0,2.

Tabela 1. Composicéo da solucdo nutritiva proposta por Furlani et al. (1999).

Solucéao nutritiva proposta por Furlani et al. (1999)
macronutrientes
------------------ mg L™ de solugdo nutritiva ------------------

Nitrogénio 202,0
Fésforo 31,5
Potassio 193,4
Calcio 1425
Magnésio 39,4
Enxofre 52,3

micronutrientes
................. ug Lt de solucéo nutritiva -

Boro 262,0
Cobre 38,0
Ferro 1800,0
Manganés 369,0
Molibdénio 65,0
Zinco 144,0

Ao final do periodo de aclimatacdo, as plantas foram visualmente
selecionadas quanto a uniformidade da parte aérea e formagéo de raizes. As plantas
selecionadas foram transferidas para camara de crescimento com condicdes
controladas (intensidade luminosa de 110 umolm'2 s: fotoperiodo de 12 horas;

temperatura entre 24 e 26 °C e umidade relativa entre 60 e 70%). Cada planta foi
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alocada, individualmente, em uma caixa de plastico com capacidade para 2,5 litros
(15,0 x 15,0 x 10,0 cm), representando uma unidade experimental.

Assim, os tratamentos foram compostos por dois clones de E. urophyla,
GG100 e 1144, dispostos em um delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticoes.

Para iniciar a cinética de absorcéao de fosforo as plantas foram mantidas em
solucdo nutritiva com forca ibnica ajustada para 10% de fésforo por cinco dias,
visando aumentar a capacidade das plantas de absorver este elemento (LIMA et al.,
2005). O pH desta solucdo também foi corrigido a cada dois dias como
anteriormente descrito.

ApOs esse periodo, as raizes das plantas foram lavadas com agua destilada e
uma solucdo denominada solucdo de pré-exaustdo foi adicionada as caixas. Essa
solugdo teve sua concentracdo de fésforo ajustada para 20 pmol L™ (essa
concentracdo de fosforo foi determinada em testes preliminares, de modo a permitir
gue a solucado atingisse a menor concentracdo de fésforo (Cnin) no tempo de 24
horas). As plantas permaneceram nessa solugao por duas horas, com a finalidade
de atingir o estado estacionario de absorcdo (EPSTEIN; HAGEN, 1952). Esta
solucdo também teve o pH ajustado para 6,0+0,2. Posteriormente, realizou-se a
troca desta solucdo por outra de igual composicéo, mas agora chamada de solucéo
de deplecéo.

O método empregado para a determinacdo dos parametros cinéticos foi a
guantificacdo da reducdo na concentracdo de nutriente da solucédo de deplecdo em
fungdo de sua absorcdo pelas plantas (CLAASSEN; BARBER, 1974). Para isso,
foram coletadas aliquotas de 2 mL da solucdo de deplecdo, sendo a primeira
coletada no “tempo zero”, e as demais em intervalos de uma hora, por um periodo
de 12 horas. A Ultima coleta foi efetuada as 24 horas apo6s o inicio do periodo de
amostragem. A cada amostragem foi medido o pH (Analion®, modelo PM602) da
solucéo nutritiva remanescente nas caixas.

Apés a realizacdo da ultima amostragem na solucdo de deplecdo mensurou-
se a altura, o diametro, o niumero de folhas e a &rea foliar das plantas, que foram
separadas em folhas, caules e raizes. Também foram determinadas a massa fresca

das raizes e o volume de solugcédo nutritiva remanescente nas caixas. O material
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vegetal foi seco em estufa de circulacdo forcada de ar a 40 °C durante cinco dias. As
massas secas foram determinadas e em seguida, folhas, caules e raizes foram
triturados em micromoinho tipo Willey utilizando peneira de 40 mesh, para posterior
determinacao dos teores de nutrientes.

O teor de fosforo foi determinado nas folhas, caules e raizes das plantas
(método colorimétrico do metavanadato) e na solucéo de deplecéo (por colorimetria,
segundo MURPHY; RILEY, 1962). No tecido vegetal também foram determinados os
teores de nitrogénio (método semi-micro-Kjeldahl) (TEDESCO et al., 1995); potassio
(fotometria de chama) (ALCARDE; BORELLA, 1976); calcio, magnésio (ambos por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica) e boro (colorimetria da azometina H)
(MALAVOLTA et al., 1997).

Os valores de pH foram submetidos a anélise de regressao, e foi utilizado o
modelo exponencial. O modelo exponencial também foi empregado na determinacéo
das curvas de deplecao de fésforo (software Microcal Origin 8.0®).

O valor de Cnin (concentracdo minima) foi a menor concentracdo de fosforo
observada na curva de deplecéo. Os teores de fosforo na solucao de deplecdo, em
cada tempo de amostragem, bem como os dados relativos ao volume inicial e final
de solucdo e o de massa fresca de raizes foram utilizados para o calculo dos
parametros cinéticos Vmax (velocidade maxima de absorcdo) e Km (constante de
Michaelis-Menten) no software Cinética 2.0® (RUIZ; FERNANDES FILHO, 1992).
Esse software calcula a Vinsx por meio de uma equacéao linear e a Km por equacgdes
do tipo exponencial, potencial ou exponencial-reciproco. A equacdo do modelo
potencial foi a escolhida, uma vez que apresentou melhor ajuste aos dados,
apresentando maiores valores para o coeficiente de determinacdo em todas as
repeticdes. O “poder de absorcédo de fosforo” - a foi calculado pela divisdo da Vmax
pelo Km (MARSCHNER, 1995).

As caracteristicas de crescimento (altura, diametro do caule, nimero de folhas
e area foliar), as massas secas (folhas, caule, raizes, parte aérea e total), a relacao
entre massa seca da parte aérea e massa seca de raizes e 0s parametros cinéticos
(Vmax, Km, Cnin € a — poder de absorc¢ado) foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade com o auxilio do
programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).
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A eficiéncia nutricional dos clones GG100 e 1144 foi avaliada por meio da
eficiéncia de absorcéo - EA (SWIADER et al., 1994), da eficiéncia de translocacéo -
ET (LI et al., 1991) e da eficiéncia de utilizagdo - EU (SIDDIQUI; GLASS, 1981). Para
tal foram utilizadas as equagbes 1, 2 e 3.

EA = (mg do nutriente na planta/g de matéria seca da raiz) (1)
ET = (mg do nutriente na parte aérea/mg do nutriente na planta) (2)
EU = (g matéria seca total)’’mg do nutriente na planta (3)

As eficiéncias nutricionais foram calculadas para nitrogénio, fésforo, potéassio,
célcio, magnésio e boro. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
meédias agrupadas pelo teste de Tukey a 5%, com o auxilio do programa estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS
Caracteristicas de crescimento

Diferencas significativas foram constatadas quanto as caracteristicas de
crescimento dos clones GG100 e 1144. O clone 1144 apresentou maior altura,
didametro e area foliar e, consequentemente, maior massa seca de caule, de parte
aérea, das raizes e total. A altura, a area foliar e a massa seca total foram,
respectivamente, 44,2; 24,6 e 19,9% maiores no clone 1144 quando comparado ao
GG100 (Tabela 2). Essas caracteristicas refletem a avaliagdo inicial, realizada antes
da instalacdo do experimento, momento em que as mudas do clone 1144 ja eram

maiores que as mudas do clone GG100.
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Tabela 2. Altura (H), diametro do caule (D), numero de folhas (NF), area foliar (AF),
massa seca de folhas (MSF), de caule (MSC), da parte aérea (MSPA), de
raizes (MSR) e total (MST) e relacdo entre massa seca da parte aérea e
de raizes (MSPA/MSR) nas plantas do clone GG100 e 1144,

H D NF AF MSF
Clones 2
cm mm cm g
GG100 35,62 B’ 4,97 B 73,75 A 1915,00 B 4,67 A
1144 51,37 A 5,86 A 84,25 A 2386,50 A 5,55 A
F 82,97** 96,34** 2,25N° 33,35** 4,57
DMS2 4,2330 0,2212 17,1220 19,7885 0,9960
CV (%)3 5,62 2,35 12,53 5,37 11,29
Clones MSC MSPA g MSR MST MSPA/MSR
GG100 2,38B 9,06 B 9,60 B 18,67 B 0,94 A
1144 3,36 A 10,91 A 11,48 A 22,39 A 0,95 A
F 23,46** 16,08** 70,41%* 43,49** 0,86"°
DMS 0,4950 1,1210 0,5425 2,3813 0,1001
CV (%) 9,92 8,17 3,01 4,32 7,72

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo das médias entre os clones. ">Né&o significativo pelo Teste
de Tukey. *Significativo pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo
pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade.

A massa seca de raizes foi 19,5% maior no clone 1144quando comparado ao
clone GG100. J& para as caracteristicas numero de folhas, massa seca de folhas e
relacdo massa seca da parte aérea/massa seca de raizes, ndo foram constatadas

diferencas significativas (Tabela 2).

Cinética de absorcao de fésforo

O pH da solucdo de deplecao foi ajustado para 6,01 na ocasido do seu
preparo. Apoés o inicio da cinética e com o contato da solucdo com as raizes das
plantas, o pH da solucéo apresentou uma reducao exponencial em fungcéo do tempo.
Para o clone GG100, ao final de 12 horas o valor do pH da solu¢do de deplecao foi
de 4,41. As 24 horas ap6s o inicio da cinética, o pH da soluc&o de deplecio foi 4,45
(Figura 1).



32

5.8 - GG100: y=1,24766*exp(-x/5,04091)+4,34769
] R2=0,98394
564 ™®

5.4-: i

5.2 4

1144: y=0,95857*exp(-x/6,63734)+4,34044
R?=0,97389

5.0 4 B GG100

® 1144

4.8

4.6

pH na solucao de deplegao

N L e

4.2

T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo apos o inicio da cinética de absorgao( horas)

Figura 1. Potencial hidrogeniénico (pH) da solucdo de deplecdo ao longo das 24
horas apds o inicio da cinética de absorcdo de fésforo para os clones
GG100 e 1144.

Assim que a solucdo foi colocada nas caixas para a cinética do clone 1144
(tempo zero), o pH da solucéo foi reduzido para o valor médio 5,35. ApGs 12 horas, 0
pH médio foi de 4,43. As 24 horas ap0s o inicio da cinética de absorcéo para o clone
1144 o pH da solucéo de deplecao foi de 4,39 (Figura 1).

No final da cinética de absor¢ao, o volume médio da solucao de deplecao nas
caixas para o clone GG100 foi de, aproximadamente, 1,20 litros. Ja para o clone
1144, o volume médio da solucao de deplecdo nas caixas foi de aproximadamente
1,23 litros. Dessa forma, as plantas dos clones GG100 e 1144 absorveram, em
média, 300 e 270 mL em 24 horas (inicialmente foram colocados 1,5 litros de
solucdo de deplecdo em cada caixa de cultivo). Contudo, ndo foram constatadas
diferencas estatisticas entre o volume absorvido para cada clone (Tabela 3).

Os teores de fosforo (P) na solucédo de deplecao ndo foram estatisticamente
diferentes as 0, 1, 2, 3 e 11 horas apds o inicio da cinética. Em todos os outros
momentos, o maior teor de P foi mensurado na solucdo de deplecéo das plantas do

clone GG100, indicando a menor absorgéo desse material (Tabela 3).
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Tabela 3. Volume final de solucéo de deplecdo (VFS) e teores de fésforo na solugéo
de deplecdo ao longo da cinética de absorcédo (em horas apos o inicio da
cinética) para os clones GG100 e 1144.

VES O hora 1 hora 2 horas 3 horas
Clones 1
L e MMOI L -mmmmmm oo
GG100 1,20 A’ 19,37 A 19,30 A 19,05 A 18,91 A
1144 1,23 A 20,22 A 19,54 A 18,79 A 17,57 A
F 2,605N° 2,001N° 5,593\ 9,088N° 9,234NS
DMS2 0,0401 20,317 13,350 0,5413 13,785
CV (%) 2,01 3,20 2,10 0,87 2,28
4 horas 5 horas 6 horas 7 horas 8 horas
Clones 1
------------------------------------ pmol L
GG100 17,51 A 15,80 A 14,78 A 13,78 A 13,34 A
1144 14,48 B 13,87 B 11,46 B 11,35 B 11,11 B
F 360,968** 371,311** 214, 755** 201,475** 92,138**
DMS 16,365 12,973 14,032 11,142 1,32
CV (%) 3,05 2,57 3,09 2,53 3,03
9 horas 10 horas 11 horas 12 horas 24 horas
Clones 1
------------------------------------ pumol L
GG100 13,52 A 13,06 A 11,77 A 11,56 A 10,17 A
1144 10,95 B 11,61 B 11,12 A 10,82 B 8,78 B
F 79,492%* 7,442% 2,551N° 10,393*  605,354**
DMS 12,929 17,283 14,976 0,9669 12,556
CV (%) 2,92 3,05 3,50 2,28 2,37

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey. 2Diferenca minima significativa entre as médias. 3Coeficiente de variacao
das médias entre os clones. "*N4o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a
1% de probabilidade.

A curva de deplecdo de fésforo para os clones GG100 e 1144 permite
observar como ocorreu a absorcdo de fosforo ao longo das 24 horas de cinética.
Grande parte do P fornecido iniciaimente na solugéo de deplecéo (20 pmol L™) foi
absorvida nas 24 horas de duracdo do estudo de cinética de absorcdo, sendo
grande parte dele absorvido nas 12 horas iniciais. Para o clone GG100, 12 horas
apos o inicio da cinética, o volume remanescente de P na solucéo foi de 11,56 pmol
L. Na Ultima coleta restaram apenas 10,17 umol L™*de P na solucdo de deplecéo.
Assim, as plantas do clone GG100 absorveram 42,2% do P disponivel nas primeiras

12 horas, e 6,9% de P nas 12 horas posteriores (Figura 2).
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Figura 2. Curva de deplecdo de fosforo durante a cinética de absorcdo para os
clones GG100 e 1144.

Para o clone 1144, 12 horas ap0s o inicio da cinética foram quantificados
10,82 pmol L™ de P, que representaram uma absorcdo de 54,1% do P disponivel.
As 24 horas apés o inicio da cinética, restaram 8,78 pmol L* de P, que
corresponderam a 56,1% de absorcdo. Nas ultimas 12 horas foram absorvidos
10,2% do total de P inicialmente fornecido (Figura 2).

Ainda a partir das curvas de deplecéo de P foi possivel inferir o Cyin, que para
o clone GG100 foi 10,17 pmol L™ e para o clone 1144 foi de 8,78 umol L™ (Figura 2).

O Km (concentracdo de P na qual foi atingida metade da velocidade maxima)
e 0 Cnin (Quantidade minima em que as raizes podem extrair um nutriente a partir da
solucdo de deplecdo) foram 26,7 e 15,8% maiores no clone GG100. Ja a Vmax
(quantidade de P absorvida quando todos os carregadores estiverem saturados) e o

a (poder de absorcdo de P) foi 66,7% maiores no clone 1144 (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros cinéticos Km, Cnin, Vimax € a para os clones GG100 e 1144.

Km le’n Vméx
Clones umol L™ —-pmol gL --- “
GG100 12,84 A* 10,17 B 0,15A 0,011 B
1144 10,14 B 8,78 A 0,25B 0,024 A
F 382,76** 813,51** 342,85** 306,24**
DMS? 0,3376 0,1349 0,0132 0,0018
CV(%)3 1,70 0,82 3,77 5,73

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey. 2Diferenca minima significativa entre as medias. 2Coeficiente de variacéo
das médias entre os clones. "°*Né&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a
1% de probabilidade.

Eficiéncias nutricionais

As eficiéncias de absorgao, de translocagéo e de utilizagao de nitrogénio (N)
foram 28,9; 3,3 e 40,0%, respectivamente, maiores no clone 1144 (Tabela 5). A
eficiéncia nutricional de P também foi maior nas plantas no clone 1144: as eficiéncias
de absorcdo, translocacdo e utilizacdo desse nutriente foram 31,6; 6,8 e 16,7%
maiores quando comparadas as do GG100 (Tabela 5).

As eficiéncias de absor¢cédo e de translocacdo de potassio (K) pelos clones
GG100 e 1144 nao apresentaram diferencas significativas. Contudo, a eficiéncia de
uso de K foi 8,6% maior no clone GG100. Para célcio (Ca) diferencas estatisticas
foram encontradas para a eficiéncia de translocacao e de utilizacéo, e o clone 1144
foi superior ao GG100. A maior diferenca foi constatada para a eficiéncia de uso de
Ca, que foi 5,5% maior no clone 1144 (Tabela 5).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os clones GG100 e 1144
guanto a absorcéao e translocacdo de magnésio (Mg). No entanto, a eficiéncia de uso
de magnésio pelo clone 1144 foi 22,2% maior quando comparado ao clone GG100.
N&o foram constatadas diferencas entre as eficiéncias de absorcao, translocacao e
uso de boro (B) entre os clones GG100 e 1144 (Tabela 5).
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Tabela 5. Eficiéncias de absorcdo (EA), translocacdo (ET) e utilizacdo (EU) de
nitrogénio, fosforo, potassio, céalcio, magnésio e boro em clones de

eucalipto.
EA EU EA EU
Clones mg g* ET g2 mg* mg g* =T g2 mg*
nitrogénio fosforo
GG100 200,21 B! 0,90 B 0,10B 17,59 B 0,88 B 5,63 B
1144 258,21 A 0,93 A 0,14 A 23,15 A 0,94 A 6,57 A
F 1042,91** 29,52** 27,87** 214,00** 36,60** 79,15**
DMS? 4,9810 0,0102 0,0349 1,0523 0,0223 0,0899
CV (%)3 0,96 0,51 1,01 2,28 1,26 2,36
EA EU EA EU
Clones mgg* =T g2mg* mgg* =T g2 mg*
potassio calcio
GG100 55,48 A 0,80 A 1,01 A 46,32 A 0,72B 1,62B
1144 57,61 A 0,79 A 0,93 B 48,3 A 0,76 A 1,76 A
F 0,87"° 0,24 21,85  0,47"° 4,55* 9,73*
DMS 6,3140 0,0867 0,0610 8,0428 0,0415 0,1225
CV (%) 4,92 5,58 5,36 7,50 2,87 7,84
EA EU EA EU
Clones mg g* ET g2 mg* mg g* ET g2 mg™
magnésio boro
GG100 15,92 A 0,72 A 1,80 B 5,10 A 0,98 A 211,64 A
1144 16,60 A 0,76 A 2,20 A 513A 0,99 A 269,35 A
F 0,47 4,55M 9,73* 0,00M° 0,17 7,68N°
DMS 2,7640 0,0437 0,3530 0,0317 0,0613 58,0182
CV (%) 7,50 2,87 7,84 10,00 3,65 8,64

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey. 2Diferenca minima significativa entre as médias. 3 Coeficiente de variacao
das médias entre os clones. ">N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a
1% de probabilidade.

DISCUSSAO

Caracteristicas de crescimento

Foram constatadas diferencas significativas entre as caracteristicas de
crescimentos dos clones GG100 e 1144. No entanto, essas diferencas ja foram
observadas no momento da instalacdo do experimento, indicando que os clones

(ambos com 60 dias de idade) tem potenciais de crescimento diferentes.
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Diferencas nas caracteristicas de crescimento e producdo de massa seca
entre clones de eucalipto sdo comuns na literatura, inclusive em estudos de cinética
de absorcdo de nutrientes (BARROS; NEVES; NOVAIS, 2004; LIMA et al., 2005;
PINTO et al., 2011, dentre outros). Embora estes clones tenham sido submetidos a
diversos testes por longos anos durante o processo de melhoramento genético,
diferencas de producédo de biomassa sdo comuns, e junto com outras caracteristicas
visuais e fisiolégicas confirmam as diferencas entre clones de eucalipto.

Dentre as caracteristicas de crescimento, a massa seca das raizes € de
extrema importancia, ja que esta intrinsecamente ligada a absor¢cdo de nutrientes,
uma vez que a absorcdo de nutrientes € proporcional ao volume de solo ocupado
pelas raizes (ERNANI et al., 1994). O maior acimulo de massa seca geralmente
evidencia um grande volume radicular. A exploracdo de um grande volume de solo
pelas raizes é importante principalmente para a absorcdo dos nutrientes que se
deslocam pelo mecanismo de difusdo e interceptacdo radicular (VILELA,
ANGHINONI, 1984). O fosforo e o potassio sdo exemplos de nutrientes absorvidos
por difusdo; jA a interceptacdo radicular é essencial para a absor¢do de calcio. A
maior capacidade do clone 1144 quanto ao desenvolvimento do sistema radicular
pode ser interpretada como uma habilidade adaptativa para absorver nutrientes mais
eficientemente (MENGEL; BARBER, 1974), corroborando o0s resultados
apresentados nessa pesquisa.

Apesar das diferencas na massa seca das raizes, a relacdo massa seca da
parte aérea e de raizes foi estatisticamente igual para os clones 1144 e GG100. Essa
€ uma informacdo muito relevante, pois evidencia 0 investimento relativo de
fotoassimilados para o crescimento de uma regido especifica da planta (BATISTA et
al., 2015). Nesse estudo, a relacdo massa seca da parte aérea e de raizes foi
superior a 0,90 para os dois clones. Valores préximos a 1,0 sdo considerados por
muitos pesquisadores ideais: as plantas estao “investindo” de modo semelhante no
crescimento do sistema radicular e parte aérea.

Um maior investimento no crescimento do sistema radicular pode ser benéfico
em condi¢Bes de baixo nivel de dgua ou nutrientes no solo, pois havera maior area
de raiz para suprir as necessidades da planta (REIS et al., 2006). Por outro lado, a

maior translocacdo de fotoassimilados para o sistema radicular pode limitar o
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desenvolvimento vegetativo da parte aérea, diminuindo a area fotossinteticamente
ativa e, logo, o desenvolvimento da planta. Ja um alto investimento na parte aérea
em detrimento ao crescimento do sistema radicular pode prejudicar a absor¢céo de
nutrientes cujo contato raiz-solo € fundamental, como célcio. Esses nutrientes sédo
“interceptados” pelas raizes e, portanto, sua absor¢céo é dependente do volume do

sistema radicular.

Cinética de absorc¢ao de fésforo

A reducado do pH da solucdo de deplecdo ao longo das 24 horas da cinética
pode estar relacionada a liberagdo de acidos organicos pelas raizes, responsaveis
pela acidificacdo do meio. Além disso, o processo respiratério das plantas libera
CO,, que pode se transformar em acido carbonico, contribuindo para a acidificacéo
da solucéo nutritiva. A reducéo do pH foi um indicativo que as plantas estavam bem
adaptadas ao sistema e realizando todas suas fun¢gbes normalmente, condi¢cdes
ideias para um estudo cinético.

O menor pH da solucédo de deplecédo do clone 1144 observado nas primeiras 4
horas apds o inicio da cinética pode estar associada a maior atividade respiratoria
das raizes para prover energia para a absor¢cdo de outros nutrientes e o préprio
crescimento radicular, com consequente maior liberacdo de acidos organicos na
solucao, que, consequentemente, reduzem o pH.

O clone 1144 apresentou maior capacidade de absorcdo de P em funcédo do
tempo quando comparado ao clone GG100. Diferencas quanto a capacidade de
absorver nutrientes podem ser decorrentes de variagdes na morfologia das raizes,
nos parametros cinéticos de absorcao (Vmax, Km e Cnin) € na eficiéncia nutricional.

O Cnin € a concentracdo limite abaixo da qual a planta € incapaz de absorver
um elemento na solucdo. Esse parametro cinético foi menor para o clone 1144. De
um modo geral, baixos valores para Cnin podem ser indicativos de materiais
adaptados a ambientes adversos, como locais com caréncia de nutrientes. Assim,
clones com os menores Ci, possivelmente absorverao nutrientes mesmo quando

esses estiverem em baixa disponibilidade no meio.
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E importante salientar que em cinéticas realizadas em sistema hidropénico a
importancia do Cnn € reduzida, pois o nutriente esta disponivel em quantidade ideal,
na forma adequada para absorcdo e sem restricbes de agua. Portanto, ndo ha
limitagdo na chegada dos nutrientes as raizes, e parametros cinéticos como Km e
Vmax tém maior peso na avaliacdo da absorcdo de nutrientes. Nas cinéticas
realizadas utilizando-se solos nutricionalmente carentes ou em periodos de déficit
hidrico, o Cnin exerce maior influéncia na absor¢cdo (HORN et al., 2006).

A Vnax (velocidade maxima de absorcédo) foi maior para o clone 1144, e 0 Km
(constante de Michaelis-Menten) foi maior no clone GG100. O Km € o inverso da
afinidade do transportador pelo nutriente (EPSTEIN; BLOOM, 2006) e equivale a
concentracdo do nutriente na solugcdo onde foi atingida metade da Vmax. Quanto
maior o Km menor a afinidade do P com os sitios de absor¢éo e, portanto, menor a
eficiéncia de absorcéo de P.

Uma planta eficiente nutricionalmente na absorcdo de P seria aquela que
apresentasse uma alta taxa inicial de absorcdo, decorrente de alta afinidade do
carregador com o P (baixo Km) e atingisse uma concentragdo minima baixa (baixo
Cmin), extraindo o maximo possivel do P da solucdo (NIELSEN; BARBER, 1978;
HORN et al., 2006). Plantas com maior Vhsx € menor Km também sao consideradas
superiores tanto em alta quanto em baixa disponibilidade de nutrientes.

Em condi¢cbes de campo, e especificamente para P, menores valores de Km
sdo mais convenientes que grandes valores de Vs, Uma vez que as concentracdes
de P normalmente encontradas na solu¢édo dos solos brasileiros ndo sdo suficientes
para obter altos valores de Vmax (NOVAIS; MELLO, 2007). Independentemente do
conceito de “planta ideal”, os parametros cinéticos demonstraram que o clone 1144
foi o mais eficiente na absorcéo de P.

Muitas vezes compreender e comparar 0S parametros cinéticos,
principalmente quando varios materiais sdo avaliados, pode ser dificil. Assim, surgiu
0 conceito de “poder de absor¢cao” - a, (VmaxKm), que pode ser considerado como a
eficiéncia de absorcdo especifica (MARSCHNER, 1995). Quanto maior o a, maior
serd a taxa de absorcdo por unidade de raiz. A eficiéncia de absorcdo de um

nutriente sera maior quanto maior for o Vs € menor for o Km. Dessa forma o
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parametro a, sendo a razdo dos dois, € uma expressao direta dessa eficiéncia e
reflete o maior valor de Vs apresentado pelo clone 1144.

Na literatura, os parametros cinéticos da absorcdo de P para eucalipto
variaram entre 0,57 e 1,72 pmoles g™* h™ para a Vs entre 1,15 a 1,29 ymol L™ para
o Km e entre 0,23 e 2,08 ymol L™ para o Cnin (FURTINI NETO, 1994). Os valores
apresentados por esse pesquisador diferem dos aqui calculados. No entanto, deve-
se ressaltar que foram obtidos para outros clones e a cinética foi realizada com
elemento marcado (**P), tornando dificil a comparacéo de valores.

Ja Pinto (2009) obteve valores bem préximos aos encontrados nessa
pesquisa. Os valores de Km oscilaram entre 13,3 e 15,1 umol L™, valores de Cmin
entre 8,6 e 12,6 umol L™ e valores de Vs entre 0,15 e 0,24 ymol g* h™*. Ambos os
experimentos foram conduzido em condigdes muito semelhantes, com clones de
eucalipto “atuais” e oriundos de propagacao vegetativa. Entretanto, a pesquisadora
utilizou a solucdo nutritiva de Clark (CLARK, 1975) e a cinética de absorcéo foi
realizada “conjuntamente” para P, K, Ca e Mg.

Por meio dos parametros cinéticos apresentados e da discussédo da escolha
de uma “planta ideal”, o clone 1144 foi superior na absorcao de P quando comparado
ao clone GG100.

Também é fundamental avaliar a eficiéncia na translocacao e utilizacdo desse
nutriente. E, para uma escolha segura desse clone em detrimento de outros, é
essencial conhecer a eficiéncia nutricional de absorcao, translocacao e utilizacdo de

outros nutrientes.
Eficiéncias nutricionais

A eficiéncia nutricional pode ser compreendida como a capacidade das
plantas de absorver, translocar e utilizar nutrientes. Na fase jovem, a eficiéncia de
absorcdo é mais importante e durante todo o restante do ciclo da planta uma boa
eficiéncia de utilizacdo é fundamental (BARROS; NOVAIS, 1990).

Os clones GG100 e 1144 apresentaram diferencas quanto a eficiéncia
nutricional (eficiéncias de absorcdo, translocagédo e utilizacdo). Diferencas nessas

caracteristicas foram constatadas anteriormente para clones de eucalipto por Pinto
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et al. (2011) e por Lima et al. (2005). Esse comportamento diferenciado de materiais
“semelhantes” cultivados sob mesma condicdo pode indicar, além das diferencas
anteriormente expostas, diferengas nos fatores internos responsaveis pela eficiéncia
nutricional (MARTINEZ et al., 1993).

As eficiéncias de absorcao, translocacéo e utilizacdo de N e P foram maiores
no clone 1144. O N e o P sdo nutrientes muito requeridos pelas plantas e,
consequentemente, limitantes ao seu crescimento. Na fase de muda, esses
nutrientes sdo essenciais para garantir o rapido crescimento radicular do eucalipto
(BARROS; NEVES; NOVAIS, 1997). Esses nutrientes também s&o os que mais
afetam a producdo de raizes quando fornecidos em quantidades insuficientes
(CLARKSON, 1985).

Na area florestal brasileira, uma grande capacidade de absor¢céo de nutrientes
€ importante nos povoamentos recém-implantados, permitindo uma maior taxa de
recuperacdo dos nutrientes aplicados via fertilizacdo (BARROS et al., 1986). Uma
vez que a eficiéncia de utilizacdo é a caracteristica mais importante na producéo de
biomassa e, consequentemente, na produtividade de madeira, elevadas eficiéncias
de utilizacdo sdo imprescindiveis em plantas adultas de espécies florestais.

A menor eficiéncia de utilizacdo de N e P pelo clone GG100 pode estar
relacionada a maior necessidade desses nutrientes para as rea¢fes bioquimicas da
planta, a menor redistribuicdo do nutriente para os pontos de crescimento e a menor
mobilizacdo de N e P (PINTO, 2009).

As eficiéncias de absorcao e translocacéo de K foram estatisticamente iguais
entre os clones GG100 e 1144. A absorcédo de K pelo plasmalema das células das
raizes € um processo altamente eficiente. Assim, a absorcédo raramente é uma etapa
limitante na aquisicdo de K em meios com teores adequados do nutriente. Além
disso, a demanda por K aumenta com o acumulo de biomassa e, portanto, com a
idade das plantas (BARROS et al., 1990). A eficiéncia de utilizacdo de K foi maior no
clone GG100, demonstrando que esse material pode produzir mais biomassa
absorvendo e translocando a mesma quantidade desse nutriente que o clone 1144,

O K é um nutriente abundante nas plantas, j& que em condi¢cdes de boa
fertiidade de solo é absorvido em grande quantidade pelas raizes. Tem funcéo

essencial no estado energético da planta, na translocacdo e armazenamento de
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fotoassimilados e na manutencdo da agua nos tecidos vegetais (MEURER, 2006).
No entanto, muitas das areas florestais brasileiras tém caréncia de K (SILVEIRA et
al., 2004). Assim, o clone GG100 — que apresentou maior eficiéncia na utilizacao de
K — € um material interessante para areas com quantidades criticas de K ou para ser
utilizado em programas de melhoramento genético.

As eficiéncias de translocacdo e utilizacdo de Ca também foram
significativamente superiores no clone 1144. A eficiéncia de translocacdo dos
nutrientes da raiz para a parte aérea é responsavel pela manutencdo da demanda
por nutrientes dos sitios fotossinteticamente ativos da planta (ABICHEQUER;
BOHNEN, 1998). A movimentacao de ions das raizes até o xilema envolve varios
mecanismos que podem limitar sua ascensdo para a parte aerea — entre eles,
diferengas genotipicas (GERLOFF; GABELMAN, 1983), explicando assim a
diferencas dessa caracteristica nos clones.

Para o eucalipto, uma boa eficiéncia de translocacdo de Ca € essencial, uma
vez que esse nutriente é bastante demandado para o processo de divisdo celular
(CUNHA et al., 2009). Do total de Ca absorvido, 50% ou mais sera translocado e
permanecera no tronco das arvores e, portanto, estara relacionado a produtividade
do eucalipto (GRESPAN et al., 1998). Dessa forma, baixas eficiéncias de absorcao,
translocacao e utilizacdo de Ca podem comprometer a producéo de madeira.

Também ndo foram observadas diferencas significativas entre os clones
guanto a absorcéo e translocacdo de magnésio (Mg). Ja a eficiéncia de utilizacdo de
Mg foi maior no clone 1144. Geralmente baixos teores de Mg séo suficientes para
atender as demandas nutricionais do eucalipto. A excecao ocorre apenas nas areas
de Cerrado, que podem apresentar deficiéncia desse nutriente, e a alocacdo do
clone 1144 nessas areas podera colaborar no melhor uso do Mg disponivel.

N&o foram constatadas diferencas estatisticas entre os clones GG100 e 1144
para as eficiéncias de absorcéo, translocacéo e uso de B. Existem evidéncias de que
esse nutriente possa estar associado a qualidade da madeira, j& que atua no
crescimento dos meristemas e na formacao da parede celular — especificamente na
sintese de pectina, lignina e celulose (MARSCHNER, 1995).

De um modo geral (com excecéo da eficiéncia de utilizacdo de K), a eficiéncia

nutricional do clone 1144 foi superior a do clone GG100. Considerando-se que 0
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comportamento da eficiéncia nutricional dos clones nao seja alterado durante o ciclo
de cultivo do eucalipto, pode-se inferir que o clone 1144 necessita de menores
investimentos na adubacdo devido a maior taxa de recuperacdo (absorcao) dos
nutrientes, e maior eficiéncia na conversao destes em producdo de biomassa.

As eficiéncias de absorcado e utilizacdo de K, Ca e Mg foram estudadas em
clones de Eucalyptus grandis e em hibridos de E. grandis x E. urophylla. As
eficiéncias de absorcdo para esses nutrientes oscilaram entre 42,7 e 85,9 mg g*
para K; entre 20,8 e 45,9 mg g™ para Ca e entre 6,9 e 10,7 mg g para Mg. Ja as
eficiéncias de uso variaram entre 1,2 e 1,5 g2 mg™ para K; entre 3,2 e 3,6 g2 mg*
para Ca e entre 8 e 14,7 g2 mg™ para Mg (LIMA et al, 2005). Além de avaliarem
clones diferentes, os pesquisadores também utilizaram a solugdo nutritiva de Clark.

Por meio da comparacdo de seis clones de eucalipto, Pinto et al. (2011)
também concluiram que o clone 1144 foi mais eficiente nutricionalmente,
principalmente para N, P, K, Mg e S, com maior eficiéncia na absorcdo e na
utilizacdo destes nutrientes na producdo de biomassa. De um modo geral, as
eficiéncias nutricionais obtidas no artigo supracitado foram préximas as obtidas
nessa pesquisa. Bons resultados na producédo de biomassa em plantios comerciais
do clone 1144 também foram relatados por Pinto et al. (2011).

A maior eficiéncia nutricional de um clone pode ser atribuida a inGmeros
fatores j& discutidos anteriormente, e inclusive pode ser relacionado a massa seca
de raizes. A velocidade de absorcdo de nutrientes € funcdo do numero de
carregadores e de sua velocidade de giro e, nesse contexto, o volume do sistema
radicular resulta em maior nimero de sitios de absorcdo, com consequentes
alteracbes nos parametros cinéticos de absorcdo (FONTES; BARBER, 1984;
CLARKSON, 1985). Nesse experimento, o clone 1144 apresentou maior massa seca
de raizes e, consequentemente, maior afinidade e maior eficiéncia de absorcdo de
P, e maiores eficiéncias na absorcao, translocacéo e uso de alguns nutrientes.

A eficiéncia nutricional € um fator de grande relevancia para a alocacao de
materiais em sitios com distintas disponibilidades de nutrientes e para o
estabelecimento de um plano de fertilizagdo. Ambos os fatores sao essenciais para a
cultura do eucalipto, uma vez que essa cultura vem sendo cultivada em varias

condi¢cBes edafoclimaticas e a reducao do uso de fertilizantes implicara na reducéo
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dos custos de producdo e, consequentemente, no aumento na lucratividade.
Materiais com altas eficiéncias nutricionais podem ainda reduzir o risco de exaustao
dos nutrientes no solo, mantendo o potencial produtivo ao longo ciclo da cultura do
eucalipto.

E importante ressaltar que o cultivo de materiais altamente eficientes na
absorcdo de um nutriente em solos pobres que ndo receberam adubacédo pode
causar o empobrecimento do solo (SANTANA et al.,, 2002). Assim, conhecer a
eficiéncia nutricional de um material € necessario ndo s6 para sua alocacdo em
campo, mas também para o uso e manejo racional dos solos (FURTINI NETO,
1994).

Contudo, reunir em um sé clone as melhores caracteristicas € muito dificil,
mesmo apos anos de investimentos no melhoramento genético. As empresas
florestais desenvolvem pesquisas voltadas a selecdo de materiais genéticos
adaptados as diversas condicbes ambientais. A avaliacdo de parametros cinéticos
de absorcao de nutrientes e eficiéncias nutricionais € fundamental para a execucgao
desta tarefa.

Cabe ressaltar que varios mecanismos fisioloégicos e morfolégicos estédo
envolvidos no uso eficiente de nutrientes pela planta. Alguns, como o volume
radicular e a relacdo entre a parte aérea e as raizes foram discutidos aqui. No
entanto, a avaliacdo das taxa de fotossintese e o gasto nutricional para a
manutencdo do metabolismo ainda precisam ser avaliados (FAGERIA; BALIGAR,
1998). Relacionar os dados obtidos em experimentos de cinética de absorcao de
nutrientes ou eficiéncias nutricionais com a produtividade e qualidade da madeira no
momento da colheita também seria fundamental para a compreensédo do mecanismo
de absorcao, translocacao e utilizacdo dos nutrientes.

Por fim, a eficiéncia nutricional pode ser afetada por fatores relacionados com
o clima (temperatura, radiacéo solar e precipitacdo), com o solo (pH, teor de matéria
organica, toxidez de aluminio, deficiéncias de nutrientes, salinidade, etc.) e com a
planta (crescimento do sistema radicular, fixagdo de nitrogénio, micorrizas,
alelopatia, doencas, pragas e plantas daninhas) (FAGERIA,1998). Além disso, a
eficiéncia nutricional obtida nessa pesquisa foi realizada com mudas de 90 dias de

idade e em solugdo nutritiva. Para validar essas informagodes, faz-se necessaria a
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conducdo de estudos com plantas adultas, em diferentes solos e em distintas

condi¢cBes edafoclimaticas.

CONCLUSAO

O clone 1144 apresentou maior absorcéo de fésforo e, de um modo geral, as

maiores eficiéncias de absorc¢éo, translocacéo e utilizagdo de macronutrientes.
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CAPITULO 3 - Respostas fotossintéticas, metabdlicas e nutricionais de clones
de eucalipto cultivados com diferentes concentracfes de

fosforo e glyphosate

RESUMO - Em condi¢cdes de deficiéncia de fésforo, o glyphosate pode ser
transportado por transportadores de fosfato. Estudar essa interacdo em plantas de
eucalipto € primordial, uma vez que a produtividade das florestas plantadas pode ser
comprometida pela deficiéncia de fésforo, e o glyphosate é o herbicida mais utilizado
na eucaliptocultura no controle em pds-emergéncia das plantas daninhas. Esta
pesquisa teve como objetivo estudar as alteracdes fotossintéticas, metabdlicas e
nutricionais de plantas de Eucalyptus urophylla (clones GG100 e 1144) cultivadas em
concentracbes de fésforo e submetidas a aplicagcdo de glyphosate. Para isto,
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo (areia) e em camara de
crescimento (sistema hidropénico). Os nutrientes foram fornecidos por meio de
solucao nutritiva, que foi ajustada para as concentracdes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X.
As caracteristicas fotossintéticas eficiéncia quantica do fotossistema Il e teores de
clorofilas foram reduzidas de modo mais intenso nas plantas cultivadas com
menores concentracdes de fésforo apds a aplicacao de glyphosate. Ja a fotossintese
e a condutancia estomatica foram reduzidas apenas em funcdo da aplicacao de
glyphosate. A peroxidacéo lipidica foi aumentada apenas apds a pulverizacao de
glyphosate. Para o clone GG100, os maiores teores de glyphosate, acido
aminometilfosfébnico (AMPA) e &acido chiquimico foram quantificados apdés a
pulverizacdo de glyphosate nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo. Ja para o
clone 1144, a interac@o sO ocorreu para o teor de AMPA. Para o clone GG100 e em
casa de vegetacdo, o menor teor de nitrogénio foi constatado para a interacéo entre
a menor concentracdo de fésforo (0,5X) e na dose de glyphosate 180 g e.a. ha™.
Nos experimentos em sistema hidropénico, a maior concentracdo de fésforo (1,5X) e
a aplicacédo das doses das maiores doses de glyphosate reduziu os teores foliares
de célcio e magnésio para o clone GG100. Para o clone 1144 reducéo do teor
radicular de nitrogénio quando as plantas foram cultivadas com 0,5X de fésforo apos

a aplicacdo de das maiores doses de glyphosate.
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Palavras-chave: Eucalyptus urophylla; herbicida; fotossintese; transportadores de

fosfato; acido chiquimico; malondialdeido; nutricao.

ABSTRACT - In phosphorus deficiency conditions, glyphosate can be transported by
high-affinity phosphate transporters. Studying this interaction in eucalypt plants is
essential, since forests yield may be compromised by phosphorus deficiency, and
glyphosate is the most widely used herbicide in eucalypt plantations to post
emergence weed control. The aim of this research is to study the photosynthetic,
metabolic and nutritional changes in Eucalyptus urophylla (GG100 and 1144 clones)
grown with phosphorus concentrations and submitted to glyphosate application. To
this end, experiments were conducted in greenhouse (sand) and growth chamber
(hydroponic system). Nutrients were provided by nutrient solution, which was
adjusted to phosphorus concentrations 0.5X; 1X and 1.5X. The photosynthetic
characteristics quantum efficiency of photosystem Il and chlorophyll content were
reduced more intensely in plants grown with lower phosphorus concentrations after
glyphosate application. Photosynthesis and stomatal conductance were reduced only
by glyphosate application. Lipid peroxidation was increased only after glyphosate
spraying. Higher levels of glyphosate, aminomethylphosphonic acid (AMPA) and
shikimic acid were quantified after glyphosate spraying in GG100 plants grown with
0.5X phosphorus. This interaction occurred only to AMPA content in 1144 clone. The
lowest nitrogen content was quantified to the interaction between the lowest
phosphorus concentration (0.5X) and the glyphosate dose 180 g a.e. ha™ in GG100
clone growth in greenhouse. For 1144 clone, only was significant interaction to root
nitrogen content, which was reduced in plants grown with 0.5X phosphorus and

higher glyphosate doses.

Keywords: Eucalyptus urophylla; herbicide; photosynthesis; phosphate transporters;

shikimic acid; malondialdehyde; nutrition.
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INTRODUCAO

O fosforo € o segundo macronutriente mais limitante ao crescimento das
plantas e tem um papel importantissimo na fotossintese, além de ser elemento
chave de varias vias metabdlicas e reac¢des bioguimicas (VERSAW; HARRISON,
2002). A disponibilidade desse nutriente na maioria dos solos, no Brasil e no mundo,
raramente é adequada para o crescimento e desenvolvimento ideal das plantas
(ABEL et al., 2002). A forma assimilavel de fosforo pelas plantas é o ortofosfato, que
€ extremamente insollvel na maioria dos solos, jA que interage rapidamente com
céations e composto organicos (HIRSCH et al., 2006; LOPEZ-BUCIO et al., 2000).

Assim, as plantas desenvolveram estratégias para aumentar a aquisicdo, a
translocacao e a utilizacao do fosfato quando se encontram em condi¢des limitantes
(RAGHOTHAMA, 1999). Uma dessas estratégias € a expressdao génica de
transportadores de fosfato em funcdo da disponibilidade desses, alterando a
expressado de transportadores de baixa e alta afinidade por fosfato (LIU et al., 1998;
DARAM, 1998; GUO et al., 2008; BAYKE et al., 2011).

Na literatura, existem evidéncias de que os transportadores de fosfato de alta
afinidade, expressos em condi¢cdes de deficiéncia de fésforo, poderiam se ligar a
compostos que tivessem em sua composicao fosfato, uma vez que esses teriam alta
afinidade por fosfato, na tentativa de suprir a deficiéncia de fésforo imposta pelo
sistema. Uma vez que o herbicida glyphosate apresenta um grupo fosfonato em sua
molécula, poderia ser transportado pelos transportadores de fosfato de alta afinidade
(DENIS; DELROT, 1993; MORIN et al., 1997; RAGHOTHAMA, 1999).

O glyphosate [N-(fosfonometil) glicina] € um dos herbicidas mais utilizados no
mundo, ja que é recomendado para o controle uma grande variedade de espécies
vegetais anuais e perenes; possui rapida ligacdo as particulas do solo, rapida
biodegradacé@o e baixa toxicidade a mamiferos, aves e peixes (NEUMANN et al.,
2006; PLINE-SRNIC, 2006; AHSAN et al., 2008; PRESTON; WAKELIN, 2008).

Devido ao seu amplo espectro de agéo, a ocorréncia de deriva de glyphosate
pode promover alteragbes em plantas ndo alvo. O glyphosate atua diretamente na
rota do chiquimato, inibindo a sintese de aminoacidos arométicos essenciais,

precursores de produtos como lignina, alcaldides, flavondides e acidos benzoicos
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(TAN et al., 2006; REDDY et al., 2008), que sao indispensaveis para a sintese de
proteinas e o crescimento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013; NELSON, 2008). O
glyphosate pode ainda afetar diretamente a fotossintese (AHSAN et al., 2008),
diminuindo a sintese de clorofila e interferindo na organizagcdo do aparelho
fotossintético (MARIA et al., 2005; AHSAN et al., 2008).

Como descrito anteriormente, em condicbes de deficiéncia de fosforo o
glyphosate pode ser transportado por transportadores de fosfato de alta afinidade.
Contudo, pesquisas que relacionem os efeitos do glyphosate aos teores de fésforo
disponiveis e, consequentemente, o efeito dessa interacdo nas plantas, sao
escassas. Estudar essa interacdo em plantas de eucalipto € primordial, uma vez que
a produtividades das florestas plantadas pode ser comprometida pela deficiéncia de
fésforo, muito comum em solos no Brasil e no mundo; e o glyphosate é o herbicida
mais utilizado na eucaliptocultura no controle em pdés-emergéncia das plantas
daninhas.

Aventa-se a hipotese de que concentracbes de fosforo estejam
correlacionadas a absorcéo e translocagéo de glyphosate e, consequentemente, aos
efeitos desse herbicida nas plantas de eucalipto.

Diante do exposto, objetivou-se verificar as alteracdes fotossintéticas,
metabdlicas e nutricionais de plantas de clones de eucalipto cultivados em
concentragfes de fosforo e submetidas a aplicacdo de glyphosate.

MATERIAL E METODOS

Experimentos | e Il — em casa de vegetacao

Esses experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao, no Laboratorio
de Plantas Daninhas (LAPDA), anexo ao Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus
de Jaboticabal-SP.

Foram utilizados dois clones, denominados GG100 (Eucalyptus urophylla) e
1144 (um hibrido espontaneo de E. urophylla com uma espécie néo identificada).

Cada clone correspondeu a um experimento independente. Esses clones foram
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escolhidos por serem muito utilizados no Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais e,
com base em resultados prévios, esses materiais demonstraram ter diferentes
capacidades de absor¢cdo de fésforo (informacfes disponiveis no Capitulo 2) e
distintas tolerancias a glyphosate (CARVALHO et al., 2015).

Na instalacdo dos experimentos, as mudas do clone GG100 tinham em média
39,0 cm de altura; 3,8 mm de diametro do caule e entre 14 e 18 folhas. Ja as mudas
do clone 1144 tinham em média 32,0 cm de altura, 3,9 mm de diametro do caule e
entre 20 e 23 folhas.

Foram utilizados como unidades experimentais vasos de plastico com
capacidade para 8 litros. Esses vasos foram preenchidos com areia grossa
previamente lavada, visando eliminar particulas capazes de adsorver fdsforo,
garantindo assim que todo fésforo fornecido as plantas estivesse livre na solugéo do
solo e, portanto, passivel de ser absorvido.

Para isto, a areia foi colocada em caixas d’agua com capacidade para 100
litros, e lavada com &gua corrente até que a dgua saisse limpida. As caixas foram
novamente preenchidas com agua, adicionando-se acido cloridrico (HCI - 2,5% do
volume da agua). Essa mistura de areia, agua e HCI foi agitada manualmente e
deixada por 12 horas em repouso. Apos esse periodo, a areia foi lavada com agua
até a retirada do excesso de HCI e colocada sobre uma peneira fina, que permitia a
passagem de agua, retendo apenas os graos de areia. Sob a peneira, mais agua foi
utilizada para a total retirada do HCI. Ap6s o processo de lavagem, a areia foi seca
ao ar e acondicionada nos vasos.

Para a nutricdo das plantas foi utilizada a solugéo nutritiva de Furlani et al.
(1999). As concentractes de fosforo na solucdo nutritiva foram ajustadas para os
tratamentos 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a quantidade de fésforo
recomendada para o preparo de solucdo original). Dessa forma, as plantas nutridas
com o tratamento 0,5X receberam uma solucdo contendo 15,75 mg L™ ou 0,5 mmol
L™ de fosforo; as plantas nutridas com 1X receberam uma solucéo contendo 31,5 mg
L™ ou 1 mmol L™ de fésforo e as plantas nutridas com 1,5X receberam uma solucéo

contendo 47,25 mg L™ ou 1,5 mmol L™ de fésforo (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicéo da solucao nutritiva proposta por Furlani et al. (1999).

macronutrientes
mgL?*  mmolL?

Nitrogénio 202,0 14,4
Fésforo 31,5 1,0
Potassio 193,4 4.9
Calcio 1425 3,6
Magnésio 39,4 1,6
Enxofre 52,3 1,6

micronutrientes
ug L pmol L

Boro 262,0 24,3
Cobre 38,0 0,6
Ferro 1800,0 32,3
Manganés 369,0 6,7
Molibdénio 65,0 0,7
Zinco 144,0 1,7

As solugdes nutritivas foram fornecidas inicialmente duas vezes por semana
e, a partir da segunda semana ap6s o plantio das mudas, as solu¢des nutritivas
foram fornecidas a cada dois dias.

A irrigagcdo dos vasos foi realizada de acordo com a umidade da areia,
mensurada por meio de um medidor eletrénico de umidade do solo (Falker®, modelo
HidroFarm). Esse aparelho monitorou a umidade volumétrica da areia por meio de
sensores, permitindo uma rapida identificacdo do teor de agua disponivel para as
plantas e o célculo da quantidade a ser adicionada para manter a capacidade de
campo nos vasos. De acordo com informacdes disponiveis no manual do aparelho, a
capacidade de campo ideal para um solo arenoso € de 15%. Com esse
conhecimento, diariamente foram realizadas medi¢cdes e, quando necessario, agua
destilada (GEHAKA®, Sistema Purificador de Agua) foi adicionada de modo a manter
a capacidade de campo dos vasos. Sob os vasos foram colocados pratos de plastico
para a coleta do excesso de agua que porventura percolasse.

Aos 30 dias ap6s o plantio, as plantas receberam os tratamentos com
glyphosate nas doses 0,0; 3,6; 7,2; 18,0; 36,0; 72,0; 180,0 e 360,0 g de e. a. ha™,

simulando uma deriva pulverizada com uma solugdo aquosa da formulacéo
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comercial de glyphosate (Monsanto Company®, produto comercial Scout). Essa é a
formulacdo de glyphosate recomendada para a cultura do eucalipto.

A aplicacdo do herbicida foi realizada com um pulverizador costal manual
pressurizado a CO,, acoplado a uma barra de pulverizacdo munida de um bico XR
11002. O volume de calda utilizado foi de 200 L ha™ e presséo de aplicacéo foi de 2
bar. A aplicacdo foi realizada em uma sala de pulverizacéo livre de correntes de
vento, com temperatura e umidade monitorada (26°C e 57% de umidade,
respectivamente).

Para evitar qualquer contato do herbicida com a areia — garantindo assim que
a absorcao do glyphosate fosse unicamente foliar — foi utilizado papel aluminio para
cobrir a superficie dos vasos, circulando o caule das mudas de eucalipto e isolando
0 substrato.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com
guatro repeticbes. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3x8,
composto pelas trés concentracdes de fésforo e as oito doses de glyphosate.

Aos 0, 7, 21 e 35 dias ap6s a aplicacao (DAA) de glyphosate foram
mensuradas a altura, o diametro do caule e o nimero de folhas.

A eficiéncia quantica do fotossistema Il — Fv/Fm (Hansatech®, modelo PEA) foi
quantificado aos 0, 1, 3, 7 e 15 DAA. Para a medicdo de Fv/IFm, as folhas
analisadas foram pré-adaptadas ao escuro, com a utilizacdo de pincas por 30
minutos antes das determinacdes de fluorescéncia. Os teores relativos de clorofilas
a, b e total também foram mensurados nessas avaliacdes (Falker®, modelo CFL
1030).

Essas determinagdes (Fv/Fm e teores de clorofila) foram sempre realizadas
nas mesmas folhas (previamente marcadas). A folha utilizada foi a terceira
completamente expandida, contada a partir do apice e, portanto, considerada uma
folha mediana. Essas medicbes sempre ocorreram no periodo da manha, a partir
das 8 horas.

Aos 15 DAA de glyphosate, a determinacdo dos teores de lipoperéxidos (por
meio da determinacdo do malondialdeido - MDA) foi realizada nas folhas das plantas
submetidas a aplicacdo das doses de glyphosate 0,0; 7,2; 36,0; 72,0; 180,0 e 360,0

g e.a. ha™. Para isso, foram coletadas amostras foliares, congeladas imediatamente
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em nitrogénio liquido e armazenadas em saquinhos de papel aluminio previamente
identificados em ultrafreezer (-80 °C).

Para o teste do malondialdeido, amostras de 200 mg do material vegetal
foram pesadas e maceradas em nitrogénio liquido, acrescentando-se em seguida 2
mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%; e 20,0% de polivinilpirrolidona (PVPP).
Depois da perfeita homogeneizacdo, 1,4 mL do material foi transferido para um tubo
Eppendorf e centrifugado a 10096 g por 5 minutos. Do sobrenadante originado apés
a centrifugacao, 250 pL foram retirados e adicionou-se 1mL de TCA a 20,0% + 1 mL
de acido tiobarbitarico (TCB) a 0,5%. Essa mistura foi mantida em banho seco a 95
°C por 30 minutos. Assim que retirados do banho-seco, os tubos foram colocados
em gelo por 10 minutos e, novamente, centrifugados por 10 minutos a 10096 g.

Foram realizadas trés repeticobes para cada amostra, lidas em
espectrofotometro em triplicatas. Duas leituras foram realizadas: uma em
comprimento de onda de 535 nm e outra em 600 nm. As concentracbes de MDA
foram determinadas através da férmula: C = [abs(535-600)/155000]/10°.

Aos 35 DAA, as plantas de eucalipto foram separadas em raizes, caule e
folhas, e essas partes das plantas foram acondicionadas em sacos de papel
identificados, colocados em estufa com circulacéo forcada de ar para secagem, a
uma temperatura de cerca de 40 °C, durante aproximadamente 120 horas. O
material foi pesado para a quantificacdo da massa seca e triturado em micromoinho
utilizando peneira de 40 mesh.

Nas amostras correspondentes aos tratamentos 0,0; 7,2; 36,0 e 180,0 g e.a.
ha de glyphosate foram determinados os teores de nitrogénio (método semi-micro-
Kjeldahl) (TEDESCO et al., 1995); fosforo (método colorimétrico do metavanadato);
potassio (fotometria de chama) (ALCARDE; BORELLA, 1976); célcio; magnésio
(ambos por espectrofotometria de absorcdo atdbmica) e boro (colorimetria da
azometina H) (MALAVOLTA et al., 1997).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e para
comparacdo das médias foi utilizado o teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade com o auxilio do programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).



59

Experimentos lll e IV —em camara de crescimento

Esses experimentos foram conduzidos em camara de crescimento utilizando-
se sistema hidrop6nico no Laboratério de Plantas Daninhas (LAPDA), anexo ao
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal-SP.

Foram utilizados os mesmos clones descritos nos Experimentos | e Il e cada
clone correspondeu a um experimento independente. Na instalagcdo do experimento,
as mudas do clone GG100 tinham em média 29,0 cm de altura, 3,0 mm de diametro
de caule e entre 8 e 10 folhas. Ja as mudas do clone 1144 tinham em média 25,0 cm
de altura, 3,2 mm de diametro e entre 9 e 14 folhas.

As mudas foram pré-adaptadas ao sistema hidropdnico por 21 dias (uso de
solucdo nutritiva com concentracdes de nutrientes crescentes: 25; 50 e 100%, e
durante este periodo, o pH da solucéo foi corrigido a cada dois dias para 6,0+0,2).
No final desse periodo, as mudas foram selecionadas quanto a uniformidade de
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular. Cada uma das mudas
selecionadas foi transferida, individualmente, para uma caixa de plastico com
capacidade de 2,5 litros (15,0 x 15,0 x 10,0 cm). A nutricdo das plantas também foi
realizada com solucéo de Furlani et al. (1999) ajustada para as concentracdes de
fésforo 0,5X, X e 1,5 X, previamente descritas nos experimentos | e Il. As condi¢ées
da camara de crescimento foram controladas (intensidade luminosa de 110 pmol m™
s fotoperiodo de 12 horas; temperatura mantida em torno de 26 °C e umidade
relativa entre 60 e 70%).

Aos 30 dias apoés o transplante das mudas para caixas, as plantas receberam
os tratamentos com glyphosate nas quantidades 0,000; 0,017; 0,034; 0,072; 0,144;
0,288 e 0,576 g de e.a. de glyphosate em 1,6 litros de agua, ou 0,000; 0,024; 0,048;
0,100; 0,200; 0,400 e 0,800 g de produto comercial em 1,6 litros de agua (Monsanto
Company®, produto comercial Scout). Essas quantidades foram diluidas diretamente
nas caixas de cultivo, preenchidas por 1,6 litros da solucdo nutritiva adequada a
cada tratamento.

Doses maiores de glyphosate (doses comumente utilizadas e citadas na

literatura) foram utilizadas em experimentos em sistema hidrop6nico previamente.
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Contudo, uma vez que o glyphosate foi aplicado via solucéo nutritiva e a absorcao foi
radicular, essas doses ocasionaram a morte rapida das plantas — entre trés e sete
dias. Dessa forma, doses menores foram utilizadas de modo a permitir a conducéo
do experimento por um periodo maior.

Assim, os tratamentos foram constituidos por trés concentracdes de fésforo
(0,5X; 1X e 1,5X) combinadas a sete subdoses de glyphosate (0; 0,3; 0,6; 1,25; 2,5;
5 e 10%). O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com os tratamentos
arranjados em esquema fatorial 3x7, com quatro repeticoes.

A eficiéncia quantica do fotossistema Il — Fv/Fm (Hansatech®, modelo PEA) e
o teor relativo de clorofila total (Falker®, modelo CFL 1030) foram mensurados as O
(momentos antes da aplicagdo das subdoses de glyphosate nas caixas), 1, 24, 48,
72, 96, 120, 144, 168 e 360 horas ap0s a aplicacdo de glyphosate (HAA). Para a
medicao de Fv/Fm, a folha analisada foi pré-adaptada ao escuro, com a utilizacdo de
pincas, por 30 minutos antes das determinacdes de fluorescéncia. As taxas de
fotossintese e a conduténcia estomética foram determinadas as 0; 24; 48; 72; 96;
120; 144 e 168 HAA. Para isso, foi utilizado um analisador de gas por sensor
infravermelho — IRGA (Li-Cor®, modelo L16400). Foi padronizada a taxa de radiacéo
fotossinteticamente ativa de 522 umol m? s*. As andlises foram realizadas nas
folnas medianas. Essas determinacdes foram sempre realizadas nas folhas
medianas (previamente marcadas em todas as plantas). Todas as medi¢cdes dessas
caracteristicas fotossintéticas ocorreram no periodo da manha, a partir das 8 horas.

Aos 15 dias apds a aplicacdo do glyphosate, raizes, caule e folhas foram
separados, identificados e acondicionados em sacos de papel em estufa com
circulacao forcada de ar para secagem, a uma temperatura mantida sempre inferior
a 40 °C, durante cerca de 120 horas. As folhas e raizes foram trituradas em
micromoinho utilizando peneira de 40 mesh.

Nas amostras de folhas e raizes correspondentes as aplicacdes de 0,0; 0,6;
2,5 e 10% de glyphosate foram determinados os teores de nitrogénio (método semi-
micro-Kjeldahl) (TEDESCO et al., 1995); fésforo (método colorimétrico do
metavanadato); potassio (fotometria de chama) (ALCARDE; BORELLA, 1976);
célcio, magnésio (ambos por espectrofotometria de absor¢cdo atdbmica) e boro
(colorimetria da azometina H) (MALAVOLTA et al.,, 1997). Devido a escassez de
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massa seca de folhas, a analise de boro foi realizada apenas nas raizes (colorimetria
da azometina H) (MALAVOLTA et al., 1997).

As amostras de folhas correspondentes as mesmas doses de glyphosate
supracitadas também foram utilizadas para determinacédo dos teores de glyphosate,
acido aminometilfosfonico (AMPA) e acido chiquimico. Essas analises foram
realizadas no Nucleo de Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias, Campus de Botucatu-SP.

O material seco moido foi pesado em balanca com 0,0001g de precisdo e as
amostras foram acondicionadas em tubos Falcon de 15 mL de capacidade, no qual
foram adicionados 10 mL de agua acidificada a pH 2,5 e homogeneizado em turrax
por cinco minutos. Apds a extragdo, os tubos foram submetidos a banho com
frequéncia ultra-sonica de 42 KHz, durante 30 minutos. Na sequéncia, foram
centrifugados a 4000 rpm, durante 10 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi coletado
e filtrado em filtro Millex HV 0,45 pm (Millipore®), com membrana durapore de 13
mm, e acondicionados em vial ambar 9 mm, com 2 mL de capacidade.

Para a realizacdo dessas analises foi utilizado um sistema LC-MS/MS,
composto por um Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) (Shimadzu®,
modelo Proeminence UFLC) equipado com duas bombas LC-20AD, auto- injetor
SIL-20AC, de gaseificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-20A (permite a
operagcdo totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da
temperatura da coluna). Um espectrdmetro de massas 3200 Q TRAP (Applied
Biosystems®) foi acoplado ao HPLC. O modo utilizado nas andlises foi o triplo
guadrupolo, sendo que Q3 é definido para detectar apenas uma massa especial, que
€ um fragmento conhecido (filho) da molécula intacta (pai) de massa conhecida
filtrada por Q1.

A deteccdo e separacdo dos compostos foram realizadas em duas corridas:
uma para o modo negativo (18 minutos) e outra para o0 modo positivo (15 minutos).
Cada composto possui um tempo de retencdo na coluna cromatografica, para o
acido chiquimico sao necessarios 3,301 minutos; para o glyphosate 3,102 minutos; e
para o AMPA 3,219 minutos.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e para
comparacdo das médias foi utilizado o teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade com o auxilio do programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS

Experimento | —em casa de vegetagéo - clone GG100

Caracteristicas fotossintéticas

O teor relativo de clorofila total do clone GG100 apresentou diferencas
significativas entre concentracbes de fosforo em todas as avaliacdes realizadas. As
plantas cultivadas com 0,5X apresentaram teor relativo de clorofila total 5,1; 6,3; 5,3;
3,5 e 7,2% menor que o das plantas cultivadas com 1,5X de fosforo aos 0, 1, 3, 7 e
15 DAA, respectivamente (Tabela 2).

As doses de glyphosate ocasionaram reducfes nos teores relativos de
clorofila total apenas aos 7 e 15 DAA, independentemente das doses de fésforo. Aos
7 DAA, a pulverizacdo de 360 g e.a. ha™ reduziu os teores de clorofila em 4,4%. J&
aos 15 DAA das doses 36; 72; 180 e 360 g e.a. ha?, o teor relativo de clorofila total
foi reduzido em 4,1; 8,5; 9,9 e 14,1%, respectivamente (Tabela 2).

N&o foi constatada interacdo significativa entre concentracfes de fésforo e
doses de glyphosate (Tabela 2).

Para a eficiéncia quantica do PSIlI do clone GG100, o efeito isolado das
concentragcfes de fésforo, momentos antes da pulverizagdo de glyphosate (0 DAA),
nao acarretou em diferencas significativas. Diferencas estatisticas ocorreram apenas
ao 1 DAA. Nessa avaliacdo, a maior Fv/Fm foi quantificada em plantas cultivadas
com 1,5X de fésforo. No entanto, valores iguais ou superiores a 0,750 ndo sdo
considerados ‘“indicativos de estresse”. Dessa forma, embora tenham sido
constatadas diferencas estatisticas, o comprometimento do PSIl iniciou-se
efetivamente aos 7 DAA, e apenas nas plantas cultivadas com 0,5X (efeito isolado

das concentracdes de fosforo). Aos 15 DAA ndo foram constatadas diferencas entre
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as concentracoes de fosforo, mas a Fv/Fm foi reduzida em 26,0% quando

comparada a Fv/Fm mensurada aos 0 DAA (Tabela 3).

Tabela 2. Teor relativo de clorofila total nas folhas do clone GG100 cultivado com as
concentragbes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solugéo) aos 0, 1, 3, 7 e 15
dias apés a aplicacdo (DAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila total

0 DAA 1 DAA 3 DAA 7 DAA 15 DAA

-------------------------- unidades relativas ---------------=----------

Concentracdes de fosforo

0,5X 45,9 Ct 45,8 B 46,0 B 46,1 C 43,3 B
1X 47,8 B 48,2 A 48,1 A 47,2 B 46,2 A
1,5X 48,4 A 48,9 A 48,6 A 47,8 A 46,7 A
Doses de glyphosate

0,0 475 A 47,6 A 48,0 A 47,7 A 48,1 A
3,6 47,6 A 47,3 A 47,7 A 47,4 A 46,2 C
7,2 47,4 A 47,6 A 47,8 A 47,1 A 46,5 BC
18,0 47,2 A 47,7 A 47,5 A 47,6 A 47,6 AB
36,0 47,1 A 47,3 A 47,4 A 46,6 A 46,1 C
72,0 475 A 46,8 A 47,3 A 47,3 A 44,0 D
180,0 47,6 A 47,4 A A75A 46,8 AB 43,3 D
360,0 471 A 47,7 A 472 A 45,6 B 413 E
F tosforo 127,962  111,773*  91,041*  28,452* 135,315
F glyphosate 1,084N° 1,707N° 1,465"°  6,169**  80,344**
F t6sforo x glyphosate 1,578° 1,1096"°  1,346N°  3,435"° 1,818"°
DMS?2 (4010 0,3928 0,4413 0,4928 0,5552 0,5353
DMS giyphosate 0,8367 0,9400 1,0497 2,1827 1,1402
CV3 (%) 2,38 1,52 1,73 3,97 2,07

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

A pulverizacdo de glyphosate sobre as folhas das plantas de eucalipto
ocasionou reducdes na Fv/Fm ao 1 DAA. A dose 360 g e.a. ha™ reduziu a eficiéncia
guantica em 11,5%. Essa mesma dose ocasionou redugédo na Fv/Fm de 36,5% aos 3
e 7 DAA. Aos 15 DAA doses inferiores a 72 g e.a. ha'! ndo alteraram o

funcionamento no aparato fotossintético. Contudo, as doses 180 e 360 g e.a. ha™
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promoveram desidratacdo das folhas impossibilitando a mensuracdo da Fv/Fm
(Tabela 3).

Tabela 3. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) nas folhas do clone GG100
cultivado com as concentracdes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X
correspondeu a concentracdo de fésforo recomendada pela solucdo) aos
0,1, 3, 7 e 15 dias apos a aplicacdo (DAA) de doses de glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)

0 DAA 1 DAA 3 DAA 7 DAA 15 DAA
Concentracdes de fosforo
0,5X 0,830 A! 0,793 B 0,718 A 0,718 A 0,614 A
1X 0,821 A 0,797 B 0,775 A 0,718 A 0,615 A
1,5X 0,819 A 0,811 A 0,780 A 0,722 A 0,614 A
Doses de glyphosate
0,0 0,820 A 0,821A 0,820 A 0,820 A 0,817 B
3,6 0,821 A 0,819 A 0,819 A 0,821 A 0,825 A
7,2 0,820 A 0,820 A 0,814 A 0,817 A 0,816 B
18,0 0,819 A 0,821 A 0,821 A 0,818 A 0,821 AB
36,0 0,822 A 0,816 A 0,728 A 0,760 A 0,816 B
72,0 0,819 A 0,810 A 0,770 A 0,790 A 0,821 AB
180,0 0,818 A 0,769B 0,701 AB 0,455 AB 0,000 C
360,0 0,822 A 0,726 C 0,521 B 0,350 B 0,000 C
F tesforo 0,318"°  12,804*  3,339"°  80,690™° 0,450M°
F glyphosate 0,562N° 60,746** 7,138** 1730,626** 7632,090**
F f6sforo x glyphosate 1,790M° 5,907*  1,391N°  24,409"° 1,528*
DMS2 ¢sstor0 0,0035 0,0091 0,0640 0,0114 0,0028
DMS giyphosate 0,0075 0,0195 0,1364 0,0244 0,0060
CV3 (%) 0,73 1,92 4,12 2,75 0,77

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Interacdes entre fésforo e glyphosate foram constatadas aos 1 e 15 DAA
(Tabela 3). Nessas interacdes foi possivel notar que quanto maior a concentracao de
fosforo oferecida as plantas, menor a reducdo da eficiéncia do PSIlI para uma
mesma dose de glyphosate. Ao 1 DAA, as maiores Fv/Fm foram mensuradas nas
plantas pulverizadas com doses até 72 g e.a. ha', independentemente da
concentragao de fésforo. J& as menores Fv/Fm foram quantificadas apos a aplicacao

de 360 g e.a. ha?, e nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo. Aos 15 DAA, a
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Fv/Fm foi aproximadamente 16,0% menor nas plantas cultivadas com 0,5X de
fésforo, quando comparada as cultivadas com 1X e 1,5X, apos a pulverizacéo de 72
g e.a. ha™ de glyphosate (Tabela 4).

Ap6s 15 dias da pulverizacéo de 180 e 360 g e.a. ha™, o rendimento quantico
maximo do PSII foi reduzido em 17,1 e 49,7% nas plantas cultivadas com 0,5X

guando comparadas aquelas cultivadas com 1,5X, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre a eficiéncia quéantica do fotossistema Il (Fv/Fm) nas
folhas do clone GG100 aos 1 e 15 dias apos a aplicacdo (DAA) das doses
de glyphosate.

Eficiéncia quéntica do fotossistema Il ao 1 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0

0,5X 0,824 Aa* 0,817 Aa 0,818 Aa 0,819 Aa 0,814 Aa 0,794 Aa 0,738 Cb 0,688 Cb
1X 0,822 Aa 0,821 Aa 0,826 Aa 0,818 Aa 0,816 Aa 0,820 Aa 0,765 Bab 0,720 Bb
1,5X 0,818 Aa 0,818 Aa 0,817 Aa 0,825 Aa 0,818 Aa 0,818 Aa 0,805 Ab 0,772 Ac

Eficiéncia quantica do fotossistema Il aos 15 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0

0,5X 0,816 Aa 0,805 Aa 0,822 Aa 0,824 Aa 0,743 Bb 0,666 Bc 0,542 Cd 0,099 Be
1X 0,818 Aa 0,817 Aa 0,825 Aa 0,824 Aa 0,822 Aa 0,815 Aa 0,590 Bb 0,284 Ac
1,5X 0,821 Aa 0,821 Aa 0,821 Aa 0,820 Aa 0,813 Aa 0,795 Aa 0,654 Ab 0,197 Ac

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate. “*N&o significativo pelo Teste de
Tukey. *Significativo pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo
Teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Teores de lipoperéxidos

Diferencas nos teores de MDA néo foram significativas entre as
concentragfes de fosforo para o clone GG100. J4 entre as doses de glyphosate, os
maiores teores de MDA foram quantificados apenas apés a pulverizacdo de 360 g
e.a. ha™, alcancando valores até 32,1% maiores que a testemunha sem aplicacdo do
herbicida (Tabela 5).

A interacdo entre concentracdes de fosforo e doses de glyphosate néo foi

significativa (Tabela 5).
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Tabela 5. Teor de malondialdeido nas folhas do clone GG100 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solu¢éo) aos 15 dias apos a
aplicacao (DAA) das doses de glyphosate.

Teor de MDA
-------- nmol g™ de tecido foliar fresco --------

Concentracdes de fésforo

0,5X 5,08 Al

1X 517 A

1,5X 534 A

Doses de glyphosate

0,0 4,20 B

7,2 4,42 B

36,0 4,49 B

72,0 4,84 B

180,0 4,80B

360,0 6,19 A

F fosforo 2,154NS
F giyphosate 12,539**
F fosforo x glyphosate 11467NS
DMS? fosforo 0,2717

DMS giyphosate 0,9025

CVs3 (%) 5,06

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Nutricao

Diferencas entre as concentracdes de fésforo foram observadas para os
teores foliares de todos os nutrientes, com excecdo do magnésio (Mg). O maior teor
de nitrogénio (N) foi quantificado nas plantas cultivadas com 1X de fésforo. Ja os
teores de fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e boro (B) foram 47,1; 19,2; 10,7 e
27,0% menores na dose de 0,5X, respectivamente, quando comparados aos teores
das plantas cultivadas com as demais doses de fosforo (1X e 1,5X) (Tabela 6).

O efeito isolado das doses de glyphosate foi constatado somente no teor foliar
de N (Tabela 6).



67

Tabela 6. Teores foliares de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg) e boro (B) no clone GG100 cultivado com as
concentragbes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solucdo) aos 35 dias apos a
aplicacdo (DAA) das doses de glyphosate.

Teores nutricionais foliares

N P K Ca Mg B
------ B R ———— mg kg™
Concentracdes de fosforo
0,5X 13,65C' 0,84B 897B 9,13B 322A 31,14B
1X 2435A  159A 11,11 A 10,23A 3,34A 4268A
1,5X 22,35B 155A 11,17A 10,18 A 3,38A 40,82 A
Doses de glyphosate
0,0 2097 A 130A 10,41 A 1025A 3,29A 38,70A
7,2 20,39AB 1,30A 10,40A 10,11 A 347A 3931A
36,0 20,02AB  131A 10,42A 945A 325A 3727A
180,0 19,08 B 146 A 10,39A 944A 324A 3758A
F t6sforo 329,531* 112,514* 63,562** 5,340* 0,961"° 126,106**
F giyphosate 4,823«  2,988"°  0,002"° 2,092N° 1,157V 2,234NS
F t6sforo x glyphosate 1,282* 1,197 0,600 2,385"° 1,707"°  3,182"°
DMS? 4sforo 1,1832 0,536  0,5933 0,9764 0,3268  2,0829
DMS giyphosate 1,5202 0,1974  0,7623 1,2545 0,4198 2,6761
CV3 (%) 4,41 8,55 4,27 7,45 7,38 4,08

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Interacdes entre fosforo e glyphosate foram constatadas apenas para o teor
de nitrogénio (Tabela 6). Os maiores teores foliares de N foram quantificados nas
plantas cultivadas com 0,5 e 1X de fésforo apds a pulverizacao de 0; 7,2 e 36 g e.a.
ha de glyphosate. Os menores teores de N foram quantificados nas folhas das
plantas cultivadas com 0,5X de fosforo. O menor teor de N foi constatado apés a
pulverizacdo de 180 g e.a. ha™ nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo (Tabela
7).
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Desdobramento da interacdo entre as concentracdes de fosforo e as
doses de glyphosate sobre os teores foliares de nitrogénio do clone
GG100 aos 35 dias apos a aplicacdo das doses de glyphosate.

Teor de nitrogénio (g kg™)

0,0 7,2 36,0 180,0
0,5X 13,73 Ba! 14,05Ba 13,74 Ba 13,07 Bb
1X 25,14 Aa 24,47 Aa 24,94 Aa 22,86 Ab
1,5X 24,05 Aa 22,64 Aa 21,39 Aa 21,30 Aa

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Ja

nas raizes, apenas os teores de N, P e Mg apresentaram diferencas

estatisticas diante do uso de diferentes concentracdes de fésforo (Tabela 8).

Tabela 8.

Teores radiculares de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg) e boro (B) do clone GG100 cultivado com as
concentracbes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solucdo) aos 35 dias apds a
aplicacdo (DAA) das doses de glyphosate.

Teores nutricionais radiculares

N P K Ca Mg B
...... - g kgt e mg kg

Concentracdes de fosforo

0,5X
1X
1,5X

5,26 B? 0,43 B 539 A 3,81 A 1,16 B 17,52A
591A 054A 499A 3,80 A 155A 18,62 A
592A 0,56 A 5,17 A 3,94 A 1,39A 18,78A

Doses de glyphosate

0,0 562A 056A 495A 385A 125A 1858A
7,2 576 A 055A 552A 401A 132A 17,88A
36,0 570A 053A 531A 413A 137A 1861A
180,0 566A 046A 497A 341A 139A 18,16A
F t6sforo 18,370**  6,270*  0,401N° 0,247 9,936* 2,348"°
F giyphosate 0,439 2,389%°  0,569° 3,069"° 0,698"° 0,468"°
F f6sforo x glyphosate 1,100 1,017 1,998" 53218 0,665"° 0,788"°
DMS? ¢sstoro 0,3334 0,0973 11,1946 05828 0,2391  1,6928
DMS giyphosate 0,4284  0,1250 1,5348 0,7488 0,3072 2,1749
CV3 (%) 4,38 13,81 7,24 11,33 13,40 6,93

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste

de Tukey

a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.

3Coeficiente de variagao. NSNao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Os menores teores de N, P e Mg foram quantificados nas plantas cultivadas
com 0,5X de fésforo e foram, respectivamente, 11,1; 23,2 e 16,5% inferiores quando
comparados as plantas cultivadas com 1,5X de fosforo. As doses de glyphosate nédo
alteraram significativamente os teores nutricionais radiculares, e interacbes entre

fésforo e glyphosate ndo foram constatadas para nenhum nutriente (Tabela 8).

Crescimento

Momentos antes da aplicacdo de glyphosate (0 DAA), houve diferenca
significativa apenas entre as concentracdes de fosforo (Tabela 9).

Nessa avaliacdo, as plantas cultivadas com 0,5X de fosforo apresentaram
altura 0,6 e 4,0% menores que as cultivadas com 1X e 1,5X, respectivamente. Aos 7
e 21 DAA a diferenca entre as concentracfes de fésforo também resultaram em um
crescimento em altura cerca de 4,0% menor nas plantas cultivadas com 0,5X de
fosforo. No entanto, aos 35 DAA os efeitos das concentracdes de fosforo sobre a
altura das plantas ndo foram mais constatados. Apds a pulverizacéo de glyphosate,
as maiores reducdes na altura das plantas ocorreram a partir dos 21 DAA. Nessa
avaliacdo, a pulverizacéo das doses 180 e 360 g e.a. ha™ restringiram o crescimento
em altura das plantas em 7,6 e 13,7%, respectivamente. Essas mesmas doses
ocasionaram reducdes de 16,8 e 32,3%, respectivamente, na altura das plantas aos
35 DAA. Ainda aos 21 DAA, foi constatado incremento de 7,5% na altura das plantas
ap6s a pulverizacéo de 36 g e.a. ha™ (Tabela 9).

N&o foram constatadas interacdes entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre a altura das plantas (Tabela 9).

O didametro do caule do clone GG100 foi influenciado pelas concentracdes de
fésforo: aos 0, 7 e 21 DAA o diametro do caule foi cerca de 7,0% menor nas plantas
cultivadas com 0,5X de fésforo quando comparado as plantas cultivadas com 1X e
1,5X (Tabela 10).



70

Tabela 9. Altura do clone GG100 cultivado com as concentracdes de fésforo 0,5X;
1X e 15X (em que X correspondeu a concentracdo de fosforo
recomendada pela solu¢do) aos 0, 7, 21 e 35 dias ap0s a aplicagdo (DAA)
das doses de glyphosate.

Altura

0 DAA 7 DAA 21 DAA 35 DAA

______________________________ Cm - -
Concentracdes de fosforo
0,5X 40,95 B! 42,29 B 46,20 B 51,01 A
1X 41,20 A 44,35 A 48,15 A 50,78 A
1,5X 42,67 A 44,26 A 46,60 AB 51,48 A
Doses de glyphosate
0,0 41,33 A 43,76 A 46,65 B 52,08 A
3,6 40,67 A 44,50 A 48,00 AB 54,04 A
7,2 40,95 A 44,45 A 49,62 AB 55,09 A
18,0 41,04 A 44,58 A 49,00 AB 54,66 A
36,0 41,04 A 44,33 A 50,16 A 55,25 A
72,0 40,83 A 44,20 A 49,12 AB 55,08 A
180,0 40,91 A 42,12 AB 43,08 C 43,29 B
360,0 40,75 A 41,12 B 40,25 C 35,25 C
F t6sforo 4,278" 6,883** 4,765** 0,426N°
F giyohosate 0,063"° 3,207** 21,218* 48,577*
F t6sforo x glyphosate 0,354N° 1,286"° 0,230N° 0,436M°
DMS? t4stor0 0,2059 1,4991 1,5909 1,8564
DMS 4iyphosate 3,6335 3,1991 3,3886 3,9541
CV3 (%) 6,96 5,74 5,66 6,07

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Observando-se o efeito isolado das doses de glyphosate, a pulverizacdo de
360 g ha™ reduziu o diametro do caule em 5,7; 7,4 e 16,5%, aos 7, 21 e 35 DAA,
respectivamente, quando comparada a testemunha. Também foi constatado o
aumento do didmetro do caule apds a pulverizacdo de 36 g e.a. ha™. Ndo foram
constatadas interacOes entre fosforo e glyphosate sobre o diametro do caule das
plantas do clone GG100 (Tabela 10).

O nuamero de folhas foi alterado pelas concentracdes de fosforo antes mesmo
da pulverizacdo de glyphosate (0 DAA). Nessa avaliagdo inicial, as plantas

cultivadas com 0,5X de fosforo apresentaram um numero de folhas 13,8% menor
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gue as plantas cultivadas com a dose de fésforo 1X. Ja aos 21 DAA o maior nimero
de folhas foi quantificado nas plantas cultivadas com 1X de fésforo. Aos 35 DAA, as
plantas cultivadas com 0,5X de fésforo apresentaram um namero de folhas cerca de
7,0% menor que as cultivadas com 1X e 1,5X (Tabela 11).

Tabela 10. Diametro do caule do clone GG100 cultivado com as concentracdes de
fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de
fésforo recomendada pela solucdo) aos 0, 7, 21 e 35 dias apds a
aplicacao (DAA) das doses de glyphosate.

Diametro do caule

0 DAA 7 DAA 21 DAA 35 DAA
........... mm JRp—— ——————

Concentracdes de fosforo
0,5X 3,87 Bt 4,38 B 4,96 B 577 A
1X 4,10 A 471 A 532A 5,62 A
1,5X 4,16 A 4,63 A 530 A 558 A
Doses de glyphosate
0,0 3,82 A 4,32 AB 4,86 ABC 5,69 AB
3,6 3,96 A 4,56 A 4,99 ABC 5,72 AB
7,2 3,79 A 4,57 A 5,20 AB 5,77 AB
18,0 3,87 A 4,69 A 5,05 ABC 5,90 AB
36,0 3,87 A 4,67 A 541 A 6,09 A
72,0 4,00 A 4,61 A 5,00 ABC 5,90 AB
180,0 3,85 A 4,30 AB 4,73 BC 545B
360,0 3,90 A 4,07B 4,50 C 4,75 C
F tesforo 3,627* 9,335* 3,477* 1,698N°
F glyphosate 0,436N° 3,964** 4,506** 10,565**
F f6sforo x glyphosate 0,807N° 0,625"° 0,710N° 0,408N°
DMS2 t4550r0 0,2224 0,2254 0,2726 0,2626
DMS g1yphosate 0,4737 0,4802 0,5806 0,5594
CV3 (%) 9,57 8,41 9,16 7,75

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

O efeito isolado das doses de glyphosate reduziu o numero de folhas das
plantas do clone GG100 e essa reducdo aumentou ao longo das avaliagbes. Aos 7
DAA, a aplicacéo de 360 g e.a. ha™ reduziu o nimero de folhas em 51,5%. J& aos 21

DAA, as doses de 180 e 360 g e.a. ha™ reduziram essa variavel em 52,3 e 73,0%,
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respectivamente. Aos 35 DAA, essas mesmas doses de glyphosate reduziram o

numero de folhas em 73,0 e 80,7%, respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11. Numero de folhas do clone GG100 cultivado com as concentracdes de
fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracado de
fésforo recomendada pela solucdo) aos 0, 7, 21 e 35 dias apds a

aplicacao (DAA) das doses de glyphosate.

NUmero de folhas

0 DAA 7 DAA 21 DAA 35 DAA
Concentracdes de fosforo
0,5X 21,84 B? 28,40 A 35,68 B 42,96 B
1X 25,34 A 30,21 A 38,34 A 45,75 A
1,5X 23,87 A 30,46 A 34,71 B 46,68 A
Doses de glyphosate
0,0 24,58 A 29,0B 41,08 A 50,25 A
3,6 24,33 A 33,25 AB 41,16 A 5141 A
7,2 25,25 A 33,83 AB 44,66 A 56,33 A
18,0 24,83 A 33,08 AB 4417 A 56,25 A
36,0 25,08 A 33,75 AB 44,83 A 56,16 A
72,0 24,66 A 35,77 A 43,41 A 45,08 A
180,0 24,75 A 24,75 BC 19,58 B 16,91 B
360,0 24,90 A 14,16 C 11,08 C 9,66 C
F tosforo 2,398 1,963"° 7,119* 3,808*
F giyphosate 0,8072"° 29,921** 131,789** 114,748
F tosforo x glyphosate 0,9524M° 0,724"° 1,678N° 3,503"°
DMS?2 ¢sstoro 1,5591 2,7194 2,3812 3,3552
DMS giyphosate 4,6840 5,7927 5,0720 7,1465
CV3 (%) 14,28 15,30 10,98 12,42

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

N&o foram constatadas interacdes entre as concentracdes de fésforo e as
doses de glyphosate (Tabela 11).

O maior acumulo de massa seca de folhas e de caule foi constatado nas
plantas cultivadas com a maior concentracdo de fosforo. Nesta condicdo de
crescimento (1,5X de fésforo), as massas secas de folhas e de caule foram,

respectivamente, 8,6 e 11,7% maiores quando comparadas as plantas cultivadas
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com 0,5X de fosforo. JA a massa seca de raizes foi estatisticamente maior nas

plantas cultivadas com 0,5X de fosforo, e esse incremento foi de 1,7% (Tabela 12).

Tabela 12. Massas secas das folhas (MSF), caule (MSC) e raizes (MSR) do clone
GG100 cultivado com as concentracdes de fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em
que X correspondeu a concentracdo de fosforo recomendada pela
solucéo) aos 35 dias apos a aplicacao (DAA) das doses de glyphosate.

Massas secas

MSF MSC MSR

-------------------- gramas -------------------
Concentracdes de fosforo
0,5X 6,14 B 4,20B 12,08 A
1X 6,30 B 4,22 B 11,84 B
1,5X 6,67 A 4,69 A 11,87 B
Doses de glyphosate
0,0 7,27 A 4,49 B 12,89 A
3,6 7,46 A 4,72 AB 12,85 A
7,2 7,42 A 4,73 AB 13,26 A
18,0 7,29 A 4,93 A 12,77 A
36,0 7,37 A 4,87 AB 12,70 A
72,0 7,43 A 4,77 AB 13,97 A
180,0 4,04 B 3,86 C 11,09 B
360,0 2,70C 2,58 D 9,10C
F fosforo 0,983** 5,403** 9,018**
F glyphosate 0,644** 6,913** 6,156**
F fosforo x glyphosate 0,041* 3,406** 2,444NS
DMS2 sstoro 0,3067 0,2036 0,5160
DMS glyphosate 0,6534 0,4310 1,0992
CV3 (%) 8,04 7,73 7,02

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Apos a aplicacdo dessas doses, a massa seca de folhas foi reduzida em 44,4
e 62,8%, respectivamente, quando comparadas a testemunha (0 g e.a. ha™). Para
massa seca de caule essas reducdes foram de 14,3 e 42,5%, respectivamente. Ja a
massa seca de raizes foi reduzida em 13,9 e 29,2%, respectivamente, diante da
pulverizacao foliar de 180 e 360 g e.a. ha™’. Ainda para a massa seca de caule, foi
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notado incremento significativo de 9,8% apés a pulverizacdo de 18 g e.a. ha*
(Tabela 12).

Interacbes entre concentracbes de fosforo e doses de glyphosate foram
constatadas para as massas secas das folhas e de caule (Tabela 12).

O desdobramento dessas interacdes indicou que os maiores acumulos de
massa seca foram quantificados nas plantas que receberem a pulverizacdo de doses
de glyphosate entre 0 e 72 g e.a. ha, independentemente da concentracédo de
fésforo utilizada. Apds a pulverizacéo de 360 g e.a. ha™, a massa seca de folhas das
plantas cultivadas com 0,5X de fosforo foi 38,2% menor que a massa seca das
plantas cultivadas com 1,5X de fésforo. Para a massa seca de caule, essa diferenca
foi de 11,6% (Tabela 13).

Tabela 13. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fosforo e doses de
glyphosate sobre a massa seca de folhas e caule das plantas do clone

GG100 aos 35 dias apos a aplicacédo das doses de glyphosate.

Massa seca de folhas (gramas)

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0

0,5X 7,11 Aa* 7,20Aa 7,20Aa 6,96 Aa 7,23 Aa 7,25Aa 3,98Ab 2,10Bc
1X 7,09Aa 7,52Aa 7,39 Aa 7,23Aa 7,22Aa 7,43Aa 3,96 Ab 2,59 ABb
15X 7,60Aa 7,67Aa 7,66 Aa 7,67Aa 7,57Aa 7,61Aa 4,19Ab 3,40 Ac

Massa seca de caule (gramas)

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0

0,5X 422Aa 4,43 Aa 4,46 Aa 454Aa 4,47 Aa 4,63Aa 3,68Bb 2,57Bc
1X 451 Aa 4,53 Aa 4,48Aa 551Aa 4,61Aa 451Aa 3,90Ab 2,57 Bc
15X 453Aa 510Aa 523 Aa 5,74Aa 551Aa 517Aa 4,01Aa 2,91Ab

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiulsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minuUsculas (linhas) doses de glyphosate.

Experimento Il —em casa de vegetacédo - clone 1144

Caracteristicas fotossintéticas
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O teor relativo de clorofila total apresentou diferencas significativas entre as
concentracfes de fésforo aos 3, 7 e 15 DAA e entre as doses de glyphosate em

todas as avaliagOes a partir de 1 DAA (Tabela 14).

Tabela 14. Teor relativo de clorofila total nas folhas do clone 1144 cultivado com as
concentracdes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solugéo) aos 0, 1, 3, 7 e 15
dias apos a aplicacdo (DAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila total

0 DAA 1 DAA 3 DAA 7 DAA 15 DAA

------------------------ unidades relativas
Concentracdes de fosforo
0,5X 48,60 A? 48,54 A 47,74 B 47,66 B 45,23 B
1X 48,90 A 48,87 A 48,98 A 48,93 A 48,50 A
1,5X 48,70 A 49,30 A 48,72 A 48,59 A 48,00 A
Doses de glyphosate
0,0 49,33 A 50,19 A 49,82 A 48,95 AB 49,43 A
3,6 49,01 A 49,92 A 48,35 C 47,53 BC 47,37 BC
7,2 49, 80 A 50,01 A 49,60 AB 47,54 C 47,32 BCD
18,0 49,55 A 48,77 B 48,53 BC 48,45 BC 48,92 AB
36,0 48,50 A 48,97 B 47,68 C 47,60 C 46,15 CD
72,0 48,98 A 47,70 B 47,97 C 49,80 A 47,37 BC
180,0 49,13 A 47,27 B 47,67 C 48,38 BC 45,68 D
360,0 49,73 A 47,53 B 48,21 C 48,01 BC 45,70 D
F t6sforo 0,822N° 0,974N° 18,406** 16,54 7** 58,337**
F glyphosate 2,871N°  29,164**  10,826* 9,575* 13,721*
F t6sforo x glyphosate 4,490 5407 0,926N° 1,364N° 2,294*
DMS?2 tsstoro 0,5273 0,4145 0,5145 0,4954 0,7811
DMS giyphosate 1,1920 0,8832 1,0958 1,0534 1,6639
CV3 (%) 1,50 1,42 1,77 1,71 2,76

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Observando-se o efeito isolado das concentracdes de fosforo foi possivel
constatar que o teor relativo de clorofila total foi menor nas plantas cultivadas com
0,5X de fésforo aos 3, 7 e 15 DAA, e essas reducbes foram de 2,5; 2,5 e 6,7%,

respectivamente, em relagcéo as plantas cultivadas com 1X de fésforo.
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Ja o efeito isolado das doses de glyphosate ocasionou reducdo no teor de
clorofila total a partir de 1 DAA e, de modo geral, as maiores reducbes foram
constatadas diante da aplicacdo das maiores doses de glyphosate. Aos 15 DAA, a
pulverizacdo foliar de 180 e 360 g e.a. ha™ reduziu os teores relativos de clorofila
total em 7,5% (Tabela 14).

A interacdo entre concentracbes de fosforo e doses de glyphosate foi
significativa aos 1 e 15 DAA (Tabela 14). Ao 1 DAA, os menores teores relativos de
clorofila total foram mensurados nas plantas cultivadas com as menores
concentracdes de fésforo ja a partir da pulverizacdo de 18 g e.a. ha™. Ainda nessa
avaliacdo, as plantas cultivadas com 1X ou 1,5X ndo apresentaram reducdes
significativas nos teores de clorofila total, independentemente da dose de glyphosate
pulverizada. Aos 15 DAA, o teor de clorofila total foi reduzido em 13,2% nas plantas
cultivadas com 0,5X; em 3,47% nas cultivadas com 1X e em 5,9% nas cultivadas

com 1,5X (comparando-se a pulverizacéo de 0,0 e 360 g e.a. ha™) (Tabela 15).

Tabela 15. Desdobramento da interacdo entre fosforo e glyphosate sobre o teor
relativo de clorofila total nas folhas do clone GG100 aos 1 e 15 dias
apos a aplicacdo (DAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila (unidades relativas) total ao 1 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0

0,5X 50,43 Aa' 49,90 Aa 50,63 Aa 47,93Ba 48,33Ba 46,40Bb 47,03 Ab 47,70 Bb
1X 50,23 Aa 49,83 Aa 49,76 Aa 48,40 Aa 48,00 Aa 48,50 Aa 47,36 Aa 48,93 Aa
15X 49,93 Aa 50,03 Aa 49,60 Aa 50,00 Aa 50,26 Aa 48,20 Aa 47,43 Aa 48,96 Aa

Teor relativo de clorofila total (unidades relativas) aos 15 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0

0,5X 49,53 Aa 45,50 Bbc 45,10 Bbc 46,9 Bab 44,06 Bbc 44,10 Bbc 43,60 Bbc 42,96 Cc
1X 50,10 Aa 48,31 Aa 485Aa 50,23 Aa 47,00 Aa 48,86 Aa 46,66 Aa 48,36 Aa
15X 48,66 Aa 48,32 Aa 48,3 Aa 49,60 Aa 47,40 Aab 49,16 Aa 46,80 Aab 45,76 Bb

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

A eficiéncia quantica do PS II (Fv/Fm), antes da aplicacédo de glyphosate, ndo
apresentou diferencas estatisticas entre concentracbes de fosforo ou doses de
glyphosate. Diferencas significativas na Fv/IFm foram observadas entre as

concentragbes de fosforo aos 1, 7 e 15 DAA, e os menores valores foram
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mensurados nas plantas cultivadas com menores concentracdes de fésforo (Tabela
16).

Tabela 16. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) nas folhas do clone 1144
cultivado com as concentracdes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X
correspondeu a concentracéo de fosforo recomendada pela solucéo) aos
0,1, 3, 7 e 15 dias apos a aplicacdo (DAA) das doses de glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema ll

0 DAA 1 DAA 3 DAA 7 DAA 15 DAA
Concentracdes de fosforo
0,5X 0,820 At 0,798B 0,777 A 0,660 B 0,599 B
1X 0,821A 0,817 A 0,779 A 0,660 B 0,616 A
1,5X 0,825A 0,809 A 0,798 A 0,707 A 0,614 A
Doses de glyphosate
0,0 0,820A 0,822 A 0,821 A 0,820 A 0,819 A
3,6 0,820A 0,821 A 0,819 A 0,819 A 0,821 A
7,2 0,821 A 0,822A 0,758 BC 0,812 AB 0,821 A
18,0 0,821A 0,822A 0,823 A 0,813 AB 0,819 A
36,0 0,818A 0,821 A 0,822 A 0,790 B 0,808 B
72,0 0,819 A 0,800BC 0,765B 0,717 C 0,787 C
180,0 0,821A 0,794C 0,750 BC 0,529 D 0,00D
360,0 0,819 A 0,764D 0,719 C 0,108 E 0,00D
F tssforo 0,021 13,106** 1,269N° 61,366** 39,213**
F glyphosate 0,485"S 24,060  6,247*  2033,604**  2096,500**
F t6sforo x glyphosate 0,859N° 3,869** 3,000** 17,037** 23,311**
DMS2 t4550r0 0,0030 0,0089 0,0342 0,0114 0,0048
DMS giyphosate 0,0065 0,0189 0,0729 0,0244 0,0102
CV3 (%) 1,62 1,84 7,29 2,84 1,32

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

No entanto, como ja apresentado anteriormente, valores de Fv/Fm superiores
a 0,750 ndo sao indicativos de comprometimento do aparato fotossintético. Sendo
assim, sinais de comprometimento parcial do rendimento do PSII iniciaram-se aos 7
DAA. A Fv/Fm das plantas cultivadas com 1,5X de fésforo foi 7,1% maior quando
comparada a das plantas cultivadas com 0,5X e 1X de fosforo. J& aos 15 DAA essa
diferenca foi de 2,6% (Tabela 16).
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As doses de (glyphosate ocasionaram reducdes indicativas de
comprometimento no rendimento do PSIl aos 3 DAA. Nessa avaliacdo, a aplicacéo
de 360 g e.a. ha™* ocasionou reducéio de 12,4%. J4 aos 7 DAA, com as doses de 180
e 360 g e.a. ha™ @ Fv/Fm foi reduzida em 35,4 e 86,8%. Aos 15 DAA essas doses
ocasionaram 100,0% de comprometimento do aparato fotossintético, uma vez que
devido a desidratacéo das folhas, nenhuma atividade foi quantificada (Tabela 16).

Interac6es entre fosforo e glyphosate foram significativas a partir dos 3 DAA
(Tabela 16). Por meio do desdobramento destas interacdes, foi possivel notar o
comprometimento do PSIl apenas nas plantas cultivadas com as menores
concentracfes de fosforo apds a pulverizacdo das maiores doses de glyphosate
(Tabela 17).

Aos 7 DAA a Fv/Fm em plantas cultivadas com 0,5X de fésforo foi 10,4%
menor quando comparadas as plantas cultivadas com 15X de fosforo,
respectivamente, apés a pulverizacdo de 72 g e.a. ha™ de glyphosate. Apds a
aplicacdo das doses 180 e 360 g e.a. ha™ de glyphosate essas reducdes foram de
31,0 e 27,6%, respectivamente.

Ainda aos 15 DAA de 72 g e.a. ha' as plantas cultivadas com 1X e 1,5X
apresentaram funcionamento normal do PSIl, enquanto as plantas cultivadas com
0,5X de fosforo apresentaram reducdo de 11,0% na Fv/Fm. Nessa avaliacdo final
ndo foi mais possivel quantificar a Fv/Fm devido ao alto grau de desidratacdo das
folhas pulverizadas com 180 e 360 g e.a. ha™ de glyphosate (Tabela 17).
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Tabela 17. Desdobramento da interacdo entre concentracfes de fosforo e doses
glyphosate sobre a eficiéncia quantico do fotossistema Il nas folhas do
clone 1144 aos 1, 3, 7 e 15 dias ap0s a aplicacdo (DAA) das doses de
glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema Il ao 1 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0
0,5X 0,820 Aa* 0,817 Aa 0,823 Aa 0,822 Aa 0,823 Aa 0,768 Bb 0,775 Bb 0,740 Bc
1X 0,822 Aa 0,818 Aa 0,820 Aa 0,823 Aa 0,822 Aa 0,824 Aa 0,803 Ab 0,801 Ab
15X 0,826 Aa 0,821 Aa 0,823 Aa 0,823 Aa 0,820 Aa 0,810 Aa 0,806 Aa 0,791 Ab

Eficiéncia guantica do fotossistema Il aos 3 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0
0,5X 0,821 Aa 0,818 Aa 0,823 Aa 0,821 Aa 0,823 Aa 0,745Bab 0,712 Bb 0,658 Bb
1X 0,824 Aa 0,819 Aa 0,815Aa 0,823 Aa 0,820Aa 0,821 Aa 0,748 Ab 0,743 Ab
15X 0,820 Aa 0,819 Aa 0,818 Aa 0,827 Aa 0,823 Aa 0,821 Aa 0,791 Aa 0,757 Ab

Eficiéncia quantica do fotossistema Il aos 7 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0
0,5X 0,822 Aa 0,822 Aa 0,808 Aa 0,805 Aa 0,773Bb 0,706 Bc 0,449 Cd 0,097 Be
1X 0,817 Aa 0,817 Aa 0,811 Aa 0,816 Aa 0,789 ABa 0,659 Ba 0,486 Bb 0,095 Bc
15X 0,822 Aa 0,818 Aa 0,816 Aa 0,818 Aa 0,808 Aa 0,788 Ab 0,651 Ac 0,134 Ad

Eficiéncia quéantica do fotossistema Il aos 15 DAA

0,0 3,6 7,2 18,0 36,0 72,0 180,0 360,0
0,5X 0,817 Aa 0,820 Aa 0,823 Aa 0,826 Aa 0,779Bb 0,728 Bc 0,00 Ad 0,00 Ad
1X 0,822 Aa 0,821 Aa 0,819 Aa 0,816 Aa 0,823 Aa 0,818 Aa 0,00 Ab 0,00 Ab

15X 0,818 Aa 0,823 Aa 0,820 Aa 0,815 Aa

0,823 Aa 0,816 Aa 0,00 Ab 0,00 Ab

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Teores de lipoperéxidos

Diferencas nos teores de lipoperédxidos (teor de MDA no tecido foliar) ndo

foram constatadas entre as concentracbes de fosforo. J4 entre as doses de

glyphosate, o maior teor de MDA foi quantificado apds a pulverizacdo de 360 g e.a.

ha!, atingindo valores até 41,2% maior que a testemunha sem aplicacdo de

glyphosate (Tabela 18).
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Tabela 18. Teor de malondialdeido em folhas do clone 1144 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracéo de fésforo recomendada pela solugéo) aos 15 dias apds a
aplicacao (DAA) das doses de glyphosate.

Teor de MDA
-------- nmol g* de tecido foliar fresco --------
Concentracdes de fosforo

0,5X 5,30 Al
1X 5,13 A

1,5X 527 A

Doses de glyphosate

0,0 4,52 C

7,2 4,45C

36,0 490 C

72,0 5,24 BC
180,0 5,93 AB
360,0 6,38 A

F fosforo O,O45NS
F alyphosate 17,088**
F féosforo x glyphosate 1,209NS
DMS? fosforo 0,4807

DMS giyphosate 0,8465

CVe (%) 8,80

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

A interacdo entre concentracdes de fosforo e doses de glyphosate néo foi
significativa para o teor de lipoperdxidos (Tabela 18).

Nutricao

Diferencas entre os concentragdes de fosforo nos teores de nutrientes foliares
do clone 1144 ocorreram apenas para P, Ca e Mg. O acumulo desses nutrientes nos
tecidos foliares foi 23,0; 30,8 e 17,8% menor nas plantas cultivadas com 0,5X de
fosforo em relagdo aquelas cultivadas com 1X. Ja o efeito isolado das doses de

glyphosate ocasionaram redugfes significativas apenas no teor de Ca apoés a
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pulverizacdo de 180 g e.a. ha™ de glyphosate. O teor desse nutriente foi reduzido em
9,4% (Tabela 19).

Tabela 19. Teores nutricionais foliares de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg) e boro (B) no clone 1144 cultivado com as
concentracbes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solugédo) aos 35 dias apos a
aplicacao das doses de glyphosate.

Teores nutricionais foliares

N P K Ca Mg B
------------------------- O I ——— mg kg™
Concentracdes de fosforo
0,5X 2415A' 127B  10,68A 7,09B 235B 37,09A
1,0X 2411 A 165A 10,38A 10,26 A 2,86A 40,73 A
1,5X 2653A 169A 1065A 10,08A 291A 41,18A
Doses de glyphosate
0,0 2443A 159A 1086A 9,17A 285A 3886A
7,2 2356 A 152A 1081A 941A 275A 3890A
36,0 2409A 156A 1090A 962A 2,78A 3834A
180,0 2363A 161A 1004A 830B 245A 39.89A
F t6sforo 81,108° 19,347** 52,146™° 51,146* 9,513* 36,053"°
f glyphosate 1,397 0,293%  0,314" 3,761 2,393"° 0,986"°
F tosforo x glyphosate ~ 1,285"°  0,447N°  0,659™°  2,048"° 2368"° 0,246"°
DMS2 sssforo 1,1285  0,2294  0,5599  0,9364 0,3766  2,1335
DMS giyphosate 1,4500  0,2947  0,7194 1,2031 0,4839  2,7411
CV3 (%) 3,53 7,91 4,23 7,67 10,41 4,10

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Interacdes entre fosforo e glyphosate ndo foram constatadas nos teores de N,
P, K, Ca, Mg e B nas folhas das plantas do clone 1144 (Tabela 19).

Ja para os teores nutricionais radiculares, diferentes concentracdes de fésforo
resultaram em diferencas significativas nos teores de P e K. Os menores teores
desses nutrientes foram quantificados nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo, e
foram 34,1 e 8,3% menores (P e K, respectivamente) quando comparados aos
teores de plantas cultivadas com 1,5 X de fosforo (Tabela 20).
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A pulverizacdo de 36 g e.a. ha™ glyphosate promoveu incremento no teor de
boro nas raizes, e este aumento foi de 9,4%. Para os outros nutrientes, ndo foram
constatadas alteracdes em funcao da pulverizagao de glyphosate. Interagdes entre
concentragfes de fésforo e doses de glyphosate ndo foram estabelecidas para

nenhum dos nutrientes quantificados nas raizes do clone 1144 (Tabela 20).

Tabela 20. Teores nutricionais radiculares de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K),
céalcio (Ca), magnésio (Mg) e boro (B) no clone 1144 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solu¢do) aos 35 dias apos a
aplicacao das doses de glyphosate.

Teores nutricionais radiculares

N = K Ca Mg B
----------------------- e R — mg kg™
Concentracdes de fosforo
0,5X 563Al 058B 497B  453A 1,78 A 19,39 A
1X 589A 080A 537AB 455A 1,70A 19,12 A
1,5X 591A 0,88A 542A 476A 1,84A 19,28 A
Doses de glyphosate
0,0 567A 0,71A 528A  433A 155A 17,92B
7,2 574A 0,75A 532A 426A 1,50 A 17,54 B
36,0 591A 0,78A 519A 424A 1,54A 19,61 A
180,0 593A 0, 70A 524A 427A 1,57A 17,99 B
F t6sforo 2, 723N 45543*  4,802* 44,626™° 121,218 0,210MNS
f glyphosate 1,491 1513% 0,267 0,102  0,501"°  6,770**
F tosforo x glyphosate ~ 0,902N°  1,884N5  1.865"° 0,348 1,281 1,477
DMS2 455010 0,3485 0,0875 0,4233  0,3723 0,1394 1,1534
DMS giyphosate 0,4477 0,1125 0,5438  0,4783 0,1791 1,4819
CV3 (%) 4,49 8,65 6,03 6,51 6,75 4,73

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Crescimento

Antes da pulverizagcdo de glyphosate (0 DAA), diferencas significativas na
altura das plantas ndo foram constatadas entre as concentracdes de fosforo ou entre

as doses de glyphosate para o clone 1144 cultivado em casa de vegetacao utilizando
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areia como substrato. Aos 7, 21 e 35 DAA, as plantas cultivadas com 0,5X
apresentaram alturas 4,7; 6,3 e 4,2% menores que as plantas cultivadas com 1,5X,

respectivamente (Tabela 21).

Tabela 21. Altura do clone 1144 cultivado com as concentragfes de fosforo 0,5X; 1X
e 1,5X (em que X correspondeu a concentracéo de fosforo recomendada
pela solucdo) aos 0, 7, 21 e 35 dias apos a aplicacdo (DAA) das doses

de glyphosate.
Altura
0 DAA 7 DAA 21 DAA 35 DAA
______ - - Cm —————— ——————————

Concentracdes de fosforo
0,5X 37,81 At 39,87 B 42,14 B 45,65 B
1X 37,26 A 39,82 B 42,40 B 46,71 AB
1,5X 37,07 A 41,84 A 45,00 A 47,68 A
Doses de glyphosate
0,0 37,25 A 40,34 AB 43,70 A 47,45 A
3,6 36,95 A 40,95 AB 45,16 A 49,04 A
7,2 37,29 A 41,50 A 4495 A 50,08 A
18,0 37,54 A 41,66 A 44,62 A 50,04 A
36,0 37,66 A 41,45 A 45,29 A 50,33 A
72,0 37,33 A 40,16 AB 44,62 A 49,66 A
180,0 37,66 A 39,12 AB 39,54 B 39,58 B
360,0 37,37 A 38,12 B 37,54 B 37,29B
F tssforo 0,599N° 6,807** 10,707** 3,793*
F glyphosate 0,087M° 3,105** 14,031* 37,421*
F t6sforo x glyphosate 0,293N° 0,773"° 0,863"° 1,015N°
DMS?2 t4storo 1,6695 1,4916 1,6344 1,7648
DMS giyphosate 3,5556 3,1771 3,4813 3,7591
CV3 (%) 7,46 6,15 6,32 6,18

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Aos 7 DAA da maior dose de glyphosate (360 g e.a. ha™) a altura das plantas
foi reduzida em 5,5%. Aos 21 e 35 DAA de 360 g e.a. ha™, a altura das plantas foi
13,9 e 21,4% menor, respectivamente, quando comparada as testemunhas sem

aplicacdo de glyphosate (Tabela 21). Ainda aos 7 DAA, as doses 7,2; 18 e 36 g e.a.
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ha! incrementaram a altura das plantas em mais de 2,0%. Interacdes entre fosforo e
glyphosate nao foram significativas (Tabela 21).

Para o diametro do caule das plantas, diferencas significativas entre as
concentragdes de fosforo foram constatadas somente aos 7 DAA, ocasido em que 0
diametro foi cerca de 9,0% maior nas plantas nutridas com 1,5X de fosforo (Tabela
22).

Tabela 22. Diametro do caule do clone 1144 cultivado com as concentracdes de
fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de
fésforo recomendada pela solucdo) aos 0, 7, 21 e 35 dias apds a
aplicacao (DAA) das doses de glyphosate.

Diametro do caule

0 DAA 7 DAA 21 DAA 35 DAA
______________________________ mm —————— _——————
Concentracdes de fosforo
0,5X 4,06 Al 4,28 B 4,80 A 5,53 A
1X 3,93A 4,37 B 5,04 A 5,49 A
1,5X 4,09 A 471 A 5,08 A 5,55 A
Doses de glyphosate
0,0 3,94 A 4,49 A 4,99 A 5,48 AB
3,6 4,01 A 4,45 A 5,05 A 5,62 AB
7.2 4,07 A 4,46 A 5,04 A 5,78 A
18,0 4,03 A 4,44 A 5,17 A 5,78 A
36,0 4,00 A 4,43 A 5,00 A 5,71 AB
72,0 4,14 A 4,46 A 4,91 A 5,39 AB
180,0 4,01 A 4,45 A 4,89 A 5,35 AB
360,0 4,02 A 4,43 A 4,74 A 5,08 B
F t6sforo 0,870N° 6,919% 2,655"° 0,086N°
F glyphosate 0,144N° 0,015M° 0,720M° 2,432*
F t6sforo x glyphosate 0,278N° 0,099N° 0,283N° 0,712N°
DMS?2 sgstoro 0,3117 0,2896 0,3129 0,3279
DMS giyphosate 0,6639 0,6168 0,6407 0,6984
CV3 (%) 10,92 10,86 10,50 9,91

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variagao. NSNao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Ja entre as doses de glyphosate, diferencas foram constatadas apenas aos
35 DAA, e as plantas pulverizadas com 360,0 g e.a. ha™ de glyphosate tiveram seu
didametro do caule reduzido em 7,2% quando comparados a testemunha sem
aplicacdo do herbicida. Ainda sobre o comportamento do glyphosate nas plantas de
eucalipto do clone 1144, as doses 7,2 e 18 g e.a. ha™ incrementaram o diametro do
caule em 4,8%. Nao ocorreram interacdes entre fosforo e glyphosate (Tabela 22).

Para o numero de folhas do clone 1144, diferencas significativas entre as
concentragdes de fésforo foram constatadas apenas aos 7 e 21 DAA (Tabela 23).

Tabela 23. Numero de folhas do clone 1144 cultivado com as concentracdes de
fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de fésforo
recomendada pela solugéo) aos 0, 7, 21 e 35 dias apdés a aplicacdo (DAA) das doses
de glyphosate.

Numero de folhas

0 DAA 7 DAA 21 DAA 35 DAA
Concentracdes de fosforo

0,5X 30,31 At 30,93 B 38,15 B 43,75 A
1X 29,90 A 36,31 A 36,96 B 46,25 A
1,5X 31,25 A 38,03 A 47,93 A 54,59 A
Doses de glyphosate

0,0 29,75 A 37,00 AB 42,91 A 53,16 A
3,6 29,50 A 38,41 A 44,41 A 54,83 A
7,2 30,08 A 38,12 A 46,91 A 54,91 A
18,0 29,16 A 38,04 A 49,16 A 53,75 A
36,0 30,75 A 39,54 A 49,58 A 55,83 A
72,0 30,16 A 39,29 A 48,16 A 50,00 A
180,0 29,91 A 29,33 B 29,58 B 25,33 B
360,0 30,16 A 21,00 C 17,41 C 13,75 C
F t6sforo 0,495N° 11,092*+ 27,999* 1,066"°
F glyphosate 0,156"° 13,095** 38,441** 62,694*
F t6sforo x glyphosate 0,262N° 0,686™° 0,798N° 1,190M°
DMS? t4s10r0 2,7514 3,7614 3,8510 4,2400

DMS giyphosate 5,8658 8,0118 8,8510 9,0504

CV3 (%) 10,43 7,91 15,69 15,71

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as meédias.
3Coeficiente de variagao. NSNao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Para as doses de glyphosate, diferencas estatisticas foram constatadas a
partir dos 7 DAA, sendo as doses 180 e 360 g e.a. ha™ responsaveis pelas maiores
reducdes no numero de folhas. Aos 35 DAA, essas doses reduziram o numero de
folhas quando comparadas a testemunha. Interacdes entre as concentracdes de
foésforo e de glyphosate sobre o niumero de folhas ndo foram constatadas (Tabela
23).

As maiores concentragfes de fosforo promoveram 0s maiores acumulos nas

massas secas de folhas e caule (Tabela 24).

Tabela 24. Massas secas de folhas (MSF), caule (MSC) e raizes (MSR) do clone
1144 cultivado com as concentracdes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que
X correspondeu a concentracdo de fosforo recomendada pela solugéo)
aos 35 dias apos a aplicacdo das doses de glyphosate.

Massas secas

MSF MSC MSR

------------------ gramas --------------------
Concentracdes de fosforo
0,5X 5,92 Bt 3,74B 13,70 A
1X 6,12 A 4,14 A 11,49B
1,5X 6,80 A 4,19 A 11,57 B
Doses de glyphosate
0,0 7,27 A 4,27 A 11,62 A
3,6 7,41 A 4,39 A 11,58 A
7,2 7,32 A 4,63 A 11,89 A
18,0 7,31 A 4,43 A 11,73 A
36,0 7,42 A 4,42 A 12,43 A
72,0 6,92 A 3,94 B 11,62 A
180,0 2,17B 3,43B 11,20 A
360,0 1,45C 2,70 C 9,34 B
F t6sforo 0,0022** 0,0010** 0,0021**
F glyphosate 0,0017** 0,0005** 0,0090**
F fesforo x glyphosate 0,2423"° 0,7819NS 0,8014"°
DMS2 t4550r0 0,1988 0,2270 0,5436
DMS glyphosate 0,8494 0,4836 1,1579
CV3 (%) 10,60 9,41 7,93

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Ja a massa seca de raizes foi maior nas plantas cultivadas com 0,5X de
fésforo quando comparadas as plantas cultivadas com as maiores doses de fosforo
(Tabela 24). As maiores doses de glyphosate restringiram o acumulo de massa seca
pelas plantas do clone 1144.

Comparando as massas secas das testemunhas (0,0 g e.a. ha™ glyphosate)
com as massas secas das plantas pulverizadas com 360,0 g e.a. ha, as reducées
foram de 80,0; 36,7 e 19,6% para massa seca de folhas, caule e raizes,
respectivamente. Interacdes entre fosforo e glyphosate ndo foram constatadas para

as massas secas de folhas, caule e raizes (Tabela 24).

Experimento Il - em cadmara de crescimento - clone GG100

Caracteristicas fotossintéticas

Analisando o efeito isolado das concentragBes de fosforo, foi possivel
perceber que as plantas de eucalipto cultivadas com 1X e 1,5X de fdsforo
apresentaram maiores teores de clorofila a (Tabela 25).

Ja para a comparacdo das doses de glyphosate, ndo foram constatadas
diferencas significativas momentos antes da aplicacdo (0 HAA). As 144 HAA, a
reducdo do teor relativo de clorofila a pela dose 0,578 g e.a. de glyphosate foi de
4,4%. As 360 HAA, as reducdes no teor de clorofila a pelas doses 0,288 e 0,576 g
e.a. de glyphosate foram de 7,4 e 2,9%, respectivamente (Tabela 25).

Interacbes entre as concentracdes de fosforo e as doses de glyphosate
ocorreram as 144 e 360 HAA (Tabela 25). As 144 HAA de 0,576 g e.a. de
glyphosate, o teor de clorofila a das plantas cultivadas com 0,5X de fésforo teve
incremento; enquanto os teores das plantas cultivadas com 1X foram reduzidos; e 0s
teores das plantas cultivadas com 1,5X se mantiveram praticamente inalterados
(comparagdo entre as médias das doses de glyphosate 0,000 e 0,576 g e.a.).

Comportamento semelhante foi observado as 360 HAA (Tabela 26).
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Tabela 25. Teor relativo de clorofila a nas folhas do clone GG100 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solugdo) as 0, 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila a

0 HAA 144 HAA 360 HAA

------------- unidades relativas --------------

Concentracdes de fosforo

0,5X 26,84 Ct 25,92 C 23,04 C
1X 33,42 B 31,88 B 30,30 B
1,5X 35,38 A 35,24 A 39,42 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 31,85 A 31,25 A 30,86 A
0,017 31,88 A 31,33 A 30,80 A
0,034 32,14 A 31,36 A 30,58 A
0,072 32,21 A 31,28 A 30,71 A
0,144 31,50 A 31,52 A 30,31 A
0,288 32,05 A 30,37 AB 28,55 B
0,576 31,54 A 29,87 B 29,97 B
F tssforo 1081,511** 630,821** 2371,705**
F glyphosate 1,809N° 4,675%* 61,885**
F fosforo x glyphosate Oa645NS 2,781** 30,712**
DMS2 ¢sstoro 0,4674 0,6457 0,4545
DMS giyphosate 0,9095 1,2565 0,3345
CV3 (%) 1,95 2,78 2,03

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Para o teor de clorofila b, a comparacdo desse teor nas plantas cultivadas
com 0,5 e 1X de fésforo resultou em diferencas de 11,4 e 20,5% as 0 e 144 HAA,
respectivamente. J& as 360 HAA, a maior concentracdo de fosforo resultou em

incrementos quando comparada a menor concentracao de fosforo (Tabela 27).
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Tabela 26. Desdobramento da interacdo entre as concentracfes de fosforo e doses
de glyphosate sobre o teor relativo de clorofila a no clone GG100 as 0,
144 e 360 horas apos a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila a (unidades relativas) as 144 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576
0,5X 25,7 Cat 25,9 Ca 25,9 Ca 25,8 Ca 26,2 Ca 25,7Ca 26,3Ba
1X 32,5 Ba 32,0 Ba 32,0 Ba 32,3 Ba 31,8 Ba 31,0Ba 31,0 Aa

1,5X 35,5 Aa 36,1 Aa 36,1 Aa 35,7 Aa 36,4 Aa 35,3Aa 35,3 Aa

Teor de clorofila a (unidades relativas) as 360 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 24,07 Ca 23,60 Cab 22,96 Cab 22,50 Cab 22,83Cab 22,90Cb 22,46 Bb
1X 30,70 Babc 31,16 Bab 30,00 Babc 31,20Ba 30,66 Babc 29,66 Bbc 29,23 Ac
1,5X 3783Aa 37,83Aa 38,10Aa 38,40Aa 37,43 Aa 38,10 Aa 38,40 Aa

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

O efeito isolado das doses de glyphosate ocasionou reducdes no teor relativo
de clorofila b as 144 e 360 HAA. As 360 HAA, as maiores doses de glyphosate
reduziram o teor de clorofila b nas folhas medianas do clone GG100 (Tabela 27).

A interacdo entre concentracdes de fbésforo e doses de glyphosate,
significativa as 144 e 360 HAA, indicou que os menores teores relativos de clorofila b
foram mensurados nas plantas cultivadas com a menor concentracao de fosforo e na
presenca das maiores doses de glyphosate. As 360 HAA, o teor relativo de clorofila
b foi reduzido em 15,5% nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo; em 7,4% nas
plantas cultivadas com 1X de fosforo; e em 6,5% nas plantas cultivadas com 0,5X de
fésforo (Tabela 28).
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Tabela 27. Teor relativo de clorofila b nas folhas do clone GG100 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solugdo) as 0, 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofilab

0 HAA 144 HAA 360 HAA

----------------- unidades relativas -------------------
Concentracdes de fosforo
0,5X 12,75 Ct 9,92 C 10,73 B
1X 14,40 B 11,6 B 10,19 B
1,5X 15,83 A 14,8 A 12,50 A
Doses de glyphosate (g e.a.)
0,000 14,37 A 14,34 A 12,80 A
0,017 14,16 A 14,05 A 12,52 A
0,034 14,58 A 13,92 AB 12,33 AB
0,072 14,20 A 13,41 B 12,45 AB
0,144 14,18 A 11,41 C 10,53 BC
0,288 14,55 A 9,66 D 10,16 C
0,576 14,43 A 7,98 E 9,52 C
F tssforo 82,731** 676,407** 13,389**
F glyphosate 0,362N° 291,313** 7,570**
F tesforo x alyphosate 0,9058"° 69,602+ 0,952+
DMS2 t4550r0 0,5828 0,3281 1,1054
DMS giyphosate 1,1342 0,6386 2,1511
CV2 (%) 3,42 3,61 3,77

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Uma vez que o teor relativo de clorofila total é a soma dos teores relativos das
clorofilas a e b, os comportamentos acima descritos, em geral, se repetiram: maiores
teores de clorofila total mensurados nas plantas cultivadas com maiores
concentracfes de fésforo e reducdo destes teores apds a aplicacdo das maiores

doses de glyphosate (Tabela 29).
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Tabela 28. Efeitos da interacdo entre as concentracbes de fosforo e doses
glyphosate sobre o teor relativo de clorofila b no clone GG100 as 0, 144 e 360 horas
apos a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor de clorofila b as 144 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 12,60Ba' 12,06 Ba 12,66 Ba 12,60 Ba 6,80 Cb 6,31Cb 6,45Cb
1X 12,00 Ba 11,73 Ba 11,96 Ba 11,63Ca 12,00Ba 12,23Aa 9,56 Ab
15X 18,36 Aa 18,36 Aa 17,13 Ab 16,00 Ac 15,43 Ac 10,43Bd 7,96 Be

Teor de clorofila b as 360 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 37,77 Ca 36,10 Cab 35,83 Cabc 35,06 Cabc 33,40Cbc 33,43 Cbc 31,90 Bc
1X 41,66 Ba 42,46 Ba 41,76 Ba 42,26 Ba 38,63Ba 39,30Ba 38,56 Aa
15X 5156Aa 51,60Aa 51,16 Aa 52,16 Aa 50,50 Aa 48,40 Ab 48,20 Ab

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate. "*N&o significativo pelo Teste de
Tukey. *Significativo pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo
Teste de Tukey a 1% de probabilidade.

A interacdo entre concentracfes de fosforo e doses de glyphosate foi
significativa as 144 e 360 HAA (Tabela 29). As 360 HAA, de 0,288 e 0,576 g e.a. de
glyphosate os teores de clorofila total foram 23,0 e 16,4% menores nas plantas
cultivadas om 0,5X de foésforo quando comparado ao teor de clorofila total nas
plantas cultivadas com 1,5X de fosforo, apos a aplicacao de 0,288 e 0,576 g e.a. de
glyphosate, respectivamente (Tabela 30).

As Fv/IFm mensuradas nas folhas do clone GG100 ndo apresentaram
reducdes indicativas de estresses no aparato fotossintético entre as 0 e 96 HAA. As

meédias para esses periodos oscilaram entre 0,812 e 0,824 (Tabelas 31 e 32).
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Tabela 29. Teor relativo de clorofila total nas folhas do clone GG100 cultivado com
as concentracOes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solugdo) as 0, 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila total

0 HAA 144 HAA 360 HAA

------------- unidades relativas  ----------------

Concentracdes de fosforo

0,5X 39,39 C! 38,85 C 34,78 C
1X 48,83 B 43,43 B 40,66 B
1,5X 51,21 A 50,06 A 48,37 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 46,23 A 46,60 A 43,66 A
0,017 46,04 A 45,38 A 43,38 A
0,034 46,73 A 45,25 A 42,92 A
0,072 46,41 A 44,70 A 43,16 A
0,144 46,68 A 42,93 B 40,84 BC
0,288 46,50 A 40,04 C 38,72C
0,576 45,97 A 37,87 D 36,22 D
F tssforo 652,606** 1089,750** 401,751**
F glyphosate 0,933"° 85,508** 30,103**
F fosforo x glyphosate 01619NS 18,848** 7!350**
DMS2 ¢sstoro 0,8055 0,7404 1,1686
DMS giyphosate 1,5645 1,4408 2,2742
CV3 (%) 2,32 2,29 3,77

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Tabela 30. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre o teor relativo de clorofila total no clone GG100 as 144
e 360 horas apos a aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Teor de clorofila total as 144 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

05X 3833Cat 37,76Ca 3861Ca 3840Ca 33,03Cb 32,04Bb 32,75Bb
1X 4456 Ba 43,86Ba 44,00Ba 4396Ba 43,86Ba 43,23 Aa 40,56 Ab
1,5X 53,90 Aab 54,53 Aa 53,23 Aab 51,73Ab 51,90Ab 44,83 Ac 40,30 Ac

Teor de clorofila total as 360 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 37,77Ca 36,10Cab 35,83 Cab 35,06 Cab 33,40Cbc 33,43Cbc 31,90Bc
1X 41,66 Ba 42,46Ba 41,76 Ba 42,26Ba 38,63Ba 39,30Ba 38,56 Aa
15X 5156 Aa 51,60Aa 51,16 Aa 52,16 Aa 50,50 Aa 43,43 Ab 38,20 Ac

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Tabela 31. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) nas folhas do clone GG100
cultivado com uso de solucao nutritiva com as concentracdes de fosforo
0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de fosforo
recomendada pela solugéo) as 0, 1, 24, 48 e 72 horas apés a aplicacao
(HAA) das doses de glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema ll

0 HAA 1 HAA 24 HAA 48 HAA 72 HAA

Concentracdes de fosforo

0,5X 0,824 A1 0,821 A 0,822A  0820A 0,817 A
1X 0,822A 0,820AB  0,812A  0,819A  0,819A
1,5X 0,822A  0,815B 0,819A 0822A 0,820A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 0,823A 0,822 A 0,819A  0823A  0,822A
0,017 0,824A 0,814 A 0,821A  0817A 0,819A
0,034 0,823A  0,817A 0,817A  0819A 0,817A
0,072 0,823A 0,821 A 0,818A  0820A 0,817 A
0,144 0,821A  0,819A 0,823A  0,820A 0,819A
0,288 0,824A  0,819A 0,819A 0822A  0,819A
0,576 0,822A 0,820 A 0,820A 0,820A 0,820 A
F t6sforo 0,447N° 3,648N° 1,631N° 1,277N° 1,075N°
F giyphosate 0,205"° 0,982N° 0,515 0,687  0,675"°
F t6sforo x glyphosate 0,508N° 1,044N3 0,288" 0,641  0,694M°
DMS?2 sgsforo 0,0053 0,0061 0,0062 0,0059 0,0049
DMS giyphosate 0,0105 0,0122 0,0122 0,0117 0,0096
CV3 (%) 0,68 0,79 0,79 0,76 0,63

“SN4o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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Dentre as concentracbes de fosforo, a reducdo das Fv/IFm nas plantas

cultivadas com 0,5X de fésforo foram de 12,7; 2,9 e 30,6% quando comparadas as

plantas cultivadas com 1,5X de fésforo as 144, 168 e 360 HAA de glyphosate,

respectivamente. Quando comparadas as testemunhas, as doses de glyphosate
0,144; 0,288 e 0,576 g e.a. reduziram a atividade do PSIl as 144 HAA. As doses
0,288 e 0,576 g e.a. de glyphosate ocasionaram reducdes de 22,0 e 60,6% da

Fv/IFm, respectivamente, as 168 HAA. J4& as 360 HAA os valores de Fv/Fm foram

inferiores a 0,750 a partir da doses 0,072 g e.a. de glyphosate. Ainda nessa Ultima

avaliacdo, as doses 0,072; 0,144; 0,288 e 0,576 g e.a. de glyphosate reduziram a
Fv/Fm em 10,5; 29,5; 47,0 e 56,3%, respectivamente (Tabela 32).

Tabela 32. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) nas folhas do clone GG100
cultivado com uso de solugdo nutritiva com as concentracdes de fosforo
0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de fosforo
recomendada pela solucdo) as 96, 120, 144,168 e 360 horas ap0ls a
aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema ll

96 HAA 120 HAA 144 HAA 168 HAA 360 HAA
Concentracdes de fosforo
0,5X 0,818 Al 0,713 B 0,689 C 0,682 A 0,504 B
1X 0,816 A 0,808 A 0,761 B 0,725 A 0,713 A
1,5X 0,818 A 0,811 A 0,790 A 0,723 A 0,727 A
Doses de glyphosate (g e.a.)
0,000 0,823 A 0,822 A 0,822 A 0,820 A 0,822 A
0,017 0,817 A 0,818 AB 0,814 A 0,802 A 0,806 A
0,034 0,818 A 0,816 AB 0,805 A 0,783 A 0,802 A
0,072 0,812 A 0,818 AB 0,801 A 0,788 A 0,735B
0,144 0,815 A 0,804 BC 0,774 AB 0,767 A 0,579 C
0,288 0,819 A 0,793 C 0,746 B 0,639 B 0,435 D
0,576 0,815 A 0,573 D 0,465 C 0,323 C 0,359 E
F tosforo 0,978"°  563,398*  52,798**  0,335"°  583,450*
F qiyphosate 2,556"S  637,256**  136,137**  10,021°  591,794*
F f6sforo x glyphosate 1,080"° 506,218+  40,143*  1,144"°  108,121*
DMS2 sst0r0 0,0050 0,0084 0,0254 0,1310 0,0183
DMS g1yphosate 0,0098 0,0165 0,0500 0,254 0,0362
CV3 (%) 0,64 1,13 3,57 2,54 2,98

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Por meio da interacdo entre concentracdes de fosforo e doses de glyphosate
foi possivel notar que as plantas cultivadas com as menores doses de fosforo
apresentaram maior reducéo do PSII, e esse efeito foi mais acentuado nas doses de
glyphosate maiores que 0,144 g e.a. (Tabela 33).

As 120 HAA de 0,576 g e.a. de glyphosate, o aparato fotossintético das folhas
medianas das plantas cultivadas com 1X e 1,5X de fésforo apresentavam-se
‘normais”. Ja para as plantas cultivadas com 0,5X de fosforo a Fv/Fm foi reduzida
em mais de 80,0%. A partir das 144 HAA foram constatadas alteragbes no PSII
independentemente das concentracdes de fosforo. Contudo, reducbes de mais de
80,0% no rendimento quéantico maximo do PSIlI foram observadas nas menores

concentragfes de fésforo (Tabela 33).

Tabela 33. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre a eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) no clone
GG100 as 120, 144 e 360 horas ap6s a aplicacdo (HAA) das doses de

glyphosate.
Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 120 HAA
0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,822 Aa* 0,821 Aa 0,812Aa 0,820Aa 0,793Ab 0,783 Ab 0,141 Bc
1X 0818Aa 0,816Aa 0,8l17Aa 08l6Aa 0,809Aa 0,792Aa 0,792 Aa
15X 0,825Aa 0,819Aa 0,819Aa 0,818Aa 0,810Aa 0,804 Aab 0,786 Ab

Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 144 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

05X 0,822Aa 0,806 Aa 0,785Aa 0,779 Aa 0,774Aa 0,758 Aa 0,104 Cb
1X 0,823Aa 0822Aa 0,811Aa 0,814Aa 0,752Ab 0,730Ab 0,574 Bc
15X 0,822Aa 0,815Aa 0,819Aa 0,811 Aa 0,798 Aab 0,750 Aab 0,717 Ab

Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 360 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,823Aa 0,786 Aa 0,777Aa 0,705Bb 0,205Bc 0,166 Cc 0,069 Bd
1X 0,823Aa 0,812Aa 0,812Aa 0,784Aa 0,764Aa 0,499Bb 0,499 Ab
15X 0,820Aa 0,820Aa 0,817Aa 0,716 Bb 0,768 Ab 0,639 Ac 0,508 Ad

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minudsculas (linhas) doses de glyphosate. “*Nao significativo pelo Teste de
Tukey. *Significativo pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo
Teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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As 360 HAA de 0,576 g e.a. de glyphosate, o rendimento quantico do PSlII foi

reduzido em 91,6% nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo; em 39,3% nas

plantas cultivadas com 1X de fésforo e 38,0% nas plantas cultivadas com 1,5X de
fésforo (Tabela 33).

As taxas fotossintéticas do clone GG100 foram significativamente diferentes

em funcéo

das concentracdes de fésforo utilizadas somente as 96 e 120 HAA.

Nessas avaliacdes, essas caracteristicas foram, respectivamente, 13,5 e 18,5%

menores nas plantas cultivadas com 0,5X quando comparadas as plantas cultivadas
com 1,5X de fésforo (Tabelas 34 e 35).

Tabela 34. Taxa fotossintética do clone GG100 cultivado com as concentracfes de

fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracao de
fésforo recomendada pela solucdo) as 0, 24, 48 e 72 horas apés a
aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Taxa fotossintética

0 HAA 24 HAA 48 HAA 72 HAA

------------------ s OOy | I R ——

Concentracdes de fosforo

0,5X 21,21 AL 21,73 A 21,78 A 21,66 A
1X 21,30 A 22,06 A 21,96 A 21,97 A
1,5X 21,60 A 21,90 A 21,68 A 22,15 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 21,05 A 21,87 A 21,41 A 21,92 A
0,017 21,34 A 21,70 A 22,36 A 21,94 A
0,034 20,81 A 21,07 A 20,94 A 21,29 A
0,072 21,42 A 22,09 A 21,78 A 22,09 A
0,144 20,69 A 21,10 A 21,94 A 21,74 A
0,288 21,74 A 21,33 A 21,59 A 21,86 A
0,576 20,16 A 21,76 A 21,77 A 22,04 A
F t6sforo 2,879N° 1,253\° 0,403N° 1,981N°
F glyphosate 1,507 0,704"° 0,752M° 0,674"°
F f6sforo x glyphosate 1,305M° 0,986"° 1,482N° 1,615M°
DMS?2 (4010 0,6410 0,7204 0,8055 0,7204
DMS giyphosate 1,2627 1,4192 1,5867 1,4192
CV?3 (%) 7,15 5,47 6,87 8,46

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Diferencas entre as doses de glyphosate foram constatadas a partir das 96
HAA, e as maiores reducdes na taxa fotossintética ocorreram apos a aplicacéo
radicular de 0,576 g e.a. de glyphosate. Essas reducdes foram de 63,1; 92,1; 90,5 e
99,0% as 96; 120; 144 e 168 HAA, respectivamente (Tabela 35).

Tabela 35. Taxa fotossintética do clone GG100 cultivado com as concentracdes de
fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de
fésforo recomendada pela solugdo) as 96, 120, 144 e 168 horas apos a
aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Taxa fotossintética

96 HAA 120 HAA 144 HAA 168 HAA
------------------ umol CO, m? s™

Concentracdes de fosforo
0,5X 18,68 B! 15,81 C 15,68 A 16,85 A
1X 18,87 B 17,26 B 16,77 A 17,01 A
1,5X 21,64 A 19,41 A 17,51 A 16,94 A
Doses de glyphosate (g e.a. ha™)
0,000 21,32 A 21,52 AB 21,73 A 22,02 A
0,017 22,22 A 22,05 AB 21,10 A 21,46 A
0,034 21,97 A 22,26 A 21,82 A 22,73 A
0,072 22,12 A 20,68 B 21,99 A 22,39 A
0,144 22,38 A 18,05 C 14,44 B 13,30 B
0,288 21,25 A 16,19 D 14,90 B 14,70 B
0,576 7,85 B 1,68 E 2,06 C 0,20 C
F t6sforo 32,422% 79,841* 5,188N° 0,917
F glyphosate 39,390* 560,178** 143,428*  150,332**
F t6sforo x glyphosate 35,725% 10,438** 2,582N° 1,112N°
DMS? t4st0r0 1,0400 0,7224 1,9439 2,0130
DMS giyphosate 2,0486 0,7224 0,4049 2,0130
CV3 (%) 5,53 7,33 9,10 9,67

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Interacdes entre as concentracdes de fosforo e as doses de glyphosate foram
significativas somente as 96 e 120 HAA (Tabela 35).

As 96 HAA nZo houve diferenca na taxa fotossintética apos a aplicacdo de
doses até 0,288 g e.a. de glyphosate, independentemente da concentracdo de

fésforo. No entanto, ap0s a aplicacéo radicular de 0,576 g e.a. de glyphosate, a taxa
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fotossintética das plantas cultivadas com 1,5X de fosforo foi superior a 20 pmol CO,
m? s enquanto a das plantas cultivadas com 1X de fosforo foi de apenas 1,93 umol
CO, m? s e nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo a taxa fotossintética nao foi
mais quantificada (Tabela 36).

As 120 HAA a reducdo da taxa fotossintética se iniciou ap6s a aplicacdo de
0,072 g e.a. de glyphosate, mas apenas nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo.
Ainda nessa avaliacdo, apds a aplicacdo de 0,288 g e.a. de glyphosate a taxas
fotossintéticas das plantas cultivadas com 0,5X e 1X de fésforo foram reduzidas em
42,4 e 21,4%, respectivamente. Apos a aplicacdo da maior dose de glyphosate as
taxas fotossintéticas mensuradas foram muito baixas para as concentracfes 1X e
1,5X de glyphosate, mas ausentes para as plantas cultivadas com 0,5X de fosforo
(Tabela 36).

Tabela 36. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre a taxa fotossintética no clone GG100 as 144 e 360
horas apoés a aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Taxa fotossintética as 96 HAA(umol CO2 m? s™)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 21,06 Aa* 19,93 Aa 22,64Aa 22,74Aa 23,36 Aa 21,03Aa 0,00 Bb
1X 20,88 Aa 21,68 Aa 22,13 Aa 22,25Aa 2165Aa 2154Aa 1,93Bb
15X 22,03Aa 22,04Aa 21,12Aa 21,37Aa 22,13 Aa 21,18 Aa 21,63 Aa

Taxa fotossintética as 120 HAA (umol CO2 m? s™)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 20,63Aa 21,14Aa 22,43Aa 18,65Bb 1598Bc 11,84Cd 0,00 Be
1X 22,39 Aa 22,04Aa 2192Aa 21,03Aa 1597Bb 16,16 Bb 1,29 Bc
15X 2153Aa 2298Aa 2242Aa 22,37Aa 2221Aa 2057Aa 3,76 Ab

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minuUsculas (linhas) doses de glyphosate.

Para a condutancia estomatica, diferencas significativas entre as
concentracOes de fosforo ocorreram somente as 144 HAA, e a maior condutancia foi
mensurada nas plantas cultivadas com 1X e 1,5X de fosforo (Tabelas 37 e 38).

Apbs a aplicagdo de glyphosate, alteracdes na condutancia estomatica
foram constatadas a partir das 120 HAA. As redug¢fes dessa caracteristica apos a
aplicacdo de 0,144 g e.a. de glyphosate foram de 19,0; 36,3 e 45,0% as 120, 144 e
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168 HAA, respectivamente. Ja as reducdes ocasionadas pela aplicacdo de 0,576 g
e.a. de glyphosate foram de 28,5; 40,9 e 55,0% as 120, 144 e 168 HAA,

respectivamente. (Tabela 38).

Tabela 37. Condutancia estomatica do clone GG100 cultivado com as concentracfes
de fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracao de
fosforo recomendada pela solucdo) as 0, 24, 48 e 72 horas apoOs a
aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.
Condutancia estomatica
0 HAA 24 HAA 48 HAA 72 HAA
------------------ T R P O N e ————
Concentracdes de fosforo

0,5X 0,22 At 0,19 A 0,20 B 0,23 A
1X 0,21 A 0,22 A 0,21 A 0,24 A
1,5X 0,20 A 0,21 A 0,22 A 0,24 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 0,23 A 0,20 A 0,21 A 0,23 A
0,017 0,21 A 0,22 A 0,21 A 0,25 A
0,034 0,21 A 0,20 A 0,22 A 0,24 A
0,072 0,20 A 0,23 A 0,20 A 0,22 A
0,144 0,23 A 0,21 A 0,21 A 0,23 A
0,288 0,21 A 0,24 A 0,22 A 0,24 A
0,576 0,20 A 0,20 A 0,20 A 0,24 A
F tesforo 0,559"° 1,563"° 7,950%  1,977"°
F giyphosate 1,104M° 0,185"° 2,583"°  0,896"°
F tesforo x glyphosate 1,452N8 0,099"° 1,124"  0,397"°
DMS? tssforo 0,151 0,1314 0,0080 0,1001
DMS giyphosate 0,1786 0,1077 0,0340 0,0871
CV3 (%) 6,40 6,96 3,94 6,42

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Interacdes entre fosforo e glyphosate ocorreram apenas as 144 HAA (Tabela
38). De modo geral, ndo houve alteracbes na condutancia estomatica na folha
mediana do clone GG100, independentemente da concentracdo de fosforo, apos a
aplicacdo de doses até 0,034 g e.a. de glyphosate. No entanto, a partir da aplicagdo
de 0,072 g e.a. de glyphosate a condutancia estomatica foi reduzida, e esse fato

ocorreu com maior intensidade nas plantas cultivadas com 0,5X e 1X de fésforo.
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Apoés a aplicacdo de 0,144; 0,288 e 0,576 g e.a. de glyphosate, a condutancia
estomatica foi reduzida em, respectivamente, 35,0; 40,0 e 35,3% nas plantas
cultivadas com 0,5X de fésforo quando comparadas as cultivadas com 1,5X de
fésforo (Tabela 39).

Tabela 38. Condutancia estomatica do clone GG100 cultivado com as concentragfes
de fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracao de
fosforo recomendada pela solucdo) as 96, 120, 144 e 168 horas apos a
aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.
Condutancia estomatica
96 HAA 120 HAA 144 HAA 168 HAA
------------------ umol HyO m? s e
Concentracdes de fosforo

0,5X 0,21 At 0,20 A 0,16 A 0,15 A
1X 0,22 A 0,20 A 0,19 A 0,16 A
1,5X 0,20 A 0,20 A 0,20 A 0,17 A
Doses de glyphosate (g e.a. ha™)

0,000 0,21 A 0,21 A 0,22 A 0,20 A
0,017 0,20 A 0,21 A 0,22 A 0,20 A
0,034 0,21 A 0,21 A 0,21 A 0,20 A
0,072 0,21 A 0,20 B 0,20 A 0,21 A
0,144 0,22 A 0,17 C 0,14 B 0,11 B
0,288 0,20 A 0,17C 0,13 B 0,08 C
0,576 0,21 A 0,15D 0,13 B 0,09 C
F t6sforo 1,176N° 3,674N 103,132 0,699"°
F glyphosate 0,477"  630,220°  140,662** 185,507**
F f6sforo x glyphosate 1,728"° 4,688"°  577165* 5915"°
DMS?2 (4010 0,0144 0,0020 0,0402 0,0142
DMS giyphosate 0,0284 0,0041 0,0289 0,0018
CV?3 (%) 7,12 3,15 5,85 6,73

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Tabela 39. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre a condutancia estomatica no clone GG100 as 120
horas apods a aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Condutancia estomatica as 120 HAA (umol H,O m? s™)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,20 Aat 0,21 Aa 0,20 Aa 0,18 Cb 0,13 Ca 0,12 Cc 0,11 Bd
1X 0,20 Aa 0,21 Aa 0,20 Aa 0,19 Ba 0,19 Ba 0,19Ba 0,17 Ab
15X 0,21 Aa 0,19 Ab 0,21 Aa 0,22 Aa 0,20 Ab 0,20 Ab 0,17 Ac

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Teores de glyphosate, AMPA e 4cido chiquimico

Diferencas entre os teores de glyphosate, AMPA e acido chiguimico foram
constatadas entre as concentra¢cdes de fosforo, entre as doses de glyphosate e para
a interacdo desses fatores. As plantas cultivadas com 0,5X de fosforo apresentaram
incremento nos teores de glyphosate e cerca nos teores de AMPA e &cido
chiguimico (Tabela 40).

Como ja esperado, na testemunha ndo foram quantificados glyphosate ou
AMPA, apenas acido chiquimico (171,38 pg g* de tecido foliar seco). A medida que
a dose aplicada de glyphosate aumentou, os teores de glyphosate e &cido
chiguimico também aumentaram (Tabela 40).

O desdobramento da interacdo entre concentracfes de fésforo e doses de
glyphosate permitiu observar que a aplicacao de 0,034 e 0,144 g e.a. de glyphosate
ndo alterou o acumulo de glyphosate, independentemente da concentracdo de
fésforo utilizada no cultivo das plantas. J4 para a dose 0,576 g e.a. de glyphosate, as
guantidades desse composto foram maiores nas plantas cultivadas com 0,5X de
fésforo. O maior teor de AMPA foi quantificado ap6s a aplicacdo da maior dose de
glyphosate nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo (Tabela 41).
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Tabela 40. Teores de glyphosate, &cido aminometilfosfonico (AMPA) e &cido
chiquimico nas folhas do clone GG100 cultivado com as concentracdes
de fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentragdo de
fésforo recomendada pela solugcéo) aos 15 dias apds a aplicacdo das
doses de glyphosate.

Teores de glyphosate, AMPA e acido chiquimico

glyphosate AMPA acido chiquimico

--------------- ug g™ de tecido foliar seco ---------------——-

Concentracdes de fosforo

0,5X 553 At 3,55A 1030,62 A
1X 4,52 B 2,33B 797,53 B
1,5X 4,34 B 2,60 B 706,78 B
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 0,00C 0,00 C 171,38 C
0,034 0,14 C 0,13 B 314,33 C
0,144 2,69B 1,90 B 1266,83 B
0,576 16,36 A 9,28 A 1627,22 A
F tssforo 14,139** 13,941** 20,280**
f glyphosate 1577,339** 496,881** 143,389**
F fosforo x glyphosate 17,064** 5,497** 11,715**
DMS2 ¢sstoro 0,6013 0,6026 184,8763
DMS giyphosate 0,7670 0,7686 235,7972
CV3 (%) 12,28 20,86 21,66

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Os maiores teores de acido chiquimico foram quantificados nas plantas
cultivadas com 0,5X de fosforo apds a aplicacdo de 0,144 e 0,576 g e.a. de
glyphosate. Ja os menores foram quantificados nas plantas cultivadas com 1X e
1,5X de fésforo ap6s a aplicacdo de 0,000 e 0,034 g e.a. de glyphosate (Tabela 41).
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Tabela 41. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre os teores de glyphosate, acido aminometilfosfénico
(AMPA) e acido chiquimico nas folhas do clone 1144.

Teor de glyphosate (ug g™ de tecido foliar seco)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 0,00 Act 0,13 Ac 2,47 Ab 19,55 Aa
1X 0,00 Ac 0,17 Ac 3,05 Ab 14,80 Ba
1,5X 0,00 Ac 0,13 Ac 2,55 Ab 14,60 Ba

Teor de AMPA (ug g de tecido foliar seco)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 0,00 Ab 0,20 Ab 2,84 Ab 11,16 Aa
1X 0,00 Ab 0,09 Ab 1,40 Bb 7,86 Ba
1,5X 0,00 Ab 0,12 Ab 1,46 Bb 8,83 Ba

Teor de &cido chiquimico (ug g™ de tecido foliar seco)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 134,66 Ab 132,83 Ab 2130,00 Aa 1725,00 Aa
1X 233,33 Ac 442,16 Ac 861,33 Bb 1653,30 Ba
1,5X 147,15 Ac 368,01 Ac 808,66 Bb 1503,33 Aa

Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fésforo e
mindsculas (linhas) doses de glyphosate. “°*N&o significativo pelo Teste de Tukey.
*Significativo pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste
de Tukey a 1% de probabilidade.

Nutricao

A avaliagcao do teor nutricional foliar indicou diferencas entre as concentracdes
de fésforo fornecidas as plantas para os teores de P, K, Ca e Mg. O teor de P foi
62,3% menor nas plantas cultivadas com 0,5X quando comparadas as cultivadas
com 1X. No entanto, a diferenca entre as plantas cultivadas com 1X e 1,5X foi de
apenas 2,6% (Tabela 42).

O teor de K foi 22,15% menor nas plantas cultivadas com 0,5X em
comparacao as plantas cultivadas com a concentracdo de fésforo recomendada pela
solucédo nutritiva (1X). No entanto, os teores de Ca e Mg foram maiores nas plantas
cultivadas com 0,5X.
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Tabela 42. Teores foliares de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca) e
magnésio (Mg) no clone GG100 cultivado com as concentracfes de
fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de
fésforo recomendada pela solucdo) aos 15 apos a aplicacdo das doses
de glyphosate.

Teores nutricionais foliares

N P K Ca Mg

________________________________ g kg'l — — [
Concentracdes de fosforo
0,5X 23,06 At 0,70B 8,40 B 8,56 A 3,07 A
1X 23,61 A 1,86 A 10,79 A 8,49 A 2,62B
1,5X 24,31 A 191A 11,09 A 7,52 B 2,41 B
Doses de glyphosate (g e.a.)
0,000 23,11 A 141 A 10,75 A 10,29 A 3,39 A
0,034 24,15 A 1,50 A 10,02 A 8,40 B 2,88 B
0,144 24,01 A 1,52 A 10,19 A 7,14 C 251C
0,576 26,07 A 1,54 A 10,21 A 6,97 C 2,12 D
F tssforo 2,003N° 356,701** 132,920** 10,803**  39,115**
f glyphosate 1,386N° 1,970M° 3,564N°  54264*  94,175*
F tosforo x glyphosate 2,472N8 1,135M° 2,937M5  22,385%  35,486**
DMS2 ¢450r0 3,4530 0,1373 0,4826 0,6705 0,1826
DMS giyphosate 4,4365 0,1765 0,6200 0,8615 0,2347
CV3 (%) 4,63 6,88 3,58 6,13 5,01

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Ja entre as doses de glyphosate, diferencas foram observadas apenas entre
os teores de Ca e Mg, que foram reduzidos em 32,2 e 37,4% apds a aplicacdo de
0,576 g e.a. de glyphosate (Tabela 42).

InteracBes significativas entre concentragcbes de fosforo e doses de
glyphosate foram constatadas somente para Ca e Mg (Tabela 42). De modo geral,
na auséncia de glyphosate os maiores teores de Ca e Mg foram quantificados nas
plantas cultivadas com 1,5X de fésforo. Ja na presenca das doses 0,144 e 0,576 g
e.a. de glyphosate, os maiores teores de Ca e Mg foram constatados nas plantas

cultivadas com 0,5X de fosforo (Tabela 43).
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Tabela 43. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre os teores foliares de calcio e magnésio.

Teor de célcio (g kg™)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 8,69 Cal 8,29 Aa 8,03 Aa 9,23 Aa
1X 10,28 Ba 8,57 Ab 7,72 Ab 7,39 Bb
1,5X 11,76 Aa 8,35 Ab 5,16 Bc 4,79 Cc

Teor de magnésio (g kg™)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 3,14 Ba 2,85 Aa 3,10 Aa 3,17 Aa
1X 3,36 Aba 2,94 Ab 2,65 Bb 1,54 Bc
1,5X 3,67 Aa 2,87 Ab 1,77 Cc 1,64 Bc

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Quanto aos teores nutricionais radiculares, e observando isoladamente o
efeito das concentragbes de fosforo utilizada no crescimento das plantas, foram
constatadas diferencas estatisticas para os teores de P, Ca e Mg. Esses teores
foram maiores nas plantas cultivadas com 1X quando comparado aos teores nas
plantas cultivadas com 0,5X de fésforo. Os teores de N, K e B ndo foram alterados
em funcao das concentra¢des de fésforo (Tabela 44).

Ja entre as doses de glyphosate foram observadas diferencas significativas
para os teores médios de todos os nutrientes, exceto N (Tabela 44). O teor de P nas
plantas ap6s a aplicacdo de 0,576 g e.a. de glyphosate foi 14,0% menor quando
comparado a testemunha (auséncia de glyphosate). Os teores de Ca, Mg e B foram
35,3; 45,9 e 36,3% menores apoés a aplicacdo da mesma dose de glyphosate (0,576

ge.a.).
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Tabela 44. Teor radiculares de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca) e
magnésio (Mg) e boro (B) no clone GG100 cultivado com as
concentragbes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solucdo) aos 15 dias apos a
aplicacdo das doses de glyphosate.

Teores nutricionais radiculares

N P K Ca Mg B
------------------------ O e —— mg kg*
Concentracdes de fosforo
0,5X 599A" 089B 3,73A 448B 0,96B  16,83A
1X 6,04A 158A 397A 564A 164A 16,79A
1,5X 626 A 161A 388A 553A 176A 1494A
Doses de glyphosate (g e.a.)
0,000 631A 135A 3,90B 599A 187A 19,82A
0,034 621A 141A 472A 594A 180A 17,67 AB
0,144 5900A 121B 3,83B 4,84B 1,14B 14,64BC
0,576 609A 1,16C 299C 3,87C 1,01B 12,62C
F tosforo 0,762N°  184,305* 1,307\ 42,929* 176,367* 1,223\
f glyohosate 0,952N°  18,563* 32,549** 57,378"° 138,264"° 8,006**
F tosforo x glyphosate ~ 2,200N°  1,432N5  9.112%  5369* 28,293*  1,498"°
DMS2 fssforo 0,5812  0,1129 0,4048 0,3833 0,1628 3,6830
DMS giyphosate 0,7468 0,1451 0,520 0,5609  0,1586 4,7320
CV3 (%) 7,10 5,56 7,85 5,01 6,54 7,04

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de

probabilidade.

Interacao entre fosforo e glyphosate foram significativas para os teores de Ca

e Mg (Tabela 44). Os desdobramentos das interagcdes indicaram que plantas

nutridas com 1X e 1,5X de fésforo acumularam maiores teores de calcio e magnésio.

(Tabela 45).
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Tabela 45. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre os teores radiculares de calcio e magnésio.

Teor de célcio (g kg™)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 4,47 Bal 5,07 Ba 4,41 Ba 3,19 Bb
1X 6,41 Aa 6,24 Aa 5,48 Aa 4,44 Ab
1,5X 7,10 Aa 6,50 Aa 4,62 ABb 3,97 ABb

Teor de magnésio (g kg™)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 0,97 Ba 1,04 Ba 0,99 Ba 0,84 Cb
1X 2,20 Aa 2,14 Aa 1,10 Ab 1,13 Ab
1,5X 2,44 Aa 2,23 Aa 1,34 Ab 1,05 Ac

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Experimento IV - em camara de crescimento - clone 1144

Caracteristicas fotossintéticas

Entre as concentragfes de fosforo, os maiores teores relativos de clorofila a
foram mensurados nas plantas cultivadas com 1,5X de fosforo as 144 e 360 HAA.
Nessas avaliacfes, os teores de clorofila a foi 26,0 e 26,5% menor nas plantas
cultivadas com 0,5X de fésforo quando comparada a das plantas cultivadas com
1,5X de fésforo. Antes da aplicacéo radicular de glyphosate ndo foram constatadas
diferencas entre as concentracfes de fésforo no teor de clorofila a (Tabela 46).

As 0 HAA das doses de glyphosate ndo foram constatadas diferencas
significativas entre os teores de clorofila a resultantes da dose do herbicida. As 144
HAA, o teor de clorofila a foi reduzido em 15,9 e 19,7% ap0s a aplicacéo de 0,288 e
0,576 g e.a. de glyphosate, respectivamente. As 360 HAA essas reducdes foram de
16,4 e 23,5% (Tabela 46).
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Tabela 46. Teor relativo de clorofila a nas folhas do clone 1144 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solugdo) as 0, 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila a

0 HAA 144 HAA 360 HAA

-------------- unidades relativas -----------

Concentracdes de fosforo

0,5X 33,5 At 27,0C 26,6 C
1X 35,8A 33,6B 34,7B
1,5X 379A 36,5 A 36,2 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 349 A 345A 35,2A
0,017 349 A 340 A 34,8 A
0,034 34,6 A 341 A 34,4 AB
0,072 34,1 A 334 A 34,0 AB
0,144 33,7A 33,6 A 329B
0,288 34,0 A 29,0B 29,4 C
0,576 33,8A 27,7B 26,9D
F tosforo 4,570N° 66,333** 492 440%*
F giyphosate 1,090N° 9,162** 78,771**
F fosforo x glyphosate 2,212NS 2,810** 9,387**
DMS2 t4sfor0 4,5107 2,0545 0,7991
DMS giyphosate 1,9939 3,9982 1,5550
CV3 (%) 1,99 5,46 3,27

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

A interacdo entre os fatores concentracdes de fosforo e doses de glyphosate
foi significativa as 144 e 360 HAA, indicando que, de modo geral, os maiores teores
relativos de clorofila a foram constatados em plantas cultivadas com 1,5X e, em
alguns casos, 1X de fosforo, e apds a aplicacdo de doses de glyphosate inferiores a
0,072 g e.a. As maiores reducgdes ocorreram diante da aplicacao radicular de 0,288
elou 0,576 g e.a. de glyphosate, tanto as 144 quanto as 360 HAA, e ocorreram nas
plantas cultivadas com 1X e 1,5X de fosforo.

As 144 HAA, o teor relativo de clorofila a foi reduzido em 5,8% nas plantas

cultivadas com 0,5X de fosforo; em 21,0% nas plantas cultivadas com 1X de fésforo,
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e em 28,1% nas plantas cultivadas com 1,5X de fosforo (para tal, as médias da
testemunha (auséncia glyphosate) foram comparadas com as meédias apods a
aplicacdo de 0,576 g e.a. ha™ de glyphosate, para cada uma das concentracdes de
fosforo). Contudo, um comportamento diferente foi constatado as 360 HAA: o teor
relativo de clorofila a foi reduzido em 15,2% nas plantas cultivadas com 0,5X de
foésforo; em 19,7% nas plantas cultivadas com 1X de fosforo, e em 21,4% nas

plantas cultivadas com 1,5X de fésforo (Tabela 47).

Tabela 47. Desdobramento da interacdo entre doses fésforo e concentragbes de
glyphosate sobre o teor relativo de clorofila a no clone 1144 as 144 e
360 horas apés a aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila a as 144 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 27,4Ba' 27,4Ba 27,6Ba 27,4 Ba 269Ba 26,3Ba 25,8Ba
1X 371Aa 364Aa 353Aa 343Aab 31,8Bab 30,1Aab 29,3Ab
15X 39,1Aa 38,1Aa 39,4 Aa 38,4 Aa 420Aa 30,6 Ab 28,1Ab

Teor relativo de clorofila a as 360 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 288Ca 27,4Cab 26,8 Cabc 26,4 Babc 26,8Babc 25,8Bbc 24,4Bc
1X 370Ba 37,0Ba 37,1Ba 37,2 Aa 359Aa 31,1Ab 29,7 Ac
15X 378Aa 40,1Aa 394Aa 384Aab 36,1Ab 31,2Ac 29,7 Ac

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Para os teores de clorofila b, o efeito isolado das concentracbes de fésforo
também resultou em menores valores nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo; as
144 e 360 HAA, esses teores foram maiores nas plantas cultivadas com a
concentracdo de fosforo recomendada para o preparo da solucdo nutritiva (1X) em
comparacao as plantas cultivadas com 0,5X. Avaliando o efeito isolado das doses de
glyphosate, as 144 e 360 HAA de 0,576 g e.a. de glyphosate, os teores relativos de
clorofila b foram reduzidos em 55,2 e 49,0%, respectivamente (Tabela 48).

O desdobramento das interacbes para os efeitos das concentragbes de
fosforo e doses de glyphosate foi significativo as 144 e 360 HAA (Tabela 55). As 144
HAA, os menores teores relativos de clorofila b foram mensurados nas plantas

cultivadas com 0,5X apés a aplicacéo de 0,144; 0,288 e 0,576 g e.a. de glyphosate.
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As 360 HAA de 0,576 g e.a. de glyphosate, o menor teor relativo de clorofila b foi
mensurado nas plantas cultivadas com 0,5X. Nesse momento, essa caracteristica foi
reduzida em 57,8; 31,5 e 56,4% para as plantas cultivadas com 0,5X, 1X e 1,5X de
fosforo, respectivamente (Tabela 49).

Tabela 48. Teor relativo de clorofila b nas folhas do clone 1144 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solugéo) as 0, 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila b

0 HAA 144 HAA 360 HAA

----------------- unidades relativas ---------------------

Concentracdes de fosforo

0,5X 14,0 At 10,7 C 10,4 C
1X 15,0 A 13,4 B 14,1 B
1,5X 15,6 A 14,7 A 14,8 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 15,0 A 16,1 A 15,7 A
0,017 14,2 A 16,2 A 155 A
0,034 15,6 A 15,2 AB 155 A
0,072 15,1 A 14,3 B 14,2 B
0,144 149 A 12,2C 12,4 C
0,288 145 A 9,15D 10,6 D
0,576 14,7 A 7,2 E 8,0E

F fosforo 1,514N5 177,059** 217,676**
F glyphosate 2,598N° 224,719* 148,442+
F fosforo x glyphosate 1,454NS 13,612** 24,147**
DMS2 tssforo 1,6250 0,5216 0,5417
DMS giyphosate 1,5162 1,0152 1,0542
CV3 (%) 5,59 5,36 5,49

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

As respostas do teor de clorofila total foram semelhantes as respostas dos
teores individuais a e b. Dessa forma, ndo houve diferenca significativa entre as

concentragfes de fosforo as 0 HAA. J& as 144 e 360 HAA, os menores teores de
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clorofila total foram mensurados nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo, e essas

reducdes foram de 26,3 e 27,2%, respectivamente (Tabela 50).

Tabela 49. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fosforo e doses de
glyphosate sobre o teor relativo de clorofila b no clone 1144 as 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor de clorofila b as 144 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 14,6Ba! 14,6Ba 14,0Bab 12,6Bb 6,9 Bc 6,3 Bc 6,4 Bc
1X 154Ba 15,7Ba 14,6Ba 14,6 Aa 14,6 Aa 10,2Ab 7,9 Ac
15X 183Aa 183Aa 17,1Aab 158Ab 15,2 Ab 10,9Ac 8,2Ad

Teor o de clorofila b as 360 HAA (unidades relativas)

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 14,7Ba 13,6Ba 14,0Ba 10,9Cb 6,9 Bc 7,0 Bc 6,2 Cd
1X 146Ba 149Ba 14,7Ba 14,7Ba 14,9 Aa 14,8 Aa 10,0 Ab
15X 17,7Aa 17,7Aa 17,7Aa 17,0 Aa 15,4 Ab 14,8 Ab 7,7 Bc

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Apés a aplicacdo radicular de glyphosate, as maiores reducbes no teor
relativo de clorofila total ocorreram apés a aplicacdo das maiores doses: as 144 HAA
as doses 0,288 e 0,576 g e.a. reduziram a clorofila total em 24,8 e 30,5%,
respectivamente. As 360 HAA, as reducdes foram de 21,2 e 31,4%,
respectivamente, para 0s mesmos tratamentos anteriormente citados (Tabela 50).

O desdobramento da interag&o indicou que o teor relativo de clorofila total foli,
de modo geral, menor nas folhas das plantas do clone 1144 cultivadas com 0,5X de
fosforo. As 144 HAA de 0,576 g e.a. de glyphosate, o teor de clorofila foi reduzido
em 23,3% nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo quando comparadas as
cultivadas com 1X de fosforo. As 360 HAA, o teor relativo de clorofila total das
plantas cultivadas com 0,5X, 1X e 1,5X foi reduzido em 36,6; 26,7 e 29,6%,
respectivamente (comparacdo das meédias das doses 0,000 e 0,576 g e.a. de

glyphosate entre cada concentracdo de fosforo (Tabela 51).
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Tabela 50. Teor relativo de clorofila total nas folhas do clone 1144 cultivado com as
concentracfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fésforo recomendada pela solugdo) as 0, 144 e 360
horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Teor relativo de clorofila total

0 HAA 144 HAA 360 HAA

-------------------- unidades relativas --------------

Concentracdes de fosforo

0,5X 52,9 At 37,7C 37,1C
1X 50,8 A 47,0B 48,8 B
1,5X 535A 51,2 A 51,0A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 499 A 50,7 A 50,9 A
0,017 492 A 50,2 A 50,3 AB
0,034 50,2 A 49,4 AB 49,9 AB
0,072 48,7 A 47,7 AB 48,2 B
0,144 48,6 A 45,8 B 45,4 C
0,288 48,6 A 38,1C 40,1 D
0,576 485 A 352C 349 E
F fesforo 3,908"° 127,865* 581,249%
F glyphosate 2,633\ 43,914** 163,187**
F t6sforo x glyphosate 2,163NS 4,025** 12,998**
DMS2 t4sfor0 2,8272 2,093 1,0670
DMS giyphosate 1,6098 4,0742 2,0765
CV3 (%) 2,24 4,15 3,11

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Tabela 51. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre o teor relativo de clorofila total no clone 1144 as 144 e
360 horas apoés a aplicacao (HAA) das doses de glyphosate.

Desdobramento da interacdo no teor de clorofila total 144 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 42,0Ba 42,1Ba 416Ca 40,0Bab 33,8Cbc 326Bc 32,2Ac
1X 52,2Aa 525Aa 50,0Ba 489Aa 46,5Bab 41,5Abc 37,5Ac
15X 575Aa 56,0Aa b566Aa 543Aa 57,2Aa 40,3Ab 36,0Ab

Desdobramento da interacdo no teor de clorofila total 360 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

05X 435Ca 410Ca 409Cab 37,3Cbc 33,8Bcd 32,8Cd 30,6 Bd
1X 51,6 Ba 52,0 Ba 51,8 Ba 519Ba 50,9Aa 46,0Ab 37,8 Ac
15X 575 Aa 579Aa b51,7Aa 555Ca b515Ab 414Bc 36,4Ad

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

A eficiéncia quantica do PSIl ndo apresentou valores indicativos de estresses
e, consequentemente, de danos no PSII até as 72 HAA (Tabela 52).

O efeito isolado das concentragdes de glyphosate promoveram alteracbes na
Fv/IFm as 96, 120, 144, 168 e 360 HAA. Nessas avaliagdes, o rendimento maximo do
PSII foi superior nas plantas cultivadas com 1,5X de fosforo quando comparado ao
das plantas cultivadas com 0,5X de fosforo (Tabela 53).

A aplicacao radicular de 0,576 g e.a. de glyphosate ocasionou reducao na
Fv/IFm de 14,3% as 96 HAA. Ja as 168 HAA, o PSII estava comprometido a partir da
dose 0,072 g e.a. ha™* de glyphosate, com reducdes entre 8,6 e 78,0%. As 360 HAA
nao foi mais possivel quantificar a Fv/Fm apds a aplicacdo das doses 0,144; 0,288 e
0,756 g e.a. de glyphosate, uma vez que as folhas encontravam-se desidratadas
(Tabela 53).
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Tabela 52. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) mensurada no clone 1144
cultivado com as concentragcfes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X
correspondeu a concentracdo de fosforo recomendada pela solugéo) as
0, 1, 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicacdo (HAA) das doses de glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema ll

0 HAA 1HAA  24HAA 48HAA 72 HAA
Concentracdes de fosforo

0,5X 0,822 A 0824A 0,822A 0816A 0,813A
1X 0,822A 0,820A 0823A 0,819A 0,813A
1,5X 0821A 0821A 0816B 0,815A 0,813A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 0,821 A 0,824AB 0824A 0,825A 0,824A
0,017 0,824A 0,825AB 0,823A 0,820 AB 0,817 AB
0,034 0,821A 0,828A 0,822 AB 0,816 AB 0,819 AB
0,072 0,822A 0,818 AB 0,818 AB 0,819 AB 0,815 AB
0,144 0,821 A 0,819AB 0,820 AB 0,816 AB 0,818 AB
0,288 0,824A 0,820AB 0,812B 0,812B 0,811 BC
0,576 0,822A 0818B 0,822AB 0,815B 0,804 C
F t6sforo 0,051N 1,855 6,450+ 1,843"°  3,686"°
F giyphosate 0,227™  3,602* 3,519* 3,564  10,155*
F tosforo x glyphosate 0,477™  1,186™  1,253" 0,947  1,722*
DMS?2 sgsforo 0,0115 0,0047 0,0049  0,0053  0,0047
DMS giyphosate 0,0114 0,0093 0,0097 0,0104  0,0093
CV3 (%) 0,74 0,61 0,64 0,68 0,61

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. ““N&o significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

A interac@o entre os fatores foi significativa entre as 72 e 360 HAA, e seu
desdobramento indicou que a reducdo na Fv/Fm foi maior nas plantas cultivadas
com 0,5X de fésforo. As 120 HAA de 0,576 g e.a. de glyphosate, o rendimento do
PSIl das plantas cultivadas com 0,5X de fésforo foi reduzido em 71,8%; o
rendimento do PSII das plantas cultivadas com 1X de fosforo foi reduzido em 16,2%
e o rendimento do PSII das plantas cultivadas com 1,5X de fosforo foi reduzido em
apenas 5,8% (Tabela 54).
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Tabela 53. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) mensurada no clone 1144
cultivado com as concentra¢cdes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X
correspondeu a concentracdo de fosforo recomendada pela solucdo) as
96, 120, 144, 168 e 360 horas apés a aplicacdo (HAA) das doses de

glyphosate.
Eficiéncia quantica do fotossistema ll

96 HAA 120 HAA 144 HAA 168 HAA 360 HAA
Concentracdes de fésforo
0,5X 0,773 B 0,705 C 0,470 C 0,454 B 0,449 B
1X 0,790AB 0,785B 0,751 B 0,468 B 0,452 B
1,5X 0,804 A 0,808 A 0,789 A 0,673 A 0,466 A
Doses de glyphosate (g e.a.)
0,000 0,825 A 0,821 A 0,824 A 0,821 A 0,822 A
0,017 0,818 A 0,815 A 0,821 A 0,819 A 0,818 A
0,034 0,818 A 0,817 A 0,814 A 0,817 A 0,813 A
0,072 0,804 AB 0,803AB 0,791 A 0,750 B 0,741 B
0,144 0,775AB 0,794 B 0,516 B 0,275 C 0,000 C
0,288 0,760 B 0,742 C 0,496 B 0,125D 0,000 C
0,576 0,707 C 0,564 D 0,462 C 0,108 D 0,000 C
F tssforo 7,103**  198,863* 635,623** 601,474**  41,877**
F glyphosate 17,080*  346,953* 291,346** 2490,254** 4146,331**
F t6sforo x glyphosate 1,538* 166,919** 156,306** 151,369**  36,930**
DMS2 ¢ssforo 0,0234 0,0115 0,0246 0,0163 0,0049
DMS giyphosate 0,0462 0,0226 0,0486 0,0321 0,0096
CV3 (%) 3,11 1,58 2,86 3,23 1,13

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

As 168 HAA de 0,144 g e.a. hat de glyphosate, por exemplo, as folhas
medianas das plantas cultivadas com 1,5X de fésforo apresentaram Fv/Fm de 0,750
e, portanto, estavam no limiar do considerado “normal”. J& as cultivadas com 1X
praticamente ndo apresentavam mais atividades no PSIlI (0,075), e as cultivadas

com 0,5X apresentaram Fv/Fm igual a O.
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Tabela 54. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre a eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) nas
folhas do clone 1144 as 72, 96, 120, 168 e 360 horas apds a aplicacéo
(HAA) das doses de glyphosate.

Eficiéncia quantica do fotossistema ll as 72 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,823 Aa! 0,817 Aa 0,821 Aa 0,817 Aa 0,815 Aab 0,800 Bbc 0,799 Bc
1X 0,823 Aa 0,818 Aa 0,817 Aa 0,815Aa 0,821 Aa 0,816 Aa 0,800 ABb
15X 0,827 Aa 0,820 Aa 0,819 Aa 0,813 Aa 0,817 Aa 0,817 Aa 0,812 Aa

Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 96 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,828 Aa 0,817 Aa 0,823 Aa 0,797 Ab 0,743 Ab 0,750 Ab 0,649 Ab
1X 0,825Aa 0,826 Aa 0,817 Aa 0,805Aa 0,783Ab 0,776 Ab 0,701 Ab
15X 0,823 Aa 0,812 Aa 0,816 Aa 0,810 Aa 0,801 Aa 0,800Aa 0,772 Ab

Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 120 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,821 Aa 0,814 Aa 0,815Aa 0,789 Ab 0,772Ab 0,699Bb 0,231 Cc
1X 0,818 Aa 0,816 Aa 0,817 Aa 0,801 Aab 0,807 Aab 0,757 Ab 0,685 Bc
1,5X 0,825 Aa 0,817 Aa 0,819 Aa 0,818 Aa 0,805 Aab 0,801 Aab 0,777 Ab

Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 168 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,821 Aa 0,815Aa 0,814Aa 0,728Bb 0,000Cc 0,000Bc 0,000 Bc
1X 0,822 Aa 0,818 Aa 0,818 Aa 0,744 Aa 0,075Bb 0,000 Bc 0,000 Bc
15X 0,822 Aa 0,824 Aa 0,821 Aa 0,800 Aa 0,750Ab 0,375Ac 0,325 Ac

Eficiéncia quantica do fotossistema Il as 360 HAA

0,000 0,017 0,034 0,072 0,144 0,288 0,576

0,5X 0,823 Aa 0,816 Aa 0,811 Aa 0,699Cb 0,000 Ac 0,000 Ac 0,000 Ac
1X 0,823 Aa 0,817 Aa 0,817 Aa 0,716 Bb 0,000 Ac 0,000 Ac 0,000 Ac
1,5X 0,820 Aa 0,820 Aa 0,816 Aa 0,808 Ab 0,000 Ac 0,000 Ac 0,000 Ac

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas (colunas) comparam doses de fosforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Teores de glyphosate, AMPA e &cido chiguimico

Os teores de glyphosate e acido chiquimico ndo foram alterados pelas
concentracOes de fosforo utilizadas no cultivo das plantas de eucalipto. Ja os teores
de AMPA maiores nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo, quando comparados

aos teores de AMPA nas plantas cultivadas com 1X e 1,5X. Interacdes entre
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concentracfes de fosforo e doses de glyphosate foram significativas para os teores
de AMPA e acido chiquimico (Tabela 55).

Tabela 55. Teores de glyphosate, acido aminometilfosfonico (AMPA) e acido
chiquimico (ug g™ de tecido foliar seco) no clone 1144 cultivado com as
concentracdes de fésforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solucdo) aos 15 apos a
aplicacao das doses de glyphosate.

Teores de glyphosate, AMPA e acido chiquimico

glyphosate AMPA acido chiquimico

----------------- ug g™ de tecido foliar S€Co ----------=====-=---

Concentracdes de fosforo

0,5X 529 Al 0,26 A 1144,25 A
1X 5,24 A 0,18 B 1117,75 A
1,5X 512 A 0,15B 1181,79 A
Doses de glyphosate (g e.a.)

0,000 0,00D 0,00C 373,38 D
0,034 0,62 C 0,21 B 992,05 C
0,144 5,08 B 0,28 A 1525,72 B
0,576 15,17 A 0,31 A 1700,55 A
F t6sforo 0,719"° 34,264* 1,788N°
f glyphosate 3172,806** 173,215** 463,025**
F fosforo x glyphosate 11546NS 291096** 2,594*
DMS2 tsfor0 0,3808 0,0331 85,0137
DMS giyphosate 0,4856 0,0422 108,4292
CV3 (%) 7,15 15,96 7,26

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacéo. “°Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

A partir do desdobramento da interacdo entre os fatores foi possivel constatar
gue apods a aplicacdo de 0,034 e 0,144 g e.a. de glyphosate, os maiores teores de
AMPA foram quantificados nas plantas cultivadas com 0,5X de fésforo. Contudo,
apos a aplicacdo da maior dose de glyphosate, a situacdo se inverteu: as plantas
cultivadas com 1,5X de fosforo acumularam mais de AMPA quando comparadas as

plantas cultivadas com 0,5X e 1X de fésforo (Tabela 56).
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Tabela 56. Desdobramento da interacdo entre concentracdes de fésforo e doses de
glyphosate sobre os teores de acido aminometilfosfénico (AMPA) e acido
chiquimico em folhas de eucalipto do clone 1144.

Teor de AMPA (ug g de tecido foliar seco)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 0,00 Ad* 0,32 Ac 0,50 Ab 0,23 Ba
1X 0,00 Ac 0,19 Bb 0,28 Ba 0,26 Ba
1,5X 0,00 Ac 0,12 Cb 0,16 Cb 0,35 Aa

Teor de &cido chiquimico (ug g™ de tecido foliar seco)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 482,00 Ad 961,60 Ac 1458,33 Ab 1675,00 Aa
1X 244,66 Bc 1023,00 Ab 1508,40 Aa 1693,10 Aa
1,5X 393,50 ABc 991,50 Ab 1610,50 Aa 1731,60 Aa

Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fésforo e
minusculas (linhas) doses de glyphosate.

Os maiores teores de acido chiguimico foram mensurados ap6s a aplicacéo
radicular de 0,144 g e.a. de glyphosate, nas plantas cultivadas com 1X e 1,5X de
fosforo, e apds a aplicacdo de 0,576 g e.a. de glyphosate, independentemente da
concentracdo de fosforo utilizada para nutricdo das plantas. J& 0os menores teores
desse composto foram quantificados nas testemunhas sem aplicacédo de glyphosate
cultivadas com 1X e 1,5X de fésforo (Tabela 56).

Nutricao

A andlise dos teores nutricionais foliares do clone 1144 indicou diferencas
entre as concentracdes de fésforo para todos os nutrientes. Os teores de N, P, K, Ca
e Mg foram acumulados em maior quantidade nas plantas cultivadas com 1X ou
1,5X de fosforo. O efeito isolado das doses de glyphosate ndo alterou o teor foliar

dos nutrientes (Tabela 57).
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Tabela 57. Teores foliares de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca) e
magneésio (Mg) no clone 1144 cultivado com as concentracdes de fosforo
0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a concentracdo de fosforo
recomendada pela solucdo) aos 15 dias ap0s a aplicacdo das doses de

glyphosate.

Teores nutricionais foliares

N P K Ca Mg

______________________________ g kg'l [
Concentracdes de fosforo
0,5X 24,60 B! 1,41 B 11,54 B 557B 2,75B
1X 25,58 B 2,28 A 11,94 AB 7,18 A 341 A
1,5X 29,65 A 2,05 A 12,37 A 6,68 A 3,16 A
Doses de glyphosate (g e.a. ha™)
0,000 26,06 A 1,71 A 12,10 A 6,97 A 3,39 A
0,034 26,85 A 1,81 A 11,61 A 6,48 A 3,12A
0,144 27,40 A 2,03A 12,00 A 6,32 A 3,09 A
0,576 26,14 A 2,10 A 12,10 A 6,14 A 3,09 A
F tssforo 52,224** 26,063** 4,154* 15,724** 1,932N°
F giyohosate 1,539N° 3,432N° 0,940M° 2,194 1,779
F tosforo x glyphosate 3,580M° 1,187V 0,929"° 1,434N°  0,540M
DMS2 ssforo 1,399 0,3206 0,7736 0,7876 0,4007
DMS giyphosate 1,7986 0,4120 0,0039 1,0119 0,4634
CV(%) 3,94 12,52 4,83 9,11 12,42

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

Interacdes estatisticamente significativas entre fosforo e glyphosate néo foram
constatadas (Tabela 57).

J& para os teores de nutrientes nas raizes, foram constatadas diferencas
entre as concentracfes de fosforo para todos os nutrientes, com excecdo do
magnésio. Os maiores teores nutricionais foram quantificados nas plantas cultivadas
com 1X e 1,5X. A comparacao dos teores quantificados nas plantas cultivadas com
0,5X e 1,5X de fésforo indicou reducdes de 41,3% nos teores de N; 14,0% nos

teores de P; 30,4% nos teores de K e 34,3% nos teores de B (Tabela 58).
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Tabela 58. Teores radiculares de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg) e e boro (B) no clone 1144 cultivado com as
concentracbes de fosforo 0,5X; 1X e 1,5X (em que X correspondeu a
concentracdo de fosforo recomendada pela solucdo) aos 15 dias apos a
aplicacao das doses de glyphosate.

Teor nutricional radicular

N P K Ca Mg B
-------------------------- g kg™t --- SN mg kg™
Concentracdes de fosforo
0,5X 583BT 1,72B  473B 539B 194A 16,31B
1X 857A 207A 657A 717A 221A 1888B
1,5X 918A 2,00A 680A 736A 208A 2489A
Doses de glyphosate (g e.a.)
0,000 817A 193A 625A 671A 276 A 2488A
0,034 729A 201A 517A 665A 194B 2543A
0,144 766 A 189A 591A 63lA 174B 16,74B
0,576 832A 185A 627A 624A 185B 1241C
F t6sforo 47,663*  5006* 53,968* 33,060** 1,540N° 52,649**
F giyohosate 2,543%°  0,538"°  2367"° 1271N° 13,782 41,436*
F tosforo x glyphosate  1,199*  0,499M°  3,620N°  1,548Y  1,129"°  3,299N°
DMS? t4stor0 0,9736  0,3042 0,5839 0,6817 0,4103  6,4208
DMS giyphosate 1,2509  0,3909  0,7502 0,8758 0,5271  6,4208
CV3 (%) 9,28 11,84 7,25 8,54 10,70 8,62

IMédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. 2Diferenca minima significativa entre as médias.
3Coeficiente de variacdo. “*Nao significativo pelo Teste de Tukey. *Significativo pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo pelo Teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

J& o efeito isolado das doses de glyphosate néo alterou os teores de N, P, K e
Ca. Contudo, a aplicacdo de glyphosate reduziu os teores de magnésio e boro em
18,5 e 31,3%, respectivamente (comparagdao das doses 0,000 e 0,576 g e.a. de
glyphosate). A interacdo entre os fatores concentracbes de fosforo e doses
glyphosate foi significativa apenas para N (Tabela 59).

Os maiores teores de nitrogénio foram quantificados nas plantas cultivadas
com as maiores concentracdes de fosforo e, nessas plantas, a aplicacdo das doses

de glyphosate néo alterou os teores de nitrogénio (Tabela 59).
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Tabela 60. Desdobramento da interac@o entre fésforo e glyphosate sobre os teores
radiculares de nitrogénio.

Teor de nitrogénio (g kg™)

0,000 0,034 0,144 0,576
0,5X 6,37 Bat 5,68 Ba 5,51 Bb 5,78 Bb
1X 8,77 Aab 7,62 Ab 8,00 Aab 9,30 Aa
1,5X 9,38 Aa 9,57 Aa 9,46 Aa 9,90 Aa

IMédias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas (colunas) comparam doses de fésforo e
letras minusculas (linhas) doses de glyphosate.

DISCUSSAO

Caracteristicas fotossintéticas

Para o experimento em casa de vegetacdo (utilizando areia como substrato)
com o clone GG100 foram observadas diferencas no teor relativo de clorofila a, b e
total entre as concentracdes de fosforo antes mesmo da pulverizacédo de glyphosate,
e 0 aumento do teor de clorofila total ocorreu em funcdo do aumento do teor de
fosforo presente na solugdo nutritiva utilizada para suprir a demanda nutricional das
plantas. J& para o clone 1144 (também em casa de vegetagdo) ndo foram
constatadas diferencas nos teores de clorofila total antes da pulverizacdo de
glyphosate, indicando que as concentracdes de fésforo ndo afetaram essa
caracteristica. Contudo, nas avaliacdes de 3, 7 e 15 DAA de glyphosate, os menores
teores de clorofila total foram mensurados nas plantas cultivadas com 0,5X de
fosforo.

O fésforo € um constituinte de compostos armazenadores de alta energia,
como o ATP, e é um dos ‘“responsaveis” pelo bom funcionamento do processo
fotossintético, especificamente, da cadeia de transporte de elétrons (NAIFF, 2007).
Embora a relacéo entre fésforo e clorofila ndo seja direta, reducdes nos teores de
fésforo possivelmente acarretam em menores teores de clorofila.

Para os experimento em casa de vegetacao, os efeitos isolados do glyphosate
iniciaram-se aos 7 DAA do herbicida para o clone GG100; enquanto para o clone
1144 iniciaram-se ja 1 DAA. Para os experimentos em camara de crescimento, 0S

efeitos isolados do glyphosate iniciaram-se as 144 HAA do herbicida para ambos o0s
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clones (essa foi a primeira avaliacdo realizada apos a aplicacdo radicular do
herbicida, entdo reducdes no teor de clorofila podem ter sido iniciadas antes).

A reducéo da sintese de clorofila é um dos efeitos do glyphosate (MARIA et
al., 2005; AHSAN et al., 2008). O glyphosate reduz os teores de clorofila por inibir a
sintese de glutamato, composto necessario para a sintese do acido aminolevulinato,
precursor da clorofila (SIQUEIRA et al., 1999). Alguns pesquisadores ainda
ressaltam que a clorofila pode ser fotodestruida devido a inibicdo da sintese de
carotenoides pelo glyphosate (FUCHS et al., 2002).

Ja para os experimentos em camara de crescimento (sistema hidrop6nico)
foram avaliados os teores de clorofila a, b e total, e mais uma vez, foi evidenciado o
comportamento diferencial entre os clones.

A clorofila a € o pigmento utilizado para realizar a fase fotoquimica (o primeiro
estagio do processo fotossintético), enquanto a clorofila b, junto aos demais
pigmentos, auxilia ha absorcao de luz e na transferéncia da energia radiante para os
centros de reacdo, sendo considerada um pigmento acessoério. A estrutura das
clorofilas a e b é basicamente a mesma: compfem-se da porcdo porfirina,
constituida de quatro anéis de pirrol ligados por pontes de carbono-hidrogénio. O ion
metalico magnésio esta inserido no centro da porfirina (TANAKA; TANAKA, 2007).

Nesses experimentos, foi possivel observar que a reducdo dos teores
relativos de clorofila b foi bem mais acentuada que a reducéo nos teores relativos de
clorofila a. Uma vez que a clorofila b é um pigmento acessorio, diante da
degradacéao de clorofila a, a clorofila b pode ter sido convertida em clorofila a. Esse
processo pode ocorrer com a agao de uma enzima chamada clorofila a oxigenase,
gue catalisa a conversao do grupo metil ao grupo aldeido (XU et al., 2001).

A reducédo no teor de clorofila devido a aplicacdo do glyphosate também foi
constatada em milho, cevada e tabaco (COLE, 1985), cana-de-acucar (MESCHEDE
et al., 2007) e sorgo (MAGALHAES et al., 2001).

Apos a clorofila, avaliar a eficiéncia quantica do PSIl é essencial para a
compreensao dos efeitos de fésforo e glyphosate no processo fotossintético. Durante
a fase de transporte de elétrons da fotossintese, a luz € absorvida por pigmentos do
complexo antena, que, ao excitarem os elétrons, transferem energia para os centros

de reacao dos fotossistemas Il e | (YOUNG; FRANK, 1996). O excesso de energia
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pode ser dissipado na forma de fluorescéncia (KRAUSE; WINTER, 1996), e essa é
uma das maneiras de monitorar a transferéncia de elétrons entre os fotossistemas
(MAXWELL; JOHNSON, 2000).

A fluorescéncia variavel, ou Fv, representa o fluxo de elétrons do centro de
reacdo do PSIl (P680) até a plastoquinona (PQH2). Ja a fluorescéncia maxima, ou
Fm, representa a completa reducdo da quinona A (QA) a partir da incidéncia de um
pulso de luz no centro de reacdo QA (KRAUSE; WEISS, 1991). Assim, a Fv/Fm é a
eficiéncia quéantica do fotossistema Il, e fornece uma indicagcdo da capacidade
fotossintética nas plantas e da extensdo de estresses devido a fatores bidticos ou
abidticos, como a deficiéncia hidrica (CRUZ et al., 2009), temperatura (OLIVEIRA et
al., 2002), radiagdo (MAZZA et al., 2000) e herbicidas (CATUNDA et al., 2005;
ARALDI et al., 2011).

Quando uma planta esta com seu aparelho fotossintético intacto, a razéo
Fv/Fm deve variar entre 0,850 e 0,750 (MAXWELL; JOHNSON, 2000;
LICHTENTHALER et al., 2005). Embora essa seja uma “informagao geral” e néo
especifica para eucalipto, tanto nos experimentos em casa de vegetacdo quanto
para os experimentos em camara de crescimento, valores entre 0,810 e 0,831 foram
mensurados nas plantas, independentemente da concentracdo de fésforo, antes da
pulverizacdo ou aplicagcdo de glyphosate. Valores semelhantes também foram
encontrados para a Fv/Fm de Eucalyptus grandis por Silva et al. (2009).

Para os experimentos em casa de vegetacdo e camara de crescimento nao
foram constatadas alteracdes na Fv/Fm em funcdo das concentracbes de fésforo
antes da pulverizagcédo ou aplicacéo radicular de glyphosate (0 DAA ou 0 HAA) para
os clones GG100 ou 1144. Isso demonstrou que o uso de 0,5X; 1X ou 1,5X de
fésforo no cultivo das plantas ndo acarretou em estresses oxidativos que
ocasionassem danos fotoinibitérios nos centros de reagéo do PSII.

Apés a pulverizacao foliar ou aplicacdo radicular de glyphosate, diferencas
entre as concentracdes de fosforo foram constatadas. A deficiéncia de fosforo
também reduziu significativamente a Fv/Fm de plantas jovens de cafeeiro, levando a
ocorréncia de danos fotoquimicos (SILVA et al., 2010). Segundo esses
pesquisadores, o dano pode ter sido consequéncia direta da auséncia de fosforo (na

pesquisa acima citada, fosforo ndo foi fornecido na adubacgéo de plantio) ou também
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do excesso de energia no PS Il, uma vez que essas plantas apresentavam reducao
significativa da assimilacdo de CO..

Atentando-se ao efeito isolado de glyphosate, reducgbes indicativas de
comprometimento do PSII (valores inferiores a 0,750) ocorreram a partir de 1 DAA
(clone GG100) e aos 3 DAA (clone 1144) para os experimentos em casa de
vegetacdo. Para 0 experimento em camara de crescimento com o clone GG100,
essas reducgbes ocorreram as 360 HAA nas folhas basais, as 144 HAA nas folhas
medianas, e as 120 HAA nas folhas novas. Para o clone 1144, o inicio do
comprometimento do rendimento do PSII foi observado as 144 HAA nas folhas
basais, as 120 HAA nas folhas medianas e as 96 HAA nas folhas novas.

O glyphosate inibe a via do chiquimato e, teoricamente, a inativagédo da via do
chiquimato tende a estimular o acumulo de triose-fosfato, produzido no ciclo de
Calvin-Benson, o que aumentaria a atividade de oxidacdo da Rubisco,
desorganizando o aparelho fotossintético (MARIA et al., 2005; AHSAN et al., 2008).
Contudo, os processos que acarretam em alteracdes na atividade fotossintética de
plantas submetidas ao glyphosate ainda ndo séo totalmente conhecidos. Alteracdes
na taxa de fixacdo de carbono, no teor de &cido chiquimico e na translocacéo de
carboidratos podem influenciar na atividade do PSIl (CEDERGREEN; OLESEN,
2010).

Para o clone 1144, foi possivel observar que alteracbes no aparato
fotossintético ocorreram algumas horas antes do constatado para o clone GG100.
Esse fato pode ser explicado pela tolerancia diferencial de clones de eucalipto a
glyphosate, que pode estar relacionada a diversos mecanismos, como retengao
foliar, absorcédo e translocacdo de glyphosate; quantidade de cera nas folhas;
capacidade de metabolizacdo das plantas, entre outros. Os clones avaliados nessa
pesquisa foram previamente estudados por Carvalho et al. (2015), que concluiram
gue o clone 1144 tem maior sensibilidade ao glyphosate quando comparado ao clone
GG100.

Alteracdes na fluorescéncia foram observadas em plantas tratadas com
glyphosate por diversos pesquisadores e em varias culturas (IRELAND et al., 1986;
CORREA; ALVES, 2010; ZOBIOLE et al., 2011). Danos no aparato fotossintético de

E. grandis foram observados por apos a pulverizacdo de glyphosate (1440 g de i.a.
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ha'), por Silva et al. (2009), quando aos 4 DAA a Fv/Fm j& apresentava valores
inferiores a 0,750; aos 7 DAA esses pesquisadores ndo puderam mais realizar
medicdes da fluorescéncia devido a desidratagéo das folhas.

Uma vez que a fluorescéncia da clorofila € uma medida que mostra o grau de
eficiéncia com que as plantas estéao realizando a fotossintese, pode ser usada como
uma ferramenta para estudar diversos aspectos desse processo, pois reflete a
mudanca na membrana e na organizacdo do tilacdide (MAXWELL; JOHNSON,
2000). Pelos resultados apresentados nessa pesquisa, 0 glyphosate afetou
diretamente a estrutura do cloroplasto, acarretando da reducédo significativa Fv/Fm
nos clones GG100 e 1144.

Para Horton et al. (1996), diminuicdes em Fv/Fm estdo associadas com o0
aumento da excitac@o de energia no fotossistema Il, e essa diminuigédo é geralmente
considerada um dos indicativos de baixo fluxo no transporte de elétrons, o que
reflete em uma menor taxa fotossintética.

As taxas fotossintéticas e a conduténcia estomética foram mensuradas
apenas paras as plantas do clone GG100 cultivadas em camara de crescimento e
em sistema hidropbnico. A taxa de fotossintese foi diferenciada, em funcdo das
concentracfes de fésforo, apenas as 96 e 120 HAA de glyphosate.

A baixa disponibilidade de fésforo (auséncia de adicdo de fésforo nas
adubacdes de plantio) também reduziu a atividade fotoquimica em Coffea arabica
(SILVA et al., 2010). Como ja apresentado anteriormente, o baixo teor de foésforo
possivelmente acarretou em baixa ciclagem de fésforo entre o citoplasma e o
estroma (HENDRICKSON et al., 2004; SANTOS et al., 2006), reducéo da producao
de ATP e NADPH; da carboxilacao/regeneracéo de RuBP (SHUBHRA et al., 2004),
comprometimento da expressdo de genes relacionados a fotossintese, menor
condutancia do mesdfilo (LAWLOR; CORNIC, 2002) e fechamento estomatico
(FLUGGE et al., 2003).

A aplicacao de glyphosate comecou a reduzir a taxa fotossintética as 96 HAA,
e essa reducéo foi incrementada em funcdo do aumento da dose do herbicida e do
tempo decorrido apdés a aplicacdo. A maior dose de glyphosate reduziu a taxa
fotossintética em 92,1; 90,5 e 99,0% as 120, 144 e 168 HAA, respectivamente.
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A reducdo das taxas de fotossintese apo0s a pulverizacdo de glyphosate foi
relatada em plantas de eucalipto (MACHADO et al., 2010); cevada (ZOBIOLE et al.,
20104, b, ¢); soja RR (ZOBIOLE et al., 2011); na planta daninha Conyza sumatrensis
(SANTOS et al., 2014), dentre outras.

A condutancia estomatica ndo foi alterada pelas concentracdes de fésforo
utilizadas na nutricdo das plantas. Apos a aplicacdo de glyphosate, as primeiras
alterac6es na condutancia estomatica foram constatadas as 120 HAA, e ocorreram
apenas para aplicacdo das maiores doses de glyphosate. Essas reducdes foram
superiores a 50,0%.

A condutancia estomatica é o mecanismo fisiolégico que as plantas terrestres
vasculares possuem para o controle da transpiracdo (MESSINGER et al., 2006). A
epiderme das folhas encontra-se envolvida por uma cuticula relativamente
impermeavel, e contém quantidade variavel de estbmatos, que mediante a regulacéo
da condutancia estomatica controlam a transpiracdo da folha. Esse processo pode
ser influenciado pela luz, pela concentracdo de gas carbbnico atmosférico, pela
umidade e temperatura. A condutancia estoméatica é proporcional a transpiracao, a
fotossintese liquida e ao potencial da agua na folha (NAVES-BARBIERO et al.,
2000).

Uma vez que o experimento foi conduzido em camara de crescimento (com
umidade e temperatura controladas) e em solucao nutritiva (portanto, sem restricao
hidrica), as plantas possivelmente ndo necessitaram promover grandes alteracdes
em sua condutancia estomatica para controlar a transpiracdo. No entanto, apds a
aplicacdo de glyphosate, alteragbes ocorreram em resposta aos efeitos diretos e
indiretos desse herbicida, que ja haviam alterado previamente a fotossintese. Dessa
forma, o declinio das taxas fotossintéticas se iniciaram as 96 HAA e provavelmente
promoveram alteracdes que acarretaram na reducdo da condutancia estomatica, que
se iniciou as 120 HAA de glyphosate.

O decréscimo acentuado da taxa de fotossintese e da condutancia estomatica
em funcdo do aumento das doses do glyphosate foi relatado em plantas de quatro
clones de eucalipto (pertencentes as espécies Eucalyptus grandis e E. urophylla) por
Machado et al. (2010).
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Teores de lipoperéxidos

Um dos metabdlitos resultantes da peroxidacao lipidica € o malondialdeido
(MDA). Nessa pesquisa, os teores de MDA (teores de lipoperoxidos) foram
guantificados apenas para 0s experimentos em casa de vegetacao (cultivo em areia
com pulverizacao foliar de glyphosate).

As concentracdes de fésforo ndo influenciaram os teores de MDA nos clones
GG100 e 1144, mas a pulverizacdo de glyphosate acarretou no aumento dos teores
de MDA, indicando que glyphosate promoveu a peroxidacéo lipidica, danificando e
destruindo membranas celulares.

Para o clone GG100 maiores teores de MDA ocorreram apenas para a
pulverizacdo de 360 g e.a. ha™, enquanto para o clone 1144 esse aumento foi
constatado a partir de 180 g e.a. ha™.

Apoés a pulverizacdo de glyphosate, a producdo dos pigmentos vitais para o
funcionamento correto da fotossintese (clorofilas e carotenoides) € alterada, como ja
descrito anteriormente. Isso promove uma grande desorganizacdo no aparato
fotossintético e, consequentemente, o direcionamento inadequado dos elétrons pode
acarretar na formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CORBETT, 1984;
FEDTKE, 1982). Todas essas moléculas altamente reativas irdo reagir com 0s
lipidios formadores das membranas, promovendo a peroxidacgéao lipidica, que, além
de formar novos radicais lipidicos, danificam irreversivelmente as membranas
celulares (HESS, 2000; FLECK; VIDAL, 2001).

As plantas contam com algumas estratégias para lidar com a formacdo de
EROs e o0 estresse oxidativo: 1- adaptagcdes anatdbmicas, como movimento ou
enrolamento das folhas; 2- mecanismos moleculares que rearranjam o aparelho
fotossintético (MITTLER, 2002; LEDFORD; NIYOGI, 2005); 3- ativacdo de um grupo
de enzimas chamadas de oxidases alternativas, que, basicamente, desviam elétrons
da cadeia de transporte de elétrons para reduzir o oxigénio a agua, e evitar a
formacéo de EROs (MITTLER, 2002; LEDFORD; NIYOGI, 2005); e 4- formacao de

compostos antioxidantes.
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Teores de glyphosate, AMPA e acido chiguimico

Para o clone GG100, os maiores teores de glyphosate, AMPA e &cido
chiquimico foram quantificados nas plantas com menor concentragdo de fosforo. Ja
para o clone 1144, os teores de glyphosate e acido chiquimico no tecido foliar néo
foram alterados pelas concentracdes de fésforo. Os maiores teores de AMPA
também foram quantificados nas plantas cultivadas com 0,5X de fosforo.

Os teores dos trés compostos aumentaram com o aumento da dose de
glyphosate aplicada. Nas maiores doses, a concentracdo de solutos foi maior, e o
aumento da concentracdo externa de glyhposate possivelmente provocou o aumento
da taxa de absorcdo e, consequentemente, o aumento da acdo do herbicida,
acarretando em maiores niveis de acido chiquimico.

O AMPA, composto derivado da metabolizacdo do glyphosate, foi constatado
em maior quantidade nas plantas com as menores concentracdes de fosforo no
clone GG100. Possivelmente, essas plantas estavam mais equilibradas
nutricionalmente, degradando glyphosate de modo mais eficiente. Para o clone 1144,
gue apresentou maior eficiéncia no uso de fosforo, as concentracées desse nutriente
nao alteraram a metabolizacdo do glyphosate e, consequentemente, o teor de
AMPA. Outra hipotese é a de que esses clones possuem capacidades de
degradacéao de glyphosate em AMPA diferenciadas, o que deve ser considerado,
uma vez que, como ja citado anteriormente, esses clones possuem tolerancia
diferente ao glyphosate. No entanto, a rota de degradacao do glyphosate nas plantas
ainda néo é totalmente compreendida.

Alguns pesquisadores ainda tém atribuido a reducdo do acumulo de massa de
espécies pulverizadas por glyphosate ao acumulo do &cido aminometilfosfénico
(AMPA) (REDDY et al., 2004). Nessa pesquisa, as plantas cultivadas com 0,5X de
fosforo apresentaram os maiores teores de AMPA e 0s menores acumulos de massa
seca de folhas e caule.

O glyphosate atua diretamente na via do chiquimato. Assim, o efeito mais
rapido e drastico da aplicagdo de glyphosate em plantas sensiveis é o acimulo de
chiguimato ou acido chiquimico (AMRHEIN et al., 1980; LYDON; DUKE, 1988).

Nessa pesquisa, 0s maiores teores de acido chiquimico foram quantificados apos a
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aplicacdo das maiores doses de glyphosate, corroborando o fato ja evidenciado na
literatura.

Matallo et al. (2009) também constataram que as plantas que receberam
aplicacdo de glyphosate apresentaram sempre maiores concentracfes de acido
chiguimico que as plantas testemunhas. Niveis elevados de acido chiquimico,
detectados a partir de aplicacbes de glyphosate, foram observados em diversas
culturas, como por exemplo, algoddo (PLINE et al., 2002); e também em plantas
daninhas, como Conyza canadensis (MUELLER et al., 2003; KOGER et al., 2005).

Nutricao

De um modo bem geral, as maiores doses de fosforo promoveram o maior
acumulo de nutrientes nas plantas de eucalipto; enquanto a menores dose de fosforo
acarretou nos menores teores nutricionais.

A participagdo do fosforo em compostos armazenadores de alta energia,
como o ATP, esta diretamente relacionada com a absorcdo de nutrientes do solo
(NAIFF, 2007). Dessa forma, nas plantas nutridas com as maiores concentracfes de
fosforo, o acumulo de todos os nutrientes foi maior.

A pulverizagéo de glyphosate (experimentos em casa de vegetacgéo) acarretou
na reducéo do teor de nitrogénio foliar (180 g e.a. ha™) no clone GG100. A aplicacéo
radicular de glyphosate (experimentos em camara de crescimento) resultou na
reducdo dos teores de calcio e magnésio nas folhas das plantas do clone GG100 e
na reducao dos teores radiculares de todos os nutrientes, exceto nitrogénio. Ja para
o clone 1144 nao foram constatadas alteracdes nos teores foliares apés a aplicacéo
de glyphosate; no entanto, os teores radiculares de calcio, magnésio e boro foram
reduzidos.

Possivelmente, a reducdo nos teores de nutrientes apdés a aplicacdo de
glyphosate, principalmente em doses mais altas, ocorreu em fungdo da menor
absorcdo dos nutrientes pelas raizes e/ou de uma possivel complexacdo dos
nutrientes com a molécula de glyphosate na solugéo nutritiva (nos experimentos em

sistema hidropénico, o glyphosate foi adicionado diretamente a solu¢ao nutritiva) ou
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dentro da planta, reduzindo os teores de nutrientes radiculares e,
consequentemente, comprometendo os teores foliares.

Apés a aplicacdo de glyphosate, uma alteracdo no balanco de cargas entre as
raizes e a solugdo nutritiva pode ter ocorrido, na capacidade de troca catidnica das
raizes, acarretando alteracdo no metabolismo da planta e promovendo a reducao da
absorcdo dos nutrientes. Assim, além dos efeitos supracitados do glyphosate no
processo fotossintético, 0 comprometimento da absorcao de nutrientes também pode
ter limitado o crescimento da planta em funcdo da escassez de nutrientes.

O desbalanco de cargas no sistema radicular podera ainda reduzir o
crescimento do sistema radicular e, consequentemente, comprometer ainda mais a
absorcéo - especialmente dos nutrientes que sdo pouco méveis no solo, como P e K,
cuja absorcdo ocorre principalmente por difusdo; além de calcio e magnésio, cuja
participacdo da interceptacédo radicular € importante no processo de absorcao. Além
disso, sabe-se que a absorcdo de nutrientes por fluxo de massa é regulada pela
abertura estomética, e na literatura a redugdo da condutancia estomatica ja foi
relatada para glyphosate, comprometendo a absor¢cdo de nitrogénio, célcio e
magneésio (nutrientes absorvidos predominantemente por fluxo de massa).

Dessa forma, o desbalanco nutricional das plantas ja foi bastante relado na
literatura com um dos efeitos do herbicida glyphosate (ZOBIOLE et al., 2009;
SERRA et al., 2011). Por exemplo, a pulverizacao de glyphosate reduziu o teor foliar
de N (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2007) e os teores foliares de Ca e Mg (CAKMAK et
al., 2009).

Por fim, nos experimentos em camara de crescimento, conduzidos em
sistema hidropénico, a reducéo dos teores de Ca e Mg foi notada apds a aplicacédo
de glyphosate para os clones GG100 e 1144. Os macronutrientes catidnicos, como K,
Ca e Mg podem formar complexos com o glyphosate, reduzindo, assim, a absorcéo
e a translocacao destes nutrientes (BARJA et al., 2001; UNDABEYTIA et al., 2002;
CAVALIERI et al.,, 2012). Em girassol, micronutrientes catidénicos, como o Ca,
ligaram-se ao glyphosate por meio de seus grupos carboxil e fosfanato, formando
complexos estaveis com o glyphosate (BERNARDS et al., 2005). Essas interacfes

explicam a reducado constatada nessa pesquisa nos teores de calcio e magnésio.
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Crescimento

A avaliacdo das caracteristicas de crescimento indicou menor crescimento em
altura, didmetro e niumero de folhas antes da pulverizagdo de glyphosate (0 DAA)
para as plantas do clone GG100 cultivadas com a menor concentracdo de fésforo
(0,5X). O fésforo, junto a outros nutrientes, € essencial para o crescimento das
plantas, uma vez que é um elemento chave envolvido em uma série de funcdes
celulares e metabdlicas essenciais para o crescimento das plantas (CROUS et al.,
2015).

Quando o fosforo esta disponivel em quantidades adequadas e em uma forma
bioldgica facilmente absorvida, o resultado geralmente é o incremento das taxas de
crescimento das plantas (VITOUSEK et al., 2010). Nessa pesquisa, 0 maior
crescimento em altura, diametro e numero de folhas foi constatado para as plantas
cultivadas com 1X e 1,5X. Para os clones GG100 e 1144, as maiores massas secas
de folhas e caules também foram mensurados nas plantas cultivadas com 1,5X de
fésforo.

Ja as maiores massas secas de raizes foram quantificadas nas plantas de
ambos os clones cultivadas com 0,5X de fosforo. Possivelmente, as plantas
desenvolveram mecanismos de adaptacdo que possibilitam incrementar a aquisicéo
de nutrientes. Dentre as adaptacdes realizadas, podem ser citadas: 1- aumento da
divisdo celular no meristema apical, responsavel pelo crescimento indeterminado da
raiz pela adicdo de novas células; 2 - alongamento celular, principal processo
responsavel pelo crescimento; 3 — formacao de grande namero de raizes laterais,
gue aumentam a capacidade de exploracdo do solo; e 4 - formacédo de pelos
radiculares, que incrementam a superficie de contato solo-planta (LOPEZ-BUCIO et
al., 2003).

No entanto, o clone 1144 ndo apresentou alteracdes nas caracteristicas de
crescimento (altura, diametro e numero de folhas) antes da pulverizacdo de
glyphosate (0 DAA). Diferencas no comportamento de clones de eucalipto quanto ao
crescimento ja foram muito relatadas na literatura (FURTINI NETO et al., 1996;
GONCALVES; PASSOS, 2000) e provavelmente refletem diferencas quanto a
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eficiéncia nutricional (BARROS et al., 2004; LIMA et al., 2005; PINTO et al., 2011,
entre outros).

Como j& apresentado no Capitulo 2, o clone 1144 tem maior capacidade de
absorcdo, translocacdo e utilizacdo de fésforo. Por meio da avaliacdo dessas
caracteristicas de crescimento foi possivel perceber que o clone 1144 foi mais
eficiente nutricionalmente mesmo quando o P estava disponivel em menor
guantidade (plantas cultivadas com 0,5X). Assim, embora cultivadas com diferentes
concentragdes de fésforo, inicialmente todas as plantas do clone 1144 apresentaram
crescimento semelhante.

A pulverizacdo das maiores doses de glyphosate reduziu a altura, o diametro
e, principalmente, o nimero de folhas das plantas. Nos clones GG100 e 1144, o
numero de folhas foi reduzido em mais de 80,0 e 70,0%, respectivamente. Reducdes
no crescimento de eucalipto apés a deriva acidental de glyphosate sdo muito
comuns na literatura (TUFFI SANTOS et al., 2006; PEREIRA et al., 2013;
CARVALHO et al., 2013; 2014; 2015).

O glyphosate atua diretamente na rota do chiguimato, inibindo a sintese de
aminoacidos aromaticos essenciais, como fenilalanina, tirosina e triptofano, que séo
precursores de produtos como lignina, alcaldides, flavondides e acidos benzoicos
(TAN et al., 2006; REDDY et al., 2008), que por sua vez sao indispensaveis para a
sintese de proteinas e para o crescimento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013;
NELSON, 2008). Dessa forma, a pulverizacao de glyphosate reduziu ou até mesmo
paralisou o crescimento e o acumulo de massa seca das plantas de eucalipto.

O glyphosate também apresenta uma série de efeitos indiretos, como o
decréscimo da taxa fotossintética, da producdo de clorofila (ZOBIOLE et al., 2010a)
e imobilizacdo de alguns nutrientes nos tecidos foliares (CAKMAK et al., 2009).
Segundo Ireland et al. (1986), qualquer substancia que induz alteracdes
metabdlicas, diretas ou indiretas, afetam o nivel dos intermediarios e/ou da atividade
das enzimas do ciclo de Calvin. Uma vez que o acumulo de massa seca depende da
energia suprida pela fotossintese para sintetizar compostos carbdnicos, o
comprometimento da assimilacdo do CO, ira acarretar na reducdo do acumulo de
massa seca (MAGALHAES FILHO et al., 2008). Essas alteracdes na fotossintese
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foram evidenciadas ao longo dos resultados e da discussdo dessa pesquisa,
culminando no menor crescimento e acumulo de massas secas e alguns nutrientes.

As pulverizagbes de subdoses de glyphosate induziram o aumento de
algumas das caracteristicas avaliadas. Para o clone GG100, a dose 36 g e.a. ha™
promoveu incrementos na altura e no diametro das plantas; e o uso de 18 g e.a. ha™
aumentou na massa seca de caule. Ja para o clone 1144, doses entre 7,2 e 36 g e.a.
ha! incrementaram a altura e o diametro das plantas.

Enquanto as altas doses de glyphosate inibem o crescimento das plantas, as
aplicacdes de subdoses de glyphosate podem estimular o crescimento das plantas
(VELINI et al., 2008). Esse fendbmeno € denominado hormese, hormesis ou efeito
hormético, e tem sido relatado quando diversos organismos sdo submetidos a
exposicao de baixas doses de variados compostos, e entre eles, glyphosate (DUKE
et al., 2006; VELINI et al., 2010; CEDERGREEN; OLESEN, 2010; PEREIRA et al.,
2013; CARVALHO et al, 2013). A hormesis ja foi relatada por diversos
pesquisadores e em varias espécies: café, eucalipto, milho, pinus, soja
convencional, na planta daninha Commelina benghalensis (WAGNER et al., 2003;
VELINI et al., 2008; FRANCA et al., 2010; PEREIRA et al., 2013).

Esse fendmeno provavelmente esta relacionado com o alvo molecular do
glyphosate - a enzima EPSPs - uma vez que o efeito ndo foi observado em plantas
resistentes a esse herbicida. Contudo, 0 mecanismo pelo qual esse fenébmeno ocorre
ainda nao é totalmente conhecido (VELINI et al., 2008; 2010).

Para aumentar o crescimento e/ou a biomassa, as plantas devem aumentar
sua taxa de fotossintese ou reduzir sua taxa de respiracdo (CEDERGREEN,;
OLESEN, 2010). Teoricamente, reduzir a taxa de respiracdo € improvavel, uma vez
gue a aplicacdo de herbicidas promove a ativacao de processos de desintoxicacao
da planta e, portanto, maior gasto de energia (COLE, 1994; PURRINGTON;
BERGELSON, 1999).

Dessa forma, muito pesquisadores atribuem esse incremento observado nas
caracteristicas supracitadas ao aumento na atividade fotossintética. Outra
possibilidade seria 0 aumento da taxa fotossintética em resposta a um estimulo do
sistema hormonal das plantas (CEDERGREEN et al.,, 2007). No entanto, nessa

pesquisa ndo foi constatado aumento na taxa fotossintética das plantas que
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apresentaram hormesis. Alguns pesquisadores ainda afirmam que a hormesis pode
ocorrer em funcdo de mudancas fisiologicas, como teor de proteinas, por exemplo.

O efeito hormético ainda € varidvel e dependente de fatores como clima,
espécies/cultivares/clones, idade da planta, e a propria formulacdo do herbicida
utilizado (BELZ; CEDERGREEN, 2010; VELINI et al., 2010). Por esses motivos, 0
uso de subdoses de glyphosate ndo é recomendado como estimulante do

crescimento das culturas.

Interacdes entre concentracdes de fosforo e doses de glyphosate

Interacbes entre as concentracdes de fosforo e as doses de glyphosate
ocorreram principalmente nas caracteristicas que avaliaram o processo fotossintético
(eficiéncia quantica do PSII e teor relativo de clorofilas), teores de glyphosate, AMPA
e acido chiquimico, teores nutricionais e massas secas. O desdobramento dessas
interacOes evidenciou que, de modo bem geral, o0 comprometimento do processo
fotossintético, os maiores teores de glyphosate, AMPA e acido chiquimico, os
menores teores nutricionais e 0S menores acumulos de massa seca foram
observados apoOs a pulverizacdo foliar e a aplicacdo radicular de glyphosate nas
plantas cultivadas com menores concentracdes de fésforo (0,5X e, em alguns casos,
1X).

Possivelmente, nas plantas cultivadas com as menores concentracdes de
fésforo, ocorreu 0 aumento da expressdo dos genes transportadores de fésforo de
alta afinidade. Algumas pesquisas relataram que as plantas podem reduzir a
deficiéncia de fosforo através da coordenacdo da expressdo dos genes envolvidos
em seu transporte. Acredita-se na existéncia de dois sistemas de absorcédo de
fésforo na forma inorganica, sendo um de alta afinidade, ativado em condi¢des de
baixa disponibilidade de fosforo, e outro de baixa afinidade, expresso
constitutivamente (RAGHOTHAMA, 1999). Ainda, segundo esse pesquisador, a
concentragdo de fésforo no vacuolo e a concentracdo de fésforo no meio externo
contribuem para ativar os mecanismos de regulacdo génica dos transportadores de

alta e baixa afinidade.
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A inducdo de transportadores de fosfato de alta afinidade pela baixa
disponibilidade de fésforo ja foi relatada em tomateiro (LIU et al., 1998; DARAM,
1998) e em Arabidopsis thaliana (GUO et al., 2008; BAYLE et al., 2011).

Assim, a hipotese para justificar a interagdo fésforo x glyphosate constatadas
nessa pesquisa consiste na alteracdo da expressao génica dos transportadores de
fésforos nas plantas cultivadas em baixas concentracdes de fosforo, na tentativa de
absorver e/ou translocar mais fésforo e realizar suas fungdes normalmente. Dessa
forma, essas plantas “iniciaram” ou “incrementaram” a sintese de transportadores de
fosforo de alta afinidade.

Enquanto os transportadores de alta afinidade sdo muito especificos (se ligam
apenas a formas especificas de fosforo), os transportadores de baixa afinidade ndo
apresentam essa especificidade e, portanto, se ligam com uma série de compostos
gue tenham fésforo em sua composicao.

O glyphosate apresenta em sua molécula um grupo fosfato. Dessa forma, é
passivel de ser reconhecido como fonte de fosforo e ser transportado por
transportadores de baixa afinidade.

A competicdo do glyphosate com o fosfato pelo mesmo sitio de adsorc¢éo ja foi
relatada na literatura (BRECKE; DUKE, 1980; FITZGIBBON; BRAYMER, 1988;
DENIS; DELROT, 1993; PIPKE, 1987;MORIN et al., 1997; GODQY, 2007). No
entanto, essa relacdo nunca foi estabelecida em espécies perenes, como o

eucalipto.

Em suma:

1. As caracteristicas fotossintéticas eficiéncia quantica do PSII e teores de clorofilas
foram reduzidas de modo mais intenso nas plantas cultivadas com menores
concentracbes de fosforo antes ou ap6s a aplicacdo de glyphosate. Apos
glyphosate, as maiores redugdes nos teores de clorofila e na eficiéncia quantica do

PSII ocorreram nas plantas cultivadas com 0,5X ou 1X de fésforo.

2. A fotossintese e a condutancia estomatica foram reduzidas a partir das 96 e 120

HAA de glyphosate, respectivamente.
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3. A pulverizacdo de glyphosate aumentou os teores de MDA e, portanto, a
peroxidagdo lipidica. No entanto, ndo foi constatado efeito isolado do fosforo ou
interacao entre fosforo e glyphosate.

4. Para o clone GG100, os maiores teores de glyphosate, AMPA e acido chiquimico
foram quantificados ap0s a pulverizagdo de glyphosate nas plantas cultivadas com
0,5X de fésforo. Para o clone 1144, essa relacdo sé ocorreu para o teor de AMPA. O

acumulo desses compostos aumentou com a dose de glyphosate pulverizada.

5. Em geral, plantas nutridas com 1X e/ou 1,5X apresentaram oS maiores teores de
N, P, K, Ca, Mg e B. O glyphosate acarretou na reducédo dos teores de alguns
nutrientes foliares e radiculares, mas de forma bastante variavel entre os
experimentos (casa de vegetacdo e camara de crescimento) entre os clones. O
menor teor de N foi constatado para a menor concentracdo de fésforo (0,5X) e a
dose de glyphosate 180 g e.a. ha™, para o clone GG100 em casa de vegetacdo.
Nessa mesma condicdo, a interacdo entre fésforo e glyphosate nao foi significativa
sobre o0s teores nutricionais do clone 1144. Nos experimentos em sistema
hidropbnico, a combinacdo da concentracdao 1,5X de fésforo com a aplicacdo das
doses 2,5 e 10% de glyphosate reduziu os teores foliares de Ca e Mg para o clone
GG100. Ainda para esse clone, os menores teores radiculares de Mg foram
mensurados para 0,5X de fésforo x maiores doses de glyphosate. Para o clone 1144
apenas o teor radicular de N foi reduzido nas plantas cultivadas com 0,5X de P apos
a aplicacdo de 0,144 e 0,576 g e.a. ha™ de glyphosate.

6. As caracteristicas de crescimento foram reduzidas em funcdo das menores
concentracfes de fosforo apenas para o clone GG100. No entanto, para os clones
GG100 e 1144 as plantas cultivadas com 0,5X de fosforo apresentaram incremento
na massa seca de raizes. Hormesis foi constatada para algumas caracteristicas de
crescimento ap6s a aplicacdo de doses de glyphosate entre 7,2 e 36 g e.a. ha™ de

glyphosate para ambos os clones.
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7. InteracOes entre as concentracfes de fésforo e as doses de glyphosate ocorreram
principalmente nas caracteristicas que avaliaram o0 processo fotossintético
(rendimento quéntico maximo do PSIlI e teor relativo de clorofilas), teores de
glyphosate, AMPA e acido chiguimico, teores nutricionais e massas secas. No geral,
esses teores foram menores ou mais intensamente reduzidos nas plantas cultivadas

com menores concentracdes de fésforo (0,5X e, em alguns casos, 1X).

CONCLUSOES

O fésforo esta correlacionado a absorcédo, translocacdo e efeitos do
glyphosate nas plantas de eucalipto, uma vez que as caracteristicas fotossintéticas e
de crescimento, e os teores de glyphosate, AMPA, acido chiquimico e nutricionais
foram alterados pelo herbicida glyphosate, e seus efeitos ocorreram em funcéo das

concentracfes de fosforo utilizadas no cultivo das plantas.
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CAPITULO 4 - Expressdo génica de transportadores de fosfato e efeitos do

fosfato na absorcéo, translocacdo e transporte de **C-glyphosate em eucalipto

RESUMO - A baixa disponibilidade de fosfato solavel é o principal fator limitante ao
crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas. Diante dessa situacao,
as plantas desenvolveram algumas adaptacdes que visam aumentar a aquisicao
deste nutriente, como, por exemplo, a coordenacao de transportadores de fosfato. O
glyphosate € um herbicida muito utilizado em todo o mundo, e pesquisas indicaram a
possibilidade de que o glyphosate possa ser transportado através da membrana
plasmatica por meio de transportadores de fosfato. Para investigar essa hipotese em
eucalipto, experimentos foram conduzidos em Eucalyptus grandis para avaliar a
coordenacdo da expressdo génica, a absorcdo e a translocacdo de **C-glyphosate
aplicado via foliar ou radicular, e a absorcdo de glyphosate através da membrana
plasmatica em protoplastos, sempre na presenca e auséncia de fosfato. As plantas
de Eucalyptus grandis alteraram a expressao génica dos transportadores de fosfato
nas folhas e nas raizes em resposta a deficiéncia de fosfato. De modo geral, a
expressado de transportadores de alta afinidade foi incrementada pela deficiéncia de
fosfato, principalmente nas raizes. A absorcéo de **C-glyphosate aplicado via foliar
ou radicular foi maior nas plantas submetidas a deficiéncia de fosfato. A translocacao
de **C-glyphosate também foi mais rapida nessas plantas. Nos protoplastos, a
absorcdo de '*C-glyphosate via membrana plasmaética ocorreu de modo mais lento
guando NaH,PO, foi adicionado a suspensdo de protoplastos. Possivelmente, o
transporte de fosfato através da membrana plasmatica foi realizado em um primeiro
momento. Contudo, com a reducao do contetdo de fosfato extracelular, o glyphosate

foi absorvido pelos protoplastos.

Palavras-chave: Eucalyptus grandis, membrana plasmatica, proteinas,

transportadores de fosfato.
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Abstract — Soluble phosphate low availability is the main limiting factor for plant
growth, development and vyield. Given this situation, plants developed some
adaptations to increase the phosphate acquisition, such as, for example, the
coordination of phosphate transporters. Glyphosate is an herbicide widely used
throughout the world, and researches indicated the possibility that glyphosate can be
transported across the plasma membrane via phosphate transporters. To investigate
this hypothesis in eucalypt, experiments were conducted in Eucalyptus grandis to
evaluate the gene expression coordination, the absorption and translocation of *C-
glyphosate applied in leaves or roots, and *C-glyphosate absorption across the
plasma membrane in protoplasts, always in the presence and absence of phosphate.
Eucalyptus grandis plants modified the phosphate transporters gene expression in
leaves and roots as a phosphate deficiency response. In general, the expression of
high affinity transporters was increased by phosphate deficiency, particularly in roots.
14C-glyphosate absorption applied in leaves or roots was higher in plants submitted to
phosphate deficiency. Translocation of **C-glyphosate was also faster in those
plants. In protoplasts, **C-glyphosate absorption through plasma membrane occurred
slowly when NaH,PO, was added to the protoplast suspension. Possibly the
phosphate transport across the plasma membrane was carried out on a first moment.
However, by reducing the extracellular phosphate content, glyphosate is absorbed by
the protoplasts.

Keywords: cell membrane, Eucalyptus grandis, gene expression, proteins,
phosphate transporters.

INTRODUCAO

O crescimento, desenvolvimento e produtividade das culturas agricolas sao
dependentes da disponibilidade de fosforo, nutriente essencial para as plantas. No
entanto, muitas areas apresentam deficiéncia de fésforo ou mesmo concentracdes
ideais deste nutriente no solo, mas em uma forma indisponivel para as plantas
(BAYLE et al., 2011).
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Para lidar com a limitacédo de fésforo, as plantas desenvolveram uma série de
mecanismos, como alteracdes radiculares para incrementar a aquisicdo de fosfato
inorganico do solo, e outros para otimizar sua armazenagem, remobilizagdo e todo
processo metabdlico que demanda foésforo (POIRIER, BUCHER, 2002). As plantas
ainda podem “reprogramar” seu metabolismo e a coordenac¢édo génica de proteinas,
fato atualmente evidenciado por estudos da expressdo de genes utilizando
microarrays de DNA (HAMMOND et al., 2003; WU et al.,, 2003; CALDERON-
VAZQUEZ et al., 2008), protedbmica (LI et al.,, 2007; 2008) e metabolémica
(MORCUENDE et al., 2007).

ApOs a absorcdo do fosfato inorganico pelas raizes, esse nutriente é
transportado através da membrana plasmatica das células epidérmicas e corticais
por meio de um conjunto de transportadores de fosfato (POIRIER; BUCHER, 2002).
Atualmente, ja foram identificados genes que codificam proteinas envolvidas no
transporte de fosfato em plantas superiores. Esses transportadores sao
responsaveis pela aquisicdo de fosfato através da membrana plasmética, pelo
transporte de fosfato para cloroplastos, mitocondrias, complexo de Golgi e pela
redistribuicéo de fosfato por toda a planta (MUDGE et al., 2002; POIRIER; BUCHER,
2002; VERSAW; HARRISON, 2002; RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005; GUO et
al., 2008; CUBERO et al., 2009).

Em condi¢cbes de deficiéncia de fosfato, algumas espécies alteraram sua
expressao génica, o que acarretou no aumento da expressao de transportadores de
fosfato de alta afinidade, capazes de aumentar o influxo de fosfato varias vezes
(LEE, 1993). Em Arabidopsis thaliana, a inducédo de transportadores de fosfato de
alta afinidade ocorreu nas primeiras 12 horas de privacao de fosfato (MISSON et al.,
2005).

Em eucalipto, uma cultura intensamente cultivada em solos muitas vezes
deficientes em fosfato, ainda s&o muito escassas pesquisas que estudem a
coordenacdo da expressdo génica de transportadores de fosfato em situacdo de
deficiéncia desse nutriente, destacando que a interferéncia imposta pelas plantas
daninhas em eucaliptais acirra o processo competitivo por nutrientes e outros fatores
limitados no meio. Nesse mesmo contexto, o controle das plantas infestantes, na

maioria das areas, é essencial para a obtencdo de elevadas produtividades. Para
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isto, o controle quimico é o método mais utilizado, e o glyphosate € o herbicida mais
empregado para o controle de plantas daninhas em diversos momentos ao longo
ciclo da cultura do eucalipto.

ApoOs ser pulverizado sobre as folhas, o glyphosate € absorvido e
transportado rapidamente para os meristemas e 0s tecidos jovens em crescimento,
tanto da parte aérea como da raiz. Apés ser absorvido, o glyphosate é translocado
via floema, 0 que exige que esse composto atravesse a membrana das células do
parénquima ou do floema (GOUGLER; GEIGER, 1981; MARTIN; EDGINGTON,
1981; DEWEY; APPLEBY, 1983).

Em experimentos com discos foliares de Beta vulgaris (GOUGLER; GEIGER,
1981) E Vicia faba (IBAOUI et al., 1986) concluiu-se que o glyphosate entrou no
simplasto por difusdo passiva néo facilitada. No entanto, esses estudos utilizaram
algum tipo adjuvante, o que pode ter potencializado a absorcdo de glyphosate, por
exemplo, alterando a permeabilidade da membrana celular (WYRILL; BURNSIDE,
1976; RICHARD; SLIFE, 1979; SHERRICK et al., 1986; RUITER et al., 1988).

Contudo, outros pesquisadores afirmam que a membrana celular poderia ser
relativamente impermeével ao glyphosate, uma vez que esse composto € um ion
dipolar e hidrofilico, e dificilmente sera transportado por difusdo passiva (RUITER;
MEINEN, 1996). Dessa forma, transportadores transmembranares seriam essenciais
para realizar o transporte de glyphosate via membrana plasmaética.

Em experimentos com protoplastos de Vicia faba demonstrou-se que, além da
difusdo, um transportador de fosfato provavelmente esta envolvido no transporte de
glyphosate via membrana plasméatica (DENIS; DELROT, 1993). Em Arthrobacter
(uma bactéria capaz de metabolizar glyphosate) o transporte desse herbicida foi
mediado por um transportador de fosfato, e a concentracdo de fosfato do meio
controlou a atividade do sistema de absorcédo de glyphosate. O fosfato ainda atuou
como um potente inibidor competitivo da absorcdo de glyphosate nesta mesma
bactéria (PIPKE et al., 1987; PIPKE; AMRHEIN, 1988).

Assim, aventa-se a hipétese de que, em plantas de eucalipto a expressao dos
transportadores de fosfato pode ser alterada em funcéo da deficiéncia de fosfato, e

gue assim como ocorrem em outras espécies de plantas e bactérias, transportadores
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de fosfato podem transportar glyphosate, e esse transporte pode ser inibido por pela
presenca de fosfato.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar, em Eucalyptus grandis, a coordenacao
da expressao génica de transportadores de fosfato, a absorgcédo e a translocacéao de
14C-glyphosate aplicado via foliar e radicular, e a absorcéo de **C-glyphosate através
da membrana plasmatica em protoplastos, sempre na presenca e auséncia de

fosfato.

MATERIAL E METODOS

Experimento | — expressao génica de transportadores de fosfato

Uma vez que pesquisas com transportadores de fosfato em eucalipto sdo
escassas, foi necessario comparar 0s possiveis transportadores de fosfato
encontrados no genoma de Eucalyptus grandis com os transportadores de fosfato ja
identificados em Arabidopsis thaliana.

Para isto, uma busca por possiveis transportadores de fosfato foi conduzida
em todo o genoma de Eucalyptus grandis utilizando o software Phytozome System
for Comparative Plant Genomics v7.0. A partir dos resultados dessa busca, foram
obtidas 29 sequéncias de aminoacidos denominadas “possiveis transportadores de
fosfato” em eucalipto.

As sequéncias de aminoacidos dos transportadores de fosfato de Arabidopsis
thaliana foram obtidas no website The Arabidopsis Information Resource (TAIR,
2015). Uma vez que pesquisas com esses transportadores estdo disponiveis na
literatura, foram escolhidos transportadores de fosfato pertencentes a quatro
categorias de transportadores: alta afinidade, baixa afinidade, transportadores de
fosfato presentes nas raizes e transportadores de fosfato das raizes para o xilema.

Foi realizado o alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos dos
transportadores de E. grandis e A. thaliana utilizando-se o software CustalW 2.0
(LARKIN et al., 2007). O arquivo resultante desse alinhamento foi utilizado para

gerar uma arvore filogenética com o software MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).
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Utilizou-se o método algoritmico de agrupamento neighbor-joining e, como teste de
confianga, utilizou-se a metodologia de bootstrap para 2500 réplicas.

A partir da arvore filogenética, foram selecionadas 11 possiveis
transportadores de fosfato em E. grandis, de acordo com sua similaridade com os
transportadores de A. thaliana. Assim, foram desenhados 11 pares de primers
(forward e reverse) para RT qPCR, que foram previamente testados em PCR.

Sementes de E. grandis foram germinadas em bandejas preenchidas com
uma mistura de perlita e areia (3:1 v/v), cobertas por uma fina camada de areia.
Apoés a germinacdo, as mudas que apresentaram as duas folhas cotiledonares e o
primeiro par de folhas verdadeiras foram transplantadas para vasos plasticos
preenchidos com uma mistura de substrato para plantio e vermiculita (1:3 v/v).

Essas plantas foram mantidas em uma camara de crescimento com
temperatura média de 26 °C, umidade em torno de 60%, fotoperiodo de 16 horas e
luz artificial com intensidade de 240 pmol m™ s™*. As mudas foram irrigadas a cada
dois dias e fertilizadas trés vezes por semana com solugcdo nutritiva completa
(HOAGLAND; ARNON, 1950).

Para a extracdo de RNA, plantas com cerca de trés meses, com altura (10-15
cm) e desenvolvimento semelhante foram selecionadas. Suas raizes foram
cuidadosamente lavadas com agua destilada para remocdo do substrato
remanescente. Essas plantas foram transferidas para um sistema hidropdnico com
solucdo nutritiva completa (HOAGLAND; ARNON, 1950). Nos primeiros 7 dias, foi
utilizada solucéo nutritiva com 50% da forca idnica para aclimatacdo ao sistema.
Apbs esse periodo, as plantas permaneceram por mais 7 dias em solugcdo nutritiva
com 100% da forga ibnica.

AplOs esses 14 dias, as plantas foram submetidas aos tratamentos P+
(solucdo nutritiva completa) e P- (solucdo nutritiva ajustada, onde o KH,PO, foi
substituido por K,SO, como proposto por Jain et al. (2007)) por 5 dias. Durante todo
o periodo o pH da solucao foi ajustado para 6,0 £0,3.

Para a extracdo do RNA total, folhas e raizes das plantas de eucalipto
submetidas aos tratamentos P+ e P- foram coletadas e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido. Para cada um dos tratamentos foram amostradas trés plantas

e, em cada uma dessas plantas, foram coletadas 3 repeticdes bioldgicas.
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O RNA total foi extraido com a utilizagdgo do kit mirVana™  (Life
Technologies®). O RNA obtido foi utilizado como modelo para a transcricdo reversa
utilizando o SuperScript Il First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen®).
Com estes kits foi possivel obter cDNA a partir do RNA, possibilitando assim a
realizacdo da PCR quantitativa em tempo real (RT gPCR).

A RT gPCR foi realizada de acordo com as informacfes minimas para a
publicacdo de dados de PCR quantitativo em tempo real (Minimum information for
publication of quantitative real-time PCR experiments - MIQE) (BUSTIN et al., 2009).
Foi utilizado um termo ciclador (CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler Real-Time
PCR Detection System®, Bio-rad). As reacdes da RT qPCR foram realizadas em
placas com pogos de 20 ul, contendo 20 ng de cDNA e 1,25 pM de primers (primers
forward e reverse ja misturados). Cada uma das 3 repeticdes bioldgicas foi repetida
mais 3 vezes (3 reacdes), constituindo assim 3 repeticdes técnicas. Foi incluido um
controle negativo (sem cDNA) para cada par de primers, bem como pocos
preenchidos somente com agua, controles necessarios para confirmar a auséncia de
gualquer contaminacao.

Os paramentos de amplificacdo utilizados foram: desnaturacéo inicial de 1
minuto a 94 °C; seguido por 40 ciclos compostos por 15 segundos a 94 °C; 20
segundos a 60 °C (anelamento) e 30 segundos a 72 °C (extenséao).

A amplificacdo de um Unico produto por cada par de primers foi confirmada
pela observacdo da curva de melting. Apenas os primers com amplificacdo linear e
curvas de melting com um pico unico foram utilizados nas analises.

Os valores de ciclo de referéncia (Cycle threshold - Ct) obtidos por meio da
RT gPCR foram normalizados utilizando dois genes de referéncia: o primeiro foi um
fator de elongacéo S-lIl em E. grandis (E. grandis transcription elongation factor S-Il
(OLIVEIRA et al.,, 2011)); e o segundo uma subunidade complexo adaptador de
clatrina em E. grandis (E. grandis clathrin adaptor complex subunit (CACS)
(CASSAN-WANG et al., 2012)).

A partir dos valores de Ct normalizados foi determinada a expressao génica
relativa utilizando o método 224¢ (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001).
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As expressfes génicas relativas do mesmo transportador de fosfato (nas
folnas ou nas raizes) nas condicoes P+ e P- foram comparadas pelo Teste t

utilizando o software SigmaStat 2.03® (Softec Inc.).

Experimento Il - absorcgéo e translocacéo de **C-glyphosate

Para os experimentos de absorcdo e translocacdo de *C-glyphosate, o
processo de semeadura, transplante e cultivo de E. grandis foram semelhantes ao
descrito anteriormente. A partir das mudas ja alocadas nos vasos, foram
selecionadas plantas com 6 pares de folhas verdadeiras e tamanho e
desenvolvimento uniformes. A lavagem das raizes e aclimatagdo ao sistema
hidropbnico anteriormente descrito também foram realizados. As plantas foram
submetidas aos tratamentos P+ e P- por 5 dias.

Apébs esse periodo as plantas foram colocadas sobre tiras de papel de filtro
umedecidas com solugédo nutritiva (P+ ou P-) e alocadas sobre placas de Petri no
interior de caixas de plastico. A funcdo do papel de filtro foi manter as raizes das
plantas em contato com a solucdo nutritiva durante o experimento.

O '*C-glyphosate foi misturado a uma formulacdo comercial de glyphosate
(Roundup PRO®, Monsanto Company) para preparar uma emulsdo com atividade
especifica 0,1 pCi uL™® e uma concentracdo final de de 720 g e.a. L™ (em 200 L
ha™). Essa emulsdo foi aplicada na superficie adaxial das folhas (aplicacéo foliar)
ou na raiz principal (aplicagao radicular) das plantas de eucalipto. Tanto nas folhas
como na raiz, foi utilizada um gota contendo 1 pL da emulséo de glyphosate.

As 1; 4; 8; 24; 48; 72 e 96 horas ap06s a aplicacdo (HAA), o glyphosate nao
absorvido foi removido superficialmente da folha ou das raizes por meio da lavagem
superficial da area aplicada com 3 mL de acetona 50% (v/v). A acetona resultante da
lavagem foi misturada a 5 mL de coquetel liquido cintilador em vials, e esses foram
analisados quanto a presenca de radioatividade, utilizando um espectrémetro de
cintilagéo liquida (LS6500®, Beckman Coulter Inc.).

ApoOs a retirada do glyphosate ndo absorvido, as plantas foram secas com
papel absorvente, prensadas entre duas folhas de papel e secas em estufa (50 °C
por 4 dias). ApOs essa etapa, as plantas foram novamente prensadas, mas dessa

vez contra uma placa de armazenamento de radioatividade (25 cm x 12,5 cm) por 4
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dias a -80 °C. Apés esse periodo, as placas foram escaneadas para analise da
disperséo de radioatividade.

Apéds serem escaneadas, as plantas foram separadas em parte area e raiz e
colocadas em vials com 5 mL de coquetel liquido cintilador. Apés um periodo minimo
24 horas, as amostras foram analisadas quanto a presenca de radioatividade,
utilizando o mesmo espectrémetro de cintilacao liquida supracitado.

Foram realizadas 3 repeticbes (trés plantas por tempo de avaliacdo). O
experimento de absorcao foliar foi realizado 3 vezes. Ja o experimento de absor¢éo
radicular foi realizado apenas uma vez.

Os dados obtidos foram analisados pelo Teste t utilizando o software
SigmaStat 2.03® (Softec Inc.) comparando a absorcdo e a translocacdo de *C-
glyphosate entre os tratamentos P- e P+.

Experimento Il — absorcéo de **C-glyphosate em protoplastos

Plantas de eucalipto foram cultivadas in vitro a partir de folhas de E. grandis
utilizando o meio de cultivo LS (LINSMAIER; SKOOG, 1965) em caixas de plastico
transparentes (12,0 x 6,0 cm).

Para a obtencéo dos protoplastos, foram utilizadas folhas tenras com cerca de
3,0 cm de comprimento e 2,0 cm de largura. Em uma folha de papel, folhas de
eucalipto foram cortadas ‘como uma escama de peixe” e imediatamente imersas
com a superficie abaxial para baixo em uma solucdo 0,5 M de manitol distribuida
sobre uma placa de Petri. A placa de Petri com as folhas foi entdo colocada em uma
estufa a 30 °C, sobre um rotor com 20 rpm de rotacéo e no escuro, por 1 hora.

Ao final desse periodo, a solucdo 0,5 M de manitol foi aspirada e substituida
por uma solucdo para digestdo da parede celular (20 mM de MES;
0.5 M de manitol; 20 mM de KCI; 1,0% celulase; 1,0% macerozyme; 0,5% pectoliase
e 1,0% albumina de soro bovino).

A placa de Petri foi novamente colocada na estufa, nas mesmas condi¢oes
anteriormente descritas, mas por no minimo 6 horas. Ao final do periodo de
digestdo, as folhas foram delicadamente colocadas em uma nova placa de Petri

(contendo uma solucdo chamada MMG, composta por 0,5 M de manitol; 4,0 mM de
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MES e 15,0 mM de MgCl,). A placa foi gentilmente agitada para a liberacdo dos
protoplastos.

Os protoplastos foram purificados por flutuagdo: em um tubo tipo Falcon foi
previamente adicionada uma solugcdo de sucrose a 21,0% e, no topo desta, a
solucéo contendo os protoplastos. O tubo foi centrifugado a 60 x g por 4 minutos. Ao
final da centrifugacdo, apenas a camada sobrenandante (que continha os
protoplastos maiores e intactos) foi transferida para novos tubos Falcon.

Amostras de 20 pL foram transferidas para uma camara de Neubauer, onde
foram determinados o nimero e o tamanho dos protoplastos.

Suspensdes de protoplastos foram incubadas com “C-glyphosate ou
NaH,PO, ou ambos por 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; e 25 minutos. Para casa tempo
avaliado, 3 repeti¢cdes foram realizadas.

Ap6s cada periodo, a suspensdo celular (com **C-glyphosate, NaH,PO,4 ou
ambos) foi transferida para tubos Eppendorf. Esses tubos foram previamente
preparados, e continham 50 pL de Percoll a 33,0% (diluido em solu¢do MMG) e 200
pL de dleo de silicone (DENIS; DELROT, 1993; RUITER; MEINEN, 1996). Os tubos
Eppendorf foram centrifugados por 40 segundos a 2000 x g. Ao final da
centrifugacéo, os protoplastos formavam um pellet levemente esverdeado no fundo
do tubo, juntamente com o Gleo de silicone. O pellet e 0 material sobrenadante foram
entdo transferidos para vials de vidro (separadamente).

Em cada vial foram adicionados 5 mL de coquetel de cintilacdo. Os vials
permaneceram em repouso por no minimo 24 horas e, posteriormente, foram
analisados quanto a presenca de radioatividade em um espectrébmetro de cintilacdo
liquida (LS6500®, Beckman Coulter Inc.).

Os dados foram expressos graficamente em funcdo do tempo, por meio da

meédia e o desvio padrdo da média.
RESULTADOS

Experimento | — expressao génica de transportadores de fosfato
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O transportador de A. thaliana AT5G43350 é um transportador de fosfato de
alta afinidade e na arvore filogenética, agrupou-se aos possiveis transportadores de
fosfato em E. grandis Eg104414509 e Eg104456106 (Figura 1).

ﬂl:(l) Eg 104414512
[37) (2) Eg 104414511
[40] ——(3) Eg 104414513
(4) At AT5G4335(
43) (29) _|:(5) Eg 10441450
(38) (6) Eg 104456106

(7) Eg 104428000
[42) _|:(8) Eg 104426577
(41 (9) At AT2G3894(

(10) Eg 104455373
[48) —(11) Eg 104456104
451L——(12) Eg 104456103

[——(13) Eg 104423327
(471 L——(14) Eg 104415248

ﬂ:(w) Eg 104451712
(16) Eg 104448953
(51] (17) At AT1G2086C
W:(ls) At AT1G7643C
—(19) At AT3G2657!
= _|:(20) Eg 104414141
53] (21) Eg 104435620

(56 (22) Eg 104419377
(57) (23) Eg 104419373

(58] - (24) Eg 104419375
(53] (25) Eg 104419379
(26) Eg 104433434
(27) Eg 104423016
(1) ——(28) Eq 104453842
L (29) Eg 104433320
(52)—(30) Eg 104416092
L (31) Eg 104416001

58] (32) Eg 104414467
(33) At AT3G2343C

(54] (34) Eg 104430839
m:(ss) Eg 104456087
Figura 1. A arvore filogenética que apresenta as relacdes evolucionarias entre os

transportadores de fosfato de Eucalyptus grandis (Eg) e Arabidopsis
thaliana (At).
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Uma vez que o grupo vizinho foi bem préoximo ao AT4G43350, o
Eg104414513 também foi incluido nessa categoria. Para esse agrupamento, a
porcentagem de bootstrap foi de cerca de 40,0% (Figura 1).

Os transportadores de fosfato de A. thaliana AT2G38940 e AT3G26570
(ambos transportadores de baixa afinidade) encontraram-se bem distanciados na
arvore filogenética. A partir deles, os possiveis transportadores de fosfato em E.
grandis selecionados foram: Eg104428000; EQg104426577; EQ104455373
(porcentagem de bootstrap entre 42,0 e 44,0%, respectivamente), e Eg104414141 e
Eg104435620 (porcentagem de bootstrap de 53,0%).

Os possiveis transportadores EQ104451712 e EQg104448953 foram
selecionados em E. grandis pela sua proximidade com os transportadores de fosfato
pertencentes a familia “PHT1” de A. thaliana AT1G220860 e AT1G76430. Essa
porcentagem de bootstrap foi de 51,0%. Por fim, o transportador de fosfato das
raizes para o xilema (PHO1) em A. thaliana AT3G23430 alinhou-se a sequéncia de
aminoécidos Eg104414467 com porcentagem de bootstrap de 65,0% (Figura 1).

Primers foram desenhados a partir das sequéncias de aminoacidos

selecionadas, (Tabela 1).

Tabela 1. Primers dos transportadores de fosfato utilizados para a RT qPCR.

Sequéncias dos primers (forward/reverse)

Eg104414141 CAACTGGAGATAGTGTACGGG / GTGAGCGAATGACATGAAGC
Eg104414467 AGACGGGAATGGTGAAGTTC / CTGGATGAGAGGGTTTCGTG
Eg104414509 AGGTAGATCGGCTCATCCGC / GGCAATGTCCAGTAGGAACCAAG
Eg104426577 CTGTCTCTGTCCACTACTGC / GCCTACTGACAACCCAACTT
Eg104428000 CGAAGACCATGAACGCAATTG / ACCACTACAAACCCGATGC
Eg104435620 TGATCCATCCCAACCAAAGC | GCCGAGAGAACCTGCATGTA
Eg104448953 TTTGAGGTTGCGCGTTTACA / GCCATGAAGAAGAATCCGACA
Eg104451712 CGTTTATTTCTCCATCGGAGTGC / GCGAAGAAGGATGTCAGTGCG
Eg104455373 TGGGATCGGGATGAGGAACT / GCTTGATTCTCAGCCTCTTCAC
Eg104456106 GGTATTGGTTCACTGTCGCG / GATGGCGATGGCAAACATGA
Eg104414513 TGAGGTTAGTGTGATTGCCAG /| GCGATCACAATTGCGGTGAA

De acordo com a expressao génica relativa dos transportadores de fosfato
selecionados nas folhas de E. grandis, o transportador Eg104414467 foi expresso

em maior quantidade na presenca de fosforo (P+) (Figura 2).
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Ja os transportadores EQ104414141, EQg104435620, EQg104428000,
EQ104426577 e Eg104455373 ndo apresentaram alteracfes em sua expressao em
funcéo dos tratamentos presenca e auséncia de fosforo nas folhas (Figura 2). Dentre
esses transportadores, o Eg104435620 e Eg104428000 apresentaram as maiores
expressoes relativas, alcancando 4,5 e 4,0, respectivamente.

Os transportadores Eg104451712, Eg104448953, Eg104414509,
Eg104414513 e EQ104456106 foram significativamente expressos em maior

guantidade nas folhas de E. grandis das plantas cultivadas sem fosforo (P-).

Expressao génica relativa em folhas
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Transportadores de fosfato

Figura 2. Expressédo génica relativa de transportadores de fosfato nas folhas de
Eucalyptus grandis por RT-gPCR. As plantas foram submetidas aos
tratamentos P- and P+ por 5 dias. As barras verticais representam o
desvio padrdo da média.

Ja para a expressao génica relativa dos transportadores de fosfato nas raizes
das plantas de E. grandis, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos P+
e P- para o transportador Eg104426577 (Figura 3).

Os transportadores Eg104414141, Eg104435620 e EQ104455373 foram
expressos em maior quantidade nas raizes das plantas cultivadas com fésforo (P+).
Ainda nas raizes, o Eg104428000 foi mais expresso nas plantas submetidas a
deficiéncia de fosforo (P-), e o transportador Eg104414467 nao apresentou

diferencas nas raizes quanto a presenga ou auséncia de fosforo.
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Ja os transportadores EQ104451712, EQ104448953 Eg104414509,
EQ104414513 e EQg104456106 foram expressos em maiores quantidades nas

plantas submetidas a deficiéncia de fésforo (P-) (Figura 3).
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Transportadores de fosfato

Figura 3. Expressdo génica relativa de possiveis transportadores de fosfato nas
raizes de Eucalyptus grandis por RT-qPCR. As plantas foram submetidas
aos tratamentos P- and P+ por 5 dias. As barras verticais representam o
desvio padréo da média.

Experimento Il - absorcéo e translocacdo de **C-glyphosate

Houve comportamento diferenciado na absorcdo foliar de *C-glyphosate
pelas plantas de eucalipto cultivadas com solucdo nutritiva completa (P+) e
cultivadas com solucéo nutritiva sem fésforo (P-) as 1; 4; 8; 24; 48; 72 e 96 HAA. Em
todos esses momentos, as plantas do tratamento P- absorveram mais *C-
glyphosate que as plantas do tratamento P+, e essa absor¢cdo foi maior,
respectivamente, em cada uma das avaliacGes supracitadas (Figura 4).

Logo apos a aplicagédo foliar de glyphosate, as 1 e 4 HAA foram quantificados
teores de *C-glyphosate maiores, respectivamente, nas plantas cultivadas com
fosforo (P+). As 24 HAA a presenca de fosforo na nutricdo das plantas acarretou em

teores de *C-glyphosate quase maiores.
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Figura 4. Absorcao foliar de **C-glyphosate em Eucalyptus grandis as 1, 4, 8, 24, 48,
72 e 96 horas apés a aplicacdo (HAA), expressa a partir da porcentagem
de radiagdo recuperada. As barras verticais representam os valores de
desvio padrdo da média.

Entretanto, as 72 e 96 HAA a auséncia de fésforo na nutricdo das plantas
durante 5 dias proporcionou um actmulo de **C-glyphosate maior na parte aérea

das plantas de eucalipto (Figura 5).
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Figura 5. Acimulo de *C-glyphosate na parte aérea de Eucalyptus grandis as 1, 4,
8, 24, 48, 72 e 96 horas apos a aplicacado (HAA) foliar, expresso a partir da
porcentagem total aplicada. As barras verticais representam os valores de
desvio padréo da média.
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Ja nas raizes das plantas, o aciimulo de **C-glyphosate foi maior nas plantas
cultivadas na auséncia de fésforo (P-) as 1; 4; 8 e 24 HAA, respectivamente.
Contudo, as 72 e 96 HAA o aciimulo de **C-glyphosate foi cerca de 65,0% maior nas
plantas cultivadas com foésforo (P+) (Figura 6).
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Figura 6. Acimulo de **C-glyphosate nas raizes de Eucalyptus grandis as 1, 4, 8, 24,
48, 72 e 96 horas apos a aplicacdao (HAA) foliar, expressa a partir da
porcentagem total aplicada. As barras verticais representam os valores de
desvio padrédo da média.

As autorradiografias corroboram os dados ja apresentados de absorcao e
translocacdo de **C-glyphosate na parte aérea e nas raizes. Inicialmente a absorcéo
foi maior nas plantas do tratamento P+, fato evidenciado pelas autorradiografias com
as folhas mais escuras, indicativa da presenca do herbicida radiomarcado.
Inicialmente, nas plantas do tratamento P+, o **C-glyphosate ficou mais restrito a
parte aérea e foi observado nas raizes apenas as 8 HAA. Ja para as plantas dos
tratamentos P-, a presenca de **C-glyphosate nas raizes foi observada ja a 1 HAA.
No entanto, as 72 e 96 HAA as plantas cultivadas com ou sem fésforo apresentaram

autorradiografias bastante semelhantes quanto a distribuicdo de **C-glyphosate
(Figura 7).
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Figura 7. Autorradiografias das plantas de Eucalyptus grandis as 1, 4, 8, 24, 48, 72 e
96 horas apés a aplicacdo foliar de **C-glyphosate. Planta pressionada e
seca a direita e autorradiografias a esquerda.
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A absorcdo radicular de **C-glyphosate foi maior nas plantas cultivadas na
auséncia de fosforo as 1; 4; 8 e 24 HAA. Nessas avaliacbes, o acumulo de
glyphosate nas raizes foimaior nas plantas submetidas a esse tratamento (P-)
(Figura 8).
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Figura 8. Absorcao radicular de **C-glyphosate em Eucalyptus grandis as 1, 4, 8, 24,
48, 72 e 96 horas apOs a aplicacdao (HAA), expressa a partir da
porcentagem de radiacdo recuperada. As barras verticais representam 0s
valores de desvio padrao da média.

Logo ap6s a aplicacdo radicular de **C-glyphosate, as plantas cultivadas sem
fésforo translocaram e, consequentemente, acumularam mais glyphosate em sua
parte aérea. Os teores de **C-glyphosate as 1; 4 e 8 HAA foram maiores nas plantas
de eucalipto do tratamento P-. Ja as 24 HAA esse acumulo nas plantas cultivadas
sem fosforo foi de 11,9%. Contudo, as 72 e 96 HAA os teores de glyphosate foram
cerca de 6,0% maiores nas plantas cultivadas com fésforo (P+) (Figura 9).

Nas rafzes, o acumulo de *C-glyphosate foi 95,0% maior nas plantas
submetidas a auséncia de fésforo (P-) a 1 HAA. J& as 4; 8; 24 e 48 HAA foi
guantificado mais glyphosate nas plantas cultivadas com fésforo (P+). Contudo, as
72 e 96 HAA houve uma nova inversao, e as plantas do tratamento P- apresentaram
maior quantidade de '*C-glyphosate quando comparadas as plantas do tratamento
P+ (Figura 10).
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Figura 9. Acimulo de **C-glyphosate na parte aérea de Eucalyptus grandis as 1, 4,
8, 24, 48, 72 e 96 horas apds a aplicacdo (HAA) radicular, expressa a
partir da porcentagem total aplicada. As barras verticais representam 0s
valores de desvio padrdo da média.
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Figura 10. Acimulo de *C-glyphosate nas raizes de Eucalyptus grandis as 1, 4, 8,
24, 48, 72 e 96 horas ap0s a aplicacdo (HAA) radicular, expressa a partir
da porcentagem total aplicada. As barras verticais representam os valores
de desvio padrdo da média.

De um modo geral, as autorradiografias indicam que com apenas 1 HAA de
14C-glyphosate j& foi possivel observar a réapida translocacdo desse composto por
toda a planta submetida ao tratamento P-, enquanto a planta submetida ao

tratamento P+ apresentou uma translocacdo de '*C-glyphosate bem restrita a um
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pequeno trecho da raiz principal. As 8 HAA, nas plantas cultivadas com fésforo (P+),
a presenca de glyphosate ainda estava concentrada apenas no sistema radicular. As
24 HAA, a distribuichio de glyphosate foi constatada na planta toda,
independentemente do tratamento (P+ ou P-). Contudo, a intensidade de 14C-
glyphosate foi muito maior nas folhas da planta submetida a auséncia de glyphosate
(P-) (Figura 11).
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Figura 11. Autorradiografias de plantas de Eucalyptus grandis as 1, 4, 8 e 24 horas
apos a aplicacdo radicular de **C-glyphosate. Planta pressionada e seca
a direita e autorradiografias a esquerda.

Experimento Il — transporte de **C-glyphosate em protoplastos

A estratégia utilizada para testar a interacdo entre glyphosate e
transportadores de fosfato foi estudar inicialmente a absorcao isolada de glyphosate
e, em seqguida, o efeito de fosfato como um inibidor competitivo de absor¢céo de
glyhosate.

De um modo geral, a aplicacdo de C-glyphosate em diferentes

concentragdes (0,25; 0,5 e 1 pCi) indicou a rapida absorcdo desse composto (que
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ocorreu em 0,66 minutos). A absorcédo de glyphosate se manteve constante até aos
7,5 minutos, apresentando uma ligeira reducdo no intervalo entre os 7,5 aos 10
minutos, voltando a ser constante até a ultima avaliacdo, aos 25 minutos apos a

aplicacao (Figura 12).
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Figura 12. Transporte e retencéo de **C-glyphosate em protoplastos de Eucalyptus
grandis. As barras verticais representam os valores de desvio padréo da
média.

A aplicacéo de *C- glyphosate com 1 mM de NaH,PO, apresentou resultado
bastante semelhante a aplicacdo de apenas glyphosate, atingindo a saturacdo apos
os 0,66 MAA (Figura 13).

A medida que menores concentracdes de NaH,PO, foram adicionadas ao
meio (concentracdes entre 0,01 e 0,5 mM de NaH,PQ,), a curva de absorcdo e
retencdo de glyphosate foi alterada: o aumento da absor¢céo de glyphosate ocorreu
lentamente, mas durante todo o periodo de incubacéo, e a saturacdo ndo foi mais

atingida (Figura 13).
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Figura 13. Transporte e retencdo de '*C-glyphosate em mistura a NaH,PO, em
protoplastos de Eucalyptus grandis. As barras verticais representam o0s
valores de desvio padrdo da média.

DISCUSSAO

Expressao génica de transportadores de fosfato

Uma arvore filogenética construida com o método neighbor-joining permite, a
partir da distancia entre as diversas sequéncias de aminoacidos, agrupar “vizinhos”
(SAITOU; NEI, 1987). Um par de vizinhos dara origem a um né interno que passara
a representar estas sequéncias.

Nessa arvore filogenética, os comprimentos dos ramos refletem a diversidade
das sequéncias de aminoéacidos. Dessa forma, ramos menores sdo indicativos de
baixa diversidade genética e, consequentemente, grande proximidade evolutiva
entre as espécies comparadas. Nessa pesquisa, a arvore filogenética resultante do
alinhamento das sequéncias de A. thaliana e E. grandis apresentou ramos
relativamente curtos em todos os agrupamentos, revelando assim a proximidade

guanto aos transportadores de fosfato nessas espécies.
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Ja os numeros observados proximos dos nos indicam a porcentagem de
bootstrap, um parametro que reflete a robustez da analise filogenética. De um modo
simples, esse numero é a probabilidade de ocorréncia deste mesmo né interno a
cada 100 réplicas geradas. Os nds presentes entre os “vizinhos” permitem concluir
gue a porcentagem de bootstrap foi de 40,0 a 65,0%. De um modo geral, para cada
100 arvores geradas por esse programa, entre 40,0 e 60,0 vezes esse aminoacidos
foram agrupados dessa mesma forma.

As sequéncias de aminoacidos de E. grandis foram comparadas as de A.
thaliana, uma vez que muitas pesquisas sobre nutricdo estdo focadas neste
organismo. Além disso, essa espécie ndo desenvolve associacdes micorrizicas
(ABEL et al., 2002), as quais poderiam alterar a absorcdo de fosforo. Quando
cultivada sob limitacdo de fésforo, A. thaliana desenvolveu sintomas de deficiéncia
de fésforo classicos, como plantas com pequenas folhas verdes bem escuras, queda
das folhas basais, acimulo de antocianinas, alteracdo no desenvolvimento radicular
e aumento da producdo de enzimas para aquisicdo de fosfato (BATES; LYNCH,
1996).

Os motivos supracitados, bem como a proximidade entre as espécies por
meio da arvore filogenética, fazem de A. thaliana uma espécie comparativa ideal
para esse estudo.

Os transportadores de baixa afinidade (Eg10441414, Eg104435620,
Eg104428000, Eg104426577 e Eg104455373) ndo apresentaram alteracbes em sua
expressdo relativa nas folhas, independentemente da presenca ou auséncia de
fésforo. Embora ndo tenham muitos estudos para esses transportadores, acredita-se
gue eles sejam produzidos constitutivamente e independentemente da situacéo
nutricional das plantas de eucalipto. Esses transportadores sdo muito especificos,
transportando apenas o fosfato “livre” na planta.

O transportador de fosfato Eg104414467, responsavel pelo transporte de
fosfato das raizes para o xilema (de acordo com a proximidade de uma sequéncia de
aminoacidos com essa funcdo em A. thaliana) foi expresso em maior quantidade nas
folhas na presenca de fosforo (P+). Ja nas raizes, a expressdo deste mesmo
transportador foi indiferente aos tratamentos. Em A. thaliana, essa proteina é

conhecida por “PHOL1”, e transportadores dessa “familia” sdo responsaveis por
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transportar fosfato das raizes para o xilema (HAMBURGER et al., 2002;
STEFANOVIC et al., 2007).

Os transportadores EQg104451712 e EQg104448953 apresentaram maior
expressao génica na auséncia de fosforo tanto nas folhas como nas raizes de E.
grandis. Esses transportadores se agruparam aos transportadores de fosfato
inorganico encontrados nas raizes de A. thaliana apenas em condicbes de
deficiéncia de fosforo, também conhecidos como “transportadores PHT1”.

Muchhal, Pardo e Raghothama (1996) afirmaram que a identificacdo e a
analise desses transportadores de alta afinidade sdo pecas importantes na
regulacdo génica a nivel transcricional. A familia de transportadores PHT1 é
responsavel pelo transporte de fosfato pela membrana plasmatica, e pode ser
dividido em nove “membros”. Dentre as varias adapta¢des que as plantas tém para
se adaptar a deficiéncia de fosforo, a modulacdo da expressdo génica dos
transportadores PHT1 ja foi evidenciada em varias pesquisas (MUDGE et al., 2002;
GUO et al., 2008; THIBAUD et al., 2010).

Pesquisas ainda sugerem que a familia de transportadores PHT1 exige a
presenca de um “facilitador” (PHF1) para auxiliar sua saida do reticulo
endoplasmatico e a estabilidade de sua passagem pela membrana plasméatica
(BAYLE et al., 2011).

Os transportadores considerados de alta afinidade (Eg1044145009,
Eg104456106 e Eg104414513) apresentaram maior expressao génica relativa nas
folnas e raizes na auséncia de fésforo (P-). Em A. thaliana, a inducdo de
transportadores de alta afinidade por fosfato em situacfes de deficiéncia de fésforo
tem como o objetivo aumentar a capacidade de influxo de fosfato (LEE, 1993). Por
exemplo, Misson et al. (2005) verificaram que a inducdo desses transportadores
ocorreu apenas 12 horas ap6s o inicio da imposicao da deficiéncia de fosforo.

O conhecimento das proteinas transportadoras de fosfato nas plantas
superiores agruparam essas proteinas em 4 familias, denominadas PHT1, PHT2,
PHT3 e PHT4. Essas familias s@o responsaveis pela aquisicdo e/ou transporte de
fosfato pela membrana plasmatica, cloroplasto, mitocéndria e complexo de Golgi,
respectivamente (CUBERO et al.,, 2009; GUO et al., 2008; MUDGE et al., 2002;
POIRIER; BUCHER, 2002; VERSAW; HARRISON, 2002).
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Alguns pesquisadores identificaram alguns fatores que podem colaborar para
a inducdo de proteinas em situacdo de deficiéncia de fosforo. Um deles, por
exemplo, pode ser traduzido como “resposta a deficiéncia de fosfato” (phosphate
starvation response 1 — PHR1) (RUBIO et al., 2001). No entanto, 0 mecanismo
molecular que regula essa expressao génica diferenciada ainda é pouco conhecido,
e complexo de ser compreendido, uma vez que possivelmente é resultado da
alteracdo de diversas rotas regulatorias na planta (ROUACHED; ARPAT; POIRIER,
2010).

Absorcéo e translocacdo de **C-glyphosate

A absorcgéo de glyphosate (tanto foliar quanto radicular) foi maior nas plantas
submetidas a deficiéncia de fésforo (5 dias).

Nas folhas, o glyphosate € inicialmente absorvido de forma muito rapida pela
cuticula e, em seguida, passa por uma fase de absorcdo simplastica lenta, que é
influenciada por caracteristicas bastante singulares, como espécie da planta alvo,
condicBes ambientais, concentracdo do herbicida, surfatante utilizado e método de
aplicacdo (CASELEY; COUPLAND, 1985; FRANZ et al., 1997; MONQUERO et al.,
2004).

J& a absorcéo radicular de glyphosate é um processo pouco estudado, uma
vez que no momento em que o glyphosate atinge o solo, a tendéncia é que 0 mesmo
seja adsorvido a fracdo coloidal, através de ligacdes similares as do fosfato
inorganico (PRATA et al.,, 2000). Quando o glyphosate encontra-se disponivel na
solucao do solo, é degradado rapidamente por microorganismos a AMPA e CO;
(REGITANO, 2009). Dessa forma, em condi¢cdes de campo, a absorcédo radicular de
glyphosate por plantas seria praticamente nula, justificando a auséncia de pesquisas
nessa area.

Nessa pesquisa, as plantas de eucalipto avaliadas sdo da mesma espécie,
foram originadas do mesmo grupo de sementes, cultivadas e mantidas nas mesmas
condicdes. A aplicacdo de glyphosate também foi realizada da mesma forma
(aplicacéo de uma gota de 1 pL de glyphosate nas folhas ou raizes). Uma vez que a

deficiéncia de fosforo foi a Unica diferenca imposta e por apenas 5 dias, ndo haveria
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tempo suficiente para que as plantas desenvolvessem qualquer modificacdo que
pudesse culminar em alteracbes na absor¢cdo de glyphosate, como mudancas na
composicdo da cera epicuticular foliar (GUIMARAES et al., 2009; HATTERMAN-
VALENTI et al., 2011), por exemplo.

Assim, as diferencas observadas na absorcdo de glyphosate entre os
tratamentos P+ e P- possivelmente podem ser atribuida a transportadores de fosfato
de alta afinidade que atuaram na fase de transporte da membrana plasmatica,
auxiliando na entrada de glyphosate. Denis e Delrot (1993) e Morin et al. (1997)
demonstraram que proteinas transportadoras de fosfato presentes na membrana
plasmatica de Vicia faba e Catharanthus roseus facilitaram a absorcdo de
glyphosate. Esse fato se torna possivel devido a baixa especificidade desse grupo
de transportadores, que em uma situacdo de deficiéncia de fésforo, podem se ligar
ao grupo fosfonato presente no herbicida glyphosate.

Uma vez absorvido, inicia-se a fase de translocacéo de glyphosate no interior
da planta. De um modo geral, a translocacao de glyphosate da parte aérea para as
raizes (no ensaio de absorcdo foliar) e das raizes para a parte aérea (ensaio de
absorcao radicular) foi mais rapida nas plantas do tratamento P-, fato que ficou
bastante evidente nas autorradiografias.

Apés a penetracdo do glyphosate através da cuticula e membrana plasmatica
dos tecidos fotossintetizantes, ocorre a translocacéo desse herbicida no simplasto,
através dos tecidos vasculares, até o sitio de acdo do herbicida (SATICHIVI et al.,
2000). O transporte de glyphosate via floema é bastante conhecido, e ja foi estudado
em vérias espécies (SPRANKLE et al.,, 1975; SCHULTZ; BURNSIDE, 1980;
SCHULTZ; AMRHEIN, 1984; HONEGGER et al., 1986).

Nessa pesquisa, a translocacdo de glyphosate foi muito rapida. Apés a
aplicacao radicular, foi observada a translocacdo de glyphosate por toda a planta em
uma hora (plantas do tratamento P-, ap6s a aplicacdo radicular de glyphosate, por
exemplo). Uma das razdes pela qual o glyphosate € tdo eficiente € sua rapida
distribuicdo no interior das plantas, sabendo-se que seu transporte acontece via
apoplasto e via simplasto (GOTTRUP et al., 1976; JACHETTA et al., 1986). No

simplasto, o movimento do glyphosate através das intercomunica¢cdes do
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protoplasma do parénquima e do floema depende principalmente da habilidade do
herbicida em penetrar a membrana plasmatica (JACHETTA et al., 1986).

Alguns pesquisadores concluiram que essa fase de transporte se da por
absorcdo passiva nao facilitada (GOUGLER; GEIGER, 1981; HONEGGER et al.,
1986; IBAOUI et al.,, 1986). No entanto, dados cinéticos mais detalhados tém
mostrado que o glyphosate pode ser absorvido por transportadores de fosfato da
membrana plasmatica em Vicia faba (DENIS; DELROT, 1993). Hetherington et al.
(1998) ainda concluiram que o glyphosate pode ser transportado por um mediador
ativo facilitando sua absorcdo. E, ainda seguindo esses pesquisadores, esse

mediador € um transportador de fosfato.

Transporte de **C-glyphosate em protoplastos

O terceiro experimento desse capitulo consistiu em estudar o transporte de
glyphosate via membrana plasmatica em protoplastos de Eucalyptus grandis e o
comportamento desse transporte na presenca de uma fonte de fosfato.

A aplicacdo de concentracfes de glyphosate (0,25; 0,5 e 1 uCi) sem a adicéo
de fosfato ao meio resultou em uma absor¢cdo muito rapida de glyphosate, iniciada
cerca de 40 segundos ap0s a aplicacdo. Uma vez que protoplastos sao células sem
a parede celular, o transporte de componentes para o meio intracelular normalmente
€ realizado exclusivamente através da membrana, na qual se encontram o0s
transportadores de fosfato.

Dada a afinidade desses transportadores ao fosfato e a auséncia de uma
fonte de fésforo no meio, provavelmente a rapida absorcdo de glyphosate (transporte
através da membrana) se deva a afinidade dos transportadores pelo fosfanato
presente no herbicida. Por outro lado, a adicdo de fosfato na suspensdo de
protoplastos pode ter ocasionado a saturacdo dos transportadores, ja que outra
forma de fosfato estava disponivel no meio, limitando o transporte do glyphosate.

Independentemente da concentracdo de glyphosate utilizada, a curva de
absorcao apresentou um pico de absorcdo (40 segundos), uma ligeira reducao da

absorcao de glyphosate, seguida por uma fase constante de absor¢éo, que pode ser
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indicativa da saturacdo dos transportadores pelo glyphosate ou do equilibrio se sua
concentracdo entre 0 meio intra e extracelular.

A auséncia de um pico de absorgéo pronunciado possivelmente indicou que a
absorcdo de glyphosate pelos protoplastos — na auséncia de qualquer fonte de
fosfato - ocorreu devido a difusdo simples, fato também observado por Gougle e
Geiger (1981); Ibaoui et al. (1986) e Ruiter e Meinen (1996). A absorcao linear de
glyphosate ja foi anteriormente constatada em protoplastos de Vicia faba em
concentragdes de glyphosate de até 100 uM (DENIS; DELROT, 1993).

A aplicacdo de *C-glyphosate com 1 mM de NaH,PO, apresentou resultado
bastante semelhante a aplicacdo de apenas glyphosate, atingindo a saturacéo logo
apos o pico de absorcdo. Possivelmente, na presenca dessa concentracdo de
fosfato houve a absorcéo preferencial de fosfato, e o glyphosate foi absorvido em
pouca quantidade e secundariamente (sua absorcéo consistiu em torno de 125000
DPM). Uma vez que essa concentracao é relativamente alta para uma suspensao
celular, as células foram supridas continuamente (ao menos ao longo dos 30
minutos avaliados) por fosfato e o transporte ativo de glyphosate nao foi ativado.

A medida que menores concentracdes de NaH,PO, foram adicionadas ao
meio, a curva de absorcdo de glyphosate foi alterada: o aumento da absorcédo de
glyphosate ocorreu em funcao de um maior intervalo de tempo ap6s a aplicacao, e a
saturacdo nao foi mais atingida. Isso provavelmente indicou que, inicialmente, o
fosfato disponivel no meio foi transportado para o interior dos protoplastos, e a
absorcao de glyphosate foi baixa. Com o fim do suprimento de fosfato disponivel no
meio extracelular, o transporte ativo de glyphosate foi iniciado, atingindo diferentes
picos de absorcéo para as distintas doses de NaH;POy,

Outras pesquisas que avaliaram a cinética de absorcdo de glyphosate e
compostos fosfatados evidenciaram que o transporte do componente saturavel do
glyphosate foi competitivamente inibido por fosfato ou acido fosfonoférmico
(HETHERINGTON et al.,, 1998; DENIS; DELROT, 1993), potentes inibidores do
transporte de fosfato também em células animais.

O glyphosate inibiu a absorcdo de fosfato em células isoladas de feijao
(BRECKE; DUKE, 1980). O fosfato de potassio reduziu a absor¢do de glyphosate
por células de batata (MERVOSH; BALKE, 1991).
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O glyphosate foi transportado por transportadores de fosfato da membrana
plasmatica de células de Catharanthus roseus, e esse transporte foi inibido com o
uso de inibidores de enzimas transportadoras de protons, sugerindo que hd um co-
transporte com H* ao longo de um gradiente de potencial gerado pela H-ATPase
(MORIN et al., 1997).

Segundo Fitzgibbon e Braymer (1988), a absorcéao de glyphosate foi induzida
pela deficiéncia de fésforo em Pseudomonas sp. Strain PG2982. Ainda segundo
esses autores, esse fenbmeno pode ser atribuido ao sistema transportador de
fosfato, que tem uma ampla especificidade pelo seu substrato (grupos fosfato).

Os dados obtidos nesta pesquisa, junto com os estudos citados, permitiram
relacionar a absorcdo de glyphosate com os transportadores de fosfato da
membrana plasmética que reconhecem o grupo fosfonato da molécula de
glyphosate. No entanto, o complexo transporte de glyphosate nas plantas ainda néo
€ completamente conhecido. Mesmo o0 conhecimento do transporte de fésforo nas
plantas ainda € limitado, reforgcando a necessidade de mais estudos futuros.

Muitas pesquisas ja indicaram que a absorcdo ativa de glyphosate foi
possivelmente mediada por um transportador de fosfato. No entanto, essa € a
primeira pesquisa onde esse fato foi constatado para uma espécie perene, como o
eucalipto, e diretamente influenciada tanto pelo fésforo (grande parte das areas
florestais sdo cultivada em solos com caréncia desse nutriente) e pelo glyphosate

(herbicida muito utilizado ao longo de todo o ciclo do eucalipto).
CONCLUSOES

Em Eucalyptus grandis, a expresséo génica dos transportadores de fosfato foi
alterada em resposta a deficiéncia de fosforo, e a expresséo de transportadores de
alta afinidade foi incrementada pela deficiéncia desse nutriente. A absorcéo de *C-
glyphosate aplicado via foliar ou radicular foi maior nas plantas submetidas a
deficiéncia de fosforo, e a translocacéo do herbicida foi mais rapida nessas plantas.
O transporte de *C-glyphosate ocorreu de modo mais lento quando NaH,PO, foi

adicionado a suspenséo de protoplastos. Contudo, com a reducdo do conteudo de
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fosfato extracelular, o glyphosate foi transportado para o interior dos protoplastos,

indicando a acéo de transportadores de fosfato de alta afinidade.
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