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RESUMO

O glyphosate, principal herbicida utilizado no mundo, possui amplo espectro de agdo no controle de
plantas daninhas. Sua agdo depende das condicdes ambientais e de caracteristicas fisiolégicas da
espécie a ser controlada. No primeiro estudo buscou-se identificar e quantificar com método
cromatografico e por bioensaio a possibilidade de exsudagdo radicular de glyphosate e acido
aminometilfosfénico (AMPA) pelo eucalipto e os efeitos fisiologicos desse herbicida na planta. O
experimento foi conduzido em ambiente protegido e cultivo hidropénico onde foram testadas as doses de
0, 360, 720, 1080 e 1440 g ha! de glyphosate aplicadas sobre mudas de eucalipto. Também foi
implantado um bioensaio utilizando as amostras da dgua nos vasos em cultivo hidropdnico de Cucurbita
pepo. No segundo experimento buscou-se identificar a exsudacado radicular de glyphosate e AMPA em
Digitaria insularis, os danos morfofisioldgicos causados na espécie e o efeito do sombreamento nesse
processo. O experimento foi em ambiente protegido e cultivo hidropénico. O esquema experimental foi 2
x 5, sendo o primeiro fator representado pelos ambientes de pleno sol e 83% de sombreamento e o
segundo fator pelas doses 0, 370, 740, 1110 e 1480 g ha! de glyphosate. No primeiro estudo aumento
nas doses de glyphosate promoveu aumento linear na intoxicagdo das mudas de eucalipto e reducéo
significativa na producdo de massa seca total e de raizes das plantas. O eucalipto teve a taxa
fotossintética, condutancia estomética e taxa transpiratoria, reduzidas conforme o aumento das doses do
herbicida, com indicativos de recuperacédo na segunda avaliagdo. Ao avaliar a exsudacdao radicular nédo
foi detectada a presenca de AMPA, porém foi possivel quantificar o glyphosate nas concentracdes entre
1,47 e 1,54 ug L pelo método quimico com efeitos sobre o bioindicador, quando da aplicacédo das doses
de 740, 1110 e 1480 g ha' de glyphosate. No segundo experimento o acréscimo nas doses de
glyphosate promoveu aumento na intoxicagdo de D. insularis nos dois ambientes testados, porém as
plantas cultivadas em sombreamento demonstraram maior intoxicagdo na fase inicial. Também houve
reducdo significativa na producéo de biomassa da parte aérea e das raizes independente do ambiente.
O aumento das doses de glyphosate reduziu a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PPSII) e a Taxa
de transporte de elétrons (ETR) independente do ambiente de cultivo. A restricdo luminosa aumentou a
®PSIl em D. insularis aos 3 dias ap0s a aplicagdo do herbicida. O cultivo a pleno sol proporcionou maior
ETR nos dois periodos avaliados. A taxa fotossintética, conduténcia estomatica, taxa transpiratoria e
eficiéncia no uso da agua em D. insularis foram reduzidas de acordo com aumento das doses do
herbicida. A exsudacdo radicular de glyphosate ou AMPA em D. insularis ndo foi detectada,
independente da dose de glyphosate ou do sombreamento. A exsudacdo radicular do glyphosate
acontece no eucalipto, porém ndo do seu principal metabdlico o AMPA. Para D. insularisnem o
glyphosate e nem o AMPA foram exsudados. A disponibilidade de luz no ambiente de cultivo néo
interfere no processo de exsudacéo de glyphosate por D. insularis.

Palavras-chave: Bioensaio. Controle quimico. Manejo de plantas daninhas. Sombreamento. Taxa
fotossintética.



ABSTRACT

Glyphosate, the main herbicide used in the world, has a broad spectrum of action in the control of weeds.
Its action depends on the environmental conditions and physiological characteristics of the species to be
controlled. The first study sought to identify and quantify with a chromatographic method and by bioassay
the possibility of root exudation of glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) by Eucalyptus
and the physiological effects of this herbicide on the plant. The experiment was conducted in a protected
environment and hydroponic cultivation where doses of 0, 360, 720, 1080 and 1440 g ha-1 of glyphosate
applied on Eucalyptus seedlings were tested. A bioassay was also implemented using water samples in
pots in hydroponic cultivation of Cucurbita pepo. The second experiment sought to identify the root
exudation of glyphosate and AMPA in Digitaria insularis, the morphophysiological damage caused to the
species and the effect of shading in this process. The experiment was carried out in a protected
environment and hydroponic cultivation. The experimental design was 2 x 5, the first factor being
represented by the environments of full sun and 83% shading and the second factor by the doses 0, 370,
740, 1110 and 1480 g ha-1 of glyphosate. In the first study, an increase in glyphosate doses promoted a
linear increase in the intoxication of Eucalyptus seedlings and a significant reduction in the production of
total dry mass and plant roots. The Eucalyptus had its photosynthetic rate, stomatal conductance and
transpiration rate reduced as the herbicide doses increased, with signs of recovery in the second
evaluation. When evaluating root exudation, the presence of AMPA was not detected, but it was possible
to quantify glyphosate at concentrations between 1.47 and 1.54 ug L-1 by the chemical method with
effects on the bioindicator, when applying doses of 740, 1110 and 1480 g ha-1 of glyphosate. In the
second experiment, the increase in the doses of glyphosate promoted an increase in the intoxication of D.
insularis in the two environments tested, but the plants grown in shading showed greater intoxication in
the initial phase. There was also a significant reduction in shoot and root biomass production regardless
of the environment. Increasing doses of glyphosate reduced photochemical efficiency of photosystem Il
(®PSII) and electron transport rate (ETR) regardless of the culture environment. Light restriction
increased ®PSII in D. insularis 3 days after herbicide application. Cultivation in full sun provided higher
ETR in both periods evaluated. The photosynthetic rate, stomatal conductance, transpiration rate and
water use efficiency in D. insularis were reduced with increasing herbicide doses. Root exudation of
glyphosate or AMPA in D. insularis was not detected, regardless of glyphosate dose or shading.
Glyphosate root exudation occurs in Eucalyptus, but not its main metabolic AMPA. For D. insularis neither
glyphosate nor AMPA were exuded. The availability of light in the cultivation environment does not
interfere with the glyphosate exudation process by D. insularis.

Keywords: Bioassay. Chemical control. Weed management. Shading. Photosynthetic rate.
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1 INTRODUCAO

As areas destinadas aos principais cultivos no campo vém se tornando limitadas quanto a
expansao territorial, 0 que torna necessario o0 aumento em produtividade. Isso exige intenso uso de
tecnologia e melhora na eficiéncia de manejo nos principais sistemas agricolas.

Uma das maiores dificuldades na agricultura € o manejo de plantas daninhas. Estas, quando nao
controladas de forma correta, podem causar prejuizos produtivos e financeiros. A exigéncia de altas
produtividades e a limitacdo de mao de obra impulsionam cada vez mais o uso de métodos quimicos
para controle de plantas daninhas, o que torna o uso de herbicidas a principal ferramenta para esse
manejo. Produtos a base de glyphosate sdo os principais usados no mundo para esse fim
(KLINGELHOFER et al., 2021). Sua eficiéncia permite ampla utilizagdo em areas agricolas e florestais.

Quando do uso de herbicidas a base de glyphosate, deve-se também levar em conta a presenca
do &cido aminometilfosfonico (AMPA), pois esse composto € o principal metabdlito oriundo da
degradacéo da molécula de glyphosate e possui efeito no metabolismo das plantas e na contaminagéo
ambiental (HEARON et al., 2021). Na maioria das opc¢des de manejo com glyphosate, pouco se leva em
consideragdo a influéncia do ambiente onde esta sendo realizado o controle. Alguns processos que
envolvem a dinamica do herbicida na planta podem ser influenciados também pelo préprio ambiente,
principalmente quanto ao sombreamento (COSTA et al.,, 2020). Em virtude da necessidade de se
conhecer paradmetros biolégicos e fisioldgicos das espécies a serem controladas frente & aplicacdo do
glyphosate, pouco se sabe sobre influéncia da disponibilidade de luz no ambiente, sua relevancia na
acao do herbicida e seu metabdlito primario.

Embora o manejo quimico seja necessario, 0 uso intenso de herbicidas pode promover a
permanéncia e a acumulacdo de suas moléculas no ambiente (HERMANSEN et al.,, 2020) e causar
danos em organismos nao alvo. Esses compostos, quando aplicados nas culturas, podem atingir os
corpos d’agua, através da agua da chuva e de irrigacdo, ou ainda por percolacdo e lixiviagdo no solo.
Tendo em vista o potencial dispersivo e o risco ambiental de alguns desses produtos, se faz necessaria
uma abordagem cuidadosa da dindmica de residuos. Os métodos cromatogréaficos sdo os mais indicados
nesse tipo monitoramento, dada sua seguranca e precisdo. Estudos dessa natureza exigem técnicas
bem estabelecidas e andlises rigorosas para a obten¢éo de dados precisos.

Esse tipo de monitoramento se faz importante, com significativa contribuicdo para a producéo e a
sustentabilidade. Entretanto, por dificuldades técnicas e analises onerosas, ainda se fazem escassos. O
entendimento sobre a acéo do glyphosate na planta pode proporcionar melhores estratégias no manejo e

reducdo de impactos de seu uso no ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a exsudacdo radicular do herbicida glyphosate e de seu metabdlito, o acido
aminometilfosfénico (AMPA), por plantas de eucalipto e Digitaria insularis, bem como o efeito do

sombreamento nesse processo e os efeitos do herbicida sobre a fisiologia das plantas.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar e quantificar, por método cromatografico, a exsudagao radicular de glyphosate e de seu
metabdlito, AMPA, por plantas de Eucalyptus urophylla e de D. insularis, em sistema de hidroponia.

Identificar a exsudacdo de glyphosate por eucalipto, por meio de bioensaio, utilizando como
bioindicador a Cucurbita pepo em sistema hidropénico.

Avaliar o efeito da disponibilidade luminosa no ambiente de cultivo e sua influéncia na eficiéncia de
acédo de doses de glyphosate no manejo de D. insularis.

Avaliar o efeito de doses de glyphosate nos aspectos fisioldgicos de eucalipto e D. insularis.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Glyphosate

O glyphosate é considerado o herbicida mais utilizado no mundo (KLINGELHOFER et al., 2021).
Esse composto é utilizado como dessecante no controle de plantas daninhas em &reas cultivadas, néo
cultivadas e para aplicacées dirigidas em culturas perenes. E um produto sistémico com elevada sorgéo
nos coléides do solo e baixo risco toxicolégico (SILVA et al., 2007; SALGADO et al., 2011; OLIVEIRA JR,
2011; REZENDE-SILVA et al., 2019). A absorcao desse produto pelas plantas ocorre pelas folhas e pela
parte aérea, onde se transloca via vasos do floema, preferencialmente para meristemas e células em
crescimento (SILVA et al., 2007; MACHADO et al., 2010; CARVALHO et al., 2015).

O glyphosate atua na rota do &cido chiquimico, que é uma das principais responsaveis pelo
carbono fixado nas plantas (ORCARAY et al., 2010). Esse herbicida blogueia a via do acido chiquimato
(Dewick, 1995) e suprime a biossintese de metabdlitos importantes, a partir da inibicdo da enzima 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase — EPSPs ( SCHRUBBERS et al., 2014; REZENDE-SILVA et al.,
2019). Ainda assim o glyphosate pode também causar danos secundarios que comprometem atividades
fisiolégicas de algumas espécies (GOMES et al., 2016; SOARES et al., 2020; FREITAS-SILVA et al.,
2020). A inibicdo da enzima EPSPs também ocasiona a reducdo da sintese de produtos provenientes
dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina, triptofano e de diversos metabdlitos secundérios
(SILVA et al.,, 2007; ORCARAY et al., 2010; OLIVEIRA JR, 2011; MAEDA; DUDAREVA, 2012;
CARVALHO et al., 2015).

Aplicacdes do glyphosate em pré-plantio ndo causam danos em plantas cultivadas de forma
posterior. Isso ocorre principalmente em funcdo de sua alta sor¢cdo aos coloides do solo (MEFTAUL et
al., 2020), o que praticamente elimina o efeito residual desse herbicida. A degradacdo da molécula é
influenciada também pelas caracteristicas quimicas do solo, onde o fosforo pode competir com o
glyphosate pelos sitios de sor¢édo no solo (HELANDER et al., 2012).

Uma vez presente na solucdo do solo, os microrganismos atuam de forma direta na degradacgéo
do herbicida, gerando o acido aminometilfosfénico (AMPA), que é o seu principal metabdlito (BERNAL et
al., 2012). O AMPA pode ser considerado mais toxico e persistente que o préprio glyphosate (HEARON
et al., 2021). As propriedades fisico-quimicas do AMPA apresentam semelhang¢as com o glyphosate:
ambos possuem alta solubilidade em meio aquoso e pouca em solventes organicos. O glyphosate e 0
AMPA sao compostos polares, caracteristica que lhes permitem ficar retidos em argila e compostos
organicos (MEFTAUL et al., 2020). Entretanto, a alta solubilidade em &gua facilita o escoamento

superficial e a dispersédo do herbicida do local de aplica¢éo (PIRIYAPITTAYA et al., 2008).

3.2 Efeito das condi¢cdes ambientais na acao dos herbicidas nas plantas

A dinamica de herbicidas no solo e nas plantas é influenciada pelo efeito de controle ou de
tolerancia das plantas e pode resultar em impactos ambientais e inviabilidade financeira de cultivos.
Quando uma molécula herbicida é utilizada da maneira correta e principalmente na dose adequada, seu

efeito condiciona-se principalmente ao tecido vegetal. Por outro lado, quando em uso excessivo, além da


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1470160X20301837#b0375
javascript:;
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1470160X20301837#b0390
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1470160X20301837#b0375
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1470160X20301837#b0375
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dose necessaria para causar efeito na planta, existe um excedente que pode ndo ser metabolizado e ter
como destino o solo ou até os recursos hidricos (GUNARATHNA et al., 2018; AVIGLIANO et al., 2015).

As plantas possuem mecanismos capazes de gerar defesas da agdo toxica das moléculas (GE et
al., 2010) e podem até liberar as moléculas no ambiente, como no processo de exsudagdo radicular
(MACHADO et al., 2009; TUFFI SANTOS et al., 2005). Entretanto, esse processo condiciona-se nao
apenas ao mecanismo de defesa vegetal, mas também a molécula herbicida.

O processo de exsudacéao radicular consiste na eliminacdo de moléculas organicas e inorganicas
via raiz (GHANIZADEH; HARRINGTON, 2017) e se mostra dependente da espécie quanto as suas
caracteristicas fisioloégicas. Na literatura, esse processo foi apontado em algumas espécies como um
mecanismo que proporciona menor suscetibilidade a herbicidas (JUGULAM et al., 2013, ROJANO
DELGADO et al., 2019). A exsudacéo radicular de glyphosate, inclusive, ja foi verificada para Urochloa
brizantha (VITI et al., 2019) e Urochloa decumbems (TUFFI SANTOS et al., 2005), porém ainda nao foi
confirmada a relacdo com a tolerancia das espécies para esse herbicida. Além disso, ainda ndo se sabe
sobre a influéncia do ambiente no mecanismo de exsudacdao radicular de herbicidas.

Mudancas na luminosidade podem alterar as caracteristicas de desenvolvimento das plantas,
influenciando diretamente sua morfofisiologia e seu desenvolvimento (LI et al., 2019). Essas alteracfes
na disponibilidade de luz podem ocorrer em cultivos florestais, sistemas integrados de producéo,
pomares e cultivos, como sorgo e milho. Dessa forma, as plantas adaptam-se e desenvolvem
mecanismos para melhorarem a eficiéncia de captacdo de recursos (FENG et al.,, 2019; TAIZ et al.,
2017). Mudangas na anatomia ja foram constatadas em experimentos em que plantas cultivadas em
ambientes sombreados apresentaram aumento na area foliar, deposicdo de cutina e ceras nas folhas
(COSTA et al., 2020), mudangas na densidade de estdmatos (TAIZ et al., 2017) e alteracdes na taxa
fotossintética (FENG et al., 2019). Também podem ocorrer alteracdes na estrutura de tecidos, como no
parénquima palicadico (QUEIROZ-VOLTAN et al. 2011).

A capacidade das plantas de se adaptarem a diferentes ambientes ocorre, entdo, devido as
alteracdes na anatomia e na fisiologia, que |hes conferem diferentes respostas em relacdo a
luminosidade. Assim, o sombreamento imposto sobre as plantas implica diretamente na eficiéncia do
controle quimico (SANTOS JUNIOR et al., 2019; BRANT et al., 2018).

A cuticula € a camada mais externa presente na superficie foliar, atuando contra a perda
excessiva de agua e como uma barreira que atua contra a penetracdo de compostos externos nas folhas
(TAIZ et al., 2017). Porém, varios fatores, como ambiente, exposi¢do a luminosidade, idade e espécie da
planta, influenciam na composicéo quimica e na espessura da cuticula, afetando diretamente o controle
final, quando do uso de herbicidas (SILVA, 2007).

Dessa forma, o sombreamento pode promover redu¢cédo na espessura da lamina foliar das plantas
(SANTOS et al., 2015). Essas modificagbes podem reduzir a barreira de entrada dos herbicidas e facilitar
a penetracao e absorcdo nas folhas, o que pode tornar as plantas mais sensiveis a acdo dos herbicidas
(COSTA et al.,, 2020; SANTOS et al., 2015). Esse efeito ja foi constatado quando do uso de glyphosate
em plantas sombreadas, em que foi possivel reduzir a dose e manter o efeito de controle (SANTOS
JUNIOR et al., 2013; COSTA et al., 2018; COSTA et al., 2020).

Embora o sombreamento possa facilitar a penetragédo de herbicidas, a maior disponibilidade de luz

no ambiente de cultivo melhora a translocacgdo do herbicida na planta (MOTA et al., 2020). Dessa forma,
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as condicdes de restricdo luminosa podem interferir no tempo de acédo de herbicidas ou até mesmo na
eficiéncia de controle. Porém essas alteracdes se mostram dependentes da espécie e das condicbes de

cultivos.

3.3 Eucalipto

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e compreende mais de 700 espécies, com
origem principalmente na Australia (BROOKER, 2003; OECD, 2014). Com o aumento populacional, a
demanda mundial de madeira para os diversos fins é cada vez maior. Por isso, os cultivos florestais,
principalmente de eucalipto, sdo importantes para suprir a demanda de madeira no mundo e reduzir o
uso de florestas nativas (BAUHUS et al., 2010; VIDAL et al., 2015). Com a necessidade de aumentar a
producdo, as empresas e produtores buscam métodos mais eficientes de manejo. O eucalipto &
considerado a espécie florestal mais plantada no Brasil (IBA, 2019). Com grande representatividade em
nivel mundial, caracteriza-se por altas densidades de plantio e baixos periodos de rotagdo (FERRAZ
FILHO et al., 2014), o que é fundamental para altas produtividades.

No cultivo florestal, o controle de plantas daninhas influencia diretamente na produtividade final, e
esse é feito, em grande parte, com a aplicacdo dirigida de glyphosate, que é muito utilizado
principalmente pela boa eficiéncia de controle e menor custo em relagdo a outros produtos. O manejo
quimico nas florestas plantadas € importante principalmente nos primeiros anos de cultivo, visto que,
apos o fechamento do dossel, a cultura tende a se sobressair (TUFFI SANTOS et al., 2006; COSTA et
al., 2012).

De acordo com o0 manejo adotado, apés o término de um ciclo de cultivo, pode ser realizada uma
nova implantagdo de mudas na mesma area, 0 que torna importante o controle das brotagdes do cultivo
anterior. Em grande parte, esse controle é feito com o uso de glyphosate (TUFFI SANTOS et al., 2006).
ApoOs o corte da madeira, ocorre a emissao de novas brotagbes nas cepas remanescentes do eucalipto
(MELLO et al., 2007; FERRAZ FILHO et al., 2014; ROCHA et al., 2018). Isso ocorre devido a presenca
de gemas, brotos epicérmicos e lignotubers na regido cambial (CLARKE et al., 2013).

As brotacdes da cultura podem ser conduzidas para outro ciclo de produgcdo das &rvores, o
chamado sistema de talhadia (FERRAZ FILHO et al., 2014; ROCHA et al., 2018). Entretanto, muitas
brotacdes indesejadas no proprio eucalipto precisam ser controladas, para favorecer o crescimento dos
brotos selecionados para conducado. Dessa forma, o glyphosate torna-se necessario tanto para a reforma

do plantio quanto para a conducéo por talhadia.

3.4 Digitaria insularis

A D. insularis é uma das principais plantas daninhas presentes em culturas anuais e perenes, e se
faz muito comum em boa parte do territdrio da América do Sul (LOPEZ OVEJERO et al., 2017). Essa
espécie tem se tornado um dos principais problemas para grandes cultivos, como soja e milho no Brasil.
Conhecida popularmente como capim-amargoso, € uma graminea que pertence a familia Poaceae.

D. insularis pode se reproduzir por sementes e por partes vegetativas. Suas sementes séo leves e

pilosas, o que facilita a dispersdo e a perpetuacao da espécie (CORREIA; ACRA; BALIEIRO, 2015).
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Quando dispersas, suas sementes podem germinar em ampla faixa de temperatura e luminosidade.
Essa germinacao também é dependente do local de origem de cada genétipo (MENDONCA et al., 2014).
O capim amargoso também pode se reproduzir através da formagéo de rizomas, o que dificulta ainda
mais seu manejo (ZOBIOLE et al., 2016).

O crescimento inicial da D. insularis € lento quando comparado a outras gramineas (MACHADO et
al., 2006), caracteristica que deve ser levada em consideragdo no manejo, uma vez que a competicao
entre plantas daninhas e a prépria cultura na fase inicial é fundamental para o estabelecimento na area.
Uma vez que ocorre o fechamento do dossel das culturas, ocorre desvantagem competitiva de plantas
com crescimento inicial lento, como D. insularis, pela limitacdo de luz e demais recursos. Além disso,
quando sombreada, por se tratar de uma planta C4, ocorre desvantagem competitiva em relagédo a
outras espécies (MACHADO et al., 2006).

Quando em altas populagBes, a interferéncia de D. insularis pode reduzir a produtividade em até
80% (GAZZIERO et al., 2019). A forma mais utilizada para o manejo de D. insularis € o uso de
glyphosate, principalmente em culturas transgénicas resistentes a esse herbicida. Entretanto, o manejo
para o controle de D. insularis estd se tornando mais dificil e oneroso, em funcdo do surgimento de
individuos com menor susceptibilidade a esse herbicida (LOPEZ OVEJERO et al., 2017).

D. insularis, por ser uma planta de rapida disseminacao e estabelecimento, leva a necessidade de
aplicacBes frequentes de glyphosate, o que tem selecionado bidtipos menos suscetiveis dessa espécie
(TAKANO et al., 2020). Sabe-se que essa menor suscetibilidade da espécie ao glyphosate esta
relacionada a mutagcfes genéticas (GALEANO et al.,2016; SOARES et al., 2020). No entanto, este pode
ndo ser o Unico fator envolvido, uma vez que as plantas podem desenvolver diversos mecanismos de
defesa a agdo dos herbicidas, relacionados a adaptacdes morfofisiolégicas (POWLES e YU, 2010;
COSTA et al., 2020).

A dificuldade para elucidar os mecanismos que conferem menor suscetibilidade dessa espécie ao
glyphosate esta relacionada também a alta variabilidade genética de D. insularis, devido a alta taxa de
polimorfismo e, portanto, dissimilaridade entre os biétipos (MARTINS et al., 2016). Por se tratar de uma
espécie de fecundacao cruzada, existe grande variagdo genética. Essa caracteristica permite que alguns
individuos cultivados em diferentes condi¢cdes possam adquirir caracteristicas especificas, o que pode

influenciar na suscetibilidade a herbicidas a base de ao glyphosate.

3.5 Analise cromatografica de glyphosate

A busca por limites de quantificacdo cada vez menores é possivel pelo desenvolvimento de
métodos de extragio e detecgio cada vez mais sensiveis (KUSTER; ALDA, BARCELO, 2006). A anélise
de defensivos pode ser realizada tanto pelo emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CHIARELLO et al., 2017), como pela cromatografia gasosa (CRUZEIRO et al., 2016; MARTINS et al.,
2014).

O método mais adequado relaciona-se com a caracteristica quimica dos residuos a serem
detectados. Quando as moléculas em estudo séo volateis, pode-se optar pela cromatografia gasosa, que

geralmente € uma técnica menos onerosa. No caso da deteccdo em que a molécula do principio ativo


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048357519305292?via%3Dihub#bb0160
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nao é volatil ou ndo pode ser derivatizada, faz-se o emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (ASENSIO-RAMOS et al., 2011).

O avanco dessa técnica esta na possibilidade de acoplar o detector de espectro de massas ao
cromatografo. Esse detector permite a identificacdo precisa do residuo, pela fragmentacdo e
comparacdo do peso molecular. Seu uso inicial foi em fase gasosa e, em evolugdo, recentemente
emprega-se a técnica em fase liquida (CHIARELLO et al., 2017). Outra técnica que, em conjunto com a
cromatografia, potencializa as deteccdes é o espectrometro de massa com plasma indutivamente
acoplado. O denominado ICP-MS proporciona alta sensibilidade e especificidade e se tornou importante
ferramenta para a deteccédo de agroquimicos (POPP; HANN; KOELLENSPERGER, 2010).

Os métodos analiticos especificos para o glyphosate e AMPA tendem a utilizar a etapa de
derivatizacdo. Porém, caso essa etapa seja evitada, € possivel reduzir os custos das analises. O
glyphosate e o AMPA, na maioria dos estudos, sdo analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, que pode estar acoplada a diferentes detectores. Entre eles, 0s mais comuns sdo o de
fluorescéncia (AVIGLIANO et al., 2015), espectrometria de massas (BERMAN et al., 2018;
GUNARATHNA et al., 2018) e espectrdmetro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
(KAZUI; SETO; INOUE, 2014).

Nas mais diversas matrizes ambientais propensas a receber moléculas de agrotdxicos, 0s corpos
de 4gua sdo os mais importantes acumuladores finais de residuos, principalmente em agrossistemas
com grande rede hidrogréfica e alta intensidade de uso com pulverizagdo agricola (LEU et al., 2004;
MURRAY et al.,, 2010). No caso da detec¢do em corpos hidricos, muitos componentes ou residuos
presentes na agua podem mascarar os resultados. Para minimizar esse problema, podem ser utilizados
filtros que proporcionam maior pureza do analito durante a corrida (SANTOS et al., 2013).

Alguns produtos quando langados no ambiente podem ser prontamente inativados ou rapidamente
degradados. Nesse sentido, 0 monitoramento de residuos é dificultado no caso de produtos com alta
taxa de adsor¢do ao solo, como o glyphosate (MEFTAUL et al.,, 2020). Porém, esse produto ja foi
detectado em laminas de agua em lavouras de arroz, em limites acima do recomendado pela USEPA
(MATTOS et al.,2002). Esse herbicida também ja foi extraido em plantas, como soja e milho, e
quantificado pela técnica de cromatografia liquida (CHAMKASEM ; HARMON, 2016).

O desenvolvimento e o acesso da comunidade cientifica aos meios de analises contribuem para
avancos na produtividade agricola, e com seguran¢a quanto ao risco ambiental de certos produtos, tanto

para a seguranca do consumidor quanto para protecédo do meio ambiente.

3.6 Monitoramento do glyphosate no ambiente

Entre as classes de defensivos, os herbicidas destacam-se pela grande comercializagédo, sendo o
glyphosate o principal destaque (KLINGELHOFER et al., 2021), com ampla utilizacdo em diversas
culturas. Esse uso continuo pode contaminar corpos d’agua, com maior potencialidade de risco para
produtos utilizados em culturas préximas dos recursos hidricos (LAINI et al.,, 2012). Em algumas
situagfes, também é possivel que produtos moveis no solo possam lixiviar e atingir guas subterraneas
(CLOSE et al., 2003). Mesmo quando um composto possui baixa mobilidade no solo, como o glyphosate,

este ainda pode causar impactos através do escoamento superficial. Tal fenbmeno caracteriza-se pelo



16

transporte do herbicida adsorvido as particulas do solo (SAUNDERS e PEZESHKI, 2015; MEFTAUL et
al., 2020), ou até mesmo quando esse é liberado em camadas mais profundas de solo, via mecanismos
como a exsudacdo radicular.

A biodegradacdo de moléculas quimicas no solo € um processo natural que pode reduzir a
concentracao dessas substancias quimicas no ambiente. Porém, para que os produtos sejam expostos a
acdo de microrganismos, eles devem estar associados ao solo e a seus constituintes (GAULTIER et al.,
2008). Dessa forma o processo de sorcdo pode indisponibilizar os pesticidas da solucéo do solo, mas
também dificultar sua biodegradacao. Na dinamica de moléculas quimicas no solo, a sor¢cao nao significa
reducdo total do risco ambiental. Alguns produtos podem aderir aos coléides do solo e ainda
permanecerem ativos (VIEIRA et al., 1999).

Os processos de adsorcdo, decomposicdo, degradacdo, deriva, volatilizacdo, lixiviacdo,
escoamento superficial e exsudacédo radicular ndo podem ser analisados separadamente. As interacdes
desses processos sdo complexas; porém resultam na dindmica de cada produto no solo et al., 2012).
Areas mais susceptiveis & contaminagao relacionam-se com valores minimos de profundidade do lencol
freatico, teor de carbono organico do solo e fluxo hidrico (MINGOTI et al., 2016). Assim, caracteristicas
intrinsecas de cada regido determinam a dinamica dos produtos utilizados e, na maioria das vezes, 0
destino final dos compostos é o recurso hidrico (ARIAS et al., 2007).

A passagem de moléculas de defensivo dos ecossistemas terrestres aos aquéticos ocorre,
sobretudo, em locais com pulverizagdes constantes. Algumas dessas &reas séo sujeitas a degradacao,
com altas taxas de eroséo do solo e reducdo da matéria organica na camada superficial, o que favorece
ainda mais esse transporte (MORAES et al., 2016). A contaminagdo ambiental oriunda da atividade
agricola é, portanto, considerada do tipo difusa (DORES et al.,, 2009), o que pode dificultar o
monitoramento e consequentemente o controle.

A gqualidade da agua é medida por limites preestabelecidos por diversos 6rgdos. A agéncia de
protecdo ambiental dos Estados Unidos estabelece niveis de residuo permitidos em agua nesse pais.
Seus indices sdo adotados por muitos outros paises. Esses niveis sdo estipulados em funcdo de testes
toxicolégicos e ocorréncia da molécula nos recursos hidricos. No caso do herbicida glyphosate, o limite
maximo permitido em agua potavel nos Estados Unidos é de 700 pg L1 (USEPA, 2011). Na legislagdo
europeia, o limite maximo toleravel é de 0,1 ug L* (BORGGAARD; GIMSING, 2008).
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4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1 - Exsudacéo radicular de glyphosate em eucalipto

Este artigo foi elaborado conforme normas da Revista Ecotoxicology and Environmental Safety.
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Exsudacéo radicular de glyphosate em eucalipto

RESUMO

O herbicida glyphosate destaca-se no manejo do eucalipto, o que faz importante conhecer seu
comportamento e efeitos na planta, bem como possiveis impactos ambientais. O objetivo deste estudo
foi identificar e quantificar com método cromatografico e com método biolégico a possibilidade de
exsudacdo radicular de glyphosatee do acido aminometilfosfénico (AMPA) pelo eucalipto. Foram
testadas as doses de 0, 360, 720, 1080 e 1440 g ha! de glyphosate aplicadas sobre mudas de eucalipto.
Foi realizada avaliacao fisiol6gica, aos 5 e 10 dias apés a aplicacdo do herbicida (DAH) e intoxicacao
aos 12 DAH. Aos 6 DAH amostra de agua remanescente dos vasos foram usadas para quantificacdo
guimica da exsudacao radicular de glyphosate e AMPA em cromatografia liquida de alta eficiéncia. Aos
10 DAH amostras da agua nos vasos foram usadas no bioensaio com cultivo de abdbora (Cucurbita
pepo), em sistema hidropdnico, para deteccdo da exsudac¢do do herbicida. O aumento das doses de
glyphosate promoveu crescimento linear na intoxicacdo das mudas de eucalipto e redugéo significativa
na producdo de massa seca total e de raizes das plantas. As plantas de eucalipto tiveram suas taxas
fotossintética, transpiratéria e condutancia estomatica reduzidas conforme o aumento das doses do
herbicida. A exsudacéo radicular de AMPA n&o foi detectada, porém foi possivel quantificara presenca
de glyphosate pelo método quimico nas doses de 740, 1110 e 1480 g ha! de glyphosate, com
concentracdes entre 1,47 e 1,54 ug L1. Também foi possivel identificar o efeito do glyphosate exsudado
através do biensaio. A exsudacao radicular de glyphosate pelo eucalipto pode resultar em menor agéo

do herbicida no controle das plantas e causar contaminacao de camadas mais profundas do solo.

Palavra-chaves: Cromatografia liquida. Bioensaio. Taxa fotossintética. Hormese. Acido
aminometilfosfénico.
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Root exudation of glyphosate in Eucalyptus

ABSTRACT

The herbicide glyphosate stands out in the management of Eucalyptus, which makes it important to know
its behavior and effects on the plant, as well as possible environmental impacts. The aim of this study
was to identify and quantify with chromatographic and biological methods the possibility of root exudation
of glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) by Eucalyptus. They were tested as doses of 0,
360, 720, 1080 and 1440 g ha-1 of glyphosate applied to Eucalyptus seedlings. Physiological evaluation
was performed at 5 and 10 days after herbicide application (DAH) and intoxication at 12 DAH. At 6 DAH
samples of water remaining from the pots were used for chemical quantification of root exudate of
glyphosate and AMPA in high performance liquid chromatography. At 10 DAH, the water in the pots was
used in a bioassay with squash (Cucurbita pepo) cultivation in a hydroponic system to detect herbicide
exudation. The increase in the doses of glyphosate promoted linear growth in the intoxication of
Eucalyptus seedlings and reduced production of total dry mass and plant roots. The Eucalyptus plants
had their photosynthetic, transpiratory and stomatal conductance rates reduced as the herbicide doses
increased. AMPA root exudation was not detected, but it was possible to quantify the presence of
glyphosate by chemical method at doses of 740, 1110 and 1480 g ha-1 of glyphosate, with due between
1.47 and 1.54 ug L-1. It was also possible to identify the effect of the exuded glyphosate through the
bioassay. The root exudation of glyphosate by eucalyptus can result in lesser action of the herbicide in

plant control and cause contamination of deeper soil layers.

Keywords: Liquid chromatography. Bioassay. Photosynthetic rate. Hormeses. Aminomethylphosphonic
acid.
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1 Introducéo

A manutencdo de altas produtividades nas florestas plantadas de eucalipto necessita de um
correto manejo de plantas daninhas e das brotagfes indesejadas dessa espécie florestal. As espécies do
género Eucalyptus apresentam capacidade de emitir brotagdes (Mello et al., 2007; Ferraz Filho et al.,
2014) devido a presenca de gemas, brotos epicérmicos e lignotubers na casca e na regido cambial (Little
e Eccles, 2000; Clarke et al., 2013) que favorecem a emisséo de novas brotacdes apds distlrbios, como
0 préprio corte das arvores (Burrows, 2013; Clarke et al., 2013).

ApGs o corte raso da floresta, o talh&o podera ser destinado a outro ciclo de cultivo, por sistemas
de conducéo das brotagBes, a uma nova implantacéo de eucalipto ou mesmo a outra atividade agricola.
Com a escolha da conduc¢éo das brotacdes, algumas brotac6es indesejadas devem ser controladas de
acordo com a finalidade da madeira (Ferraz Filho et al., 2014). No caso da reimplantagdo com outros
plantios ou destinagdo da &rea para outras atividades, também h& a necessidade de controle das
brotagfes do eucalipto.

Na eucaliptocultura, o controle de plantas daninhas e de brotagfes indesejadas € realizado
principalmente com uso de herbicidas. Porém, o uso intensivo desses produtos favorece a selecdo de
biétipos de plantas daninhas resistentes e tolerantes (Carpejani e Oliveira Jr, 2013). Isso proporciona o
uso de doses mais elevadas, aumentando, assim, o custo e o risco de contaminag&o ambiental.

O herbicida glyphosate destaca-se entre os produtos utilizados para esse manejo por ser um
produto sistémico, ndo seletivo, que controla amplo numero de espécies (Romagnoli e Manzione, 2018)
e apresenta baixo custo em comparacao a outros produtos. O glyphosate é translocado para toda planta,
atingindo raizes, rizomas e caules, e nas regiées meristematicas (Castro et al., 2016). Relacionado ao
mecanismo de defesa das plantas, estdo varias adaptacdes fisiologicas e metabdlicas que podem
resultar em fendbmenos como a exsudacao radicular do produto, fato ja estudado em outras espécies
com braquiaria (Viti et al., 2019). O principal produto do metabolismo do glyphosate nas plantas é o acido
de aminometilfosfénico (AMPA), que é considerado mais téxico e persistente que o proprio herbicida
(Hearon et al., 2021). A exsudacgdo do glyphosate e do AMPA por plantas tratadas pode resultar na
reducdo do efeito do produto no controle de plantas indesejadas e, por outro lado, aumentar os riscos de
contaminagdo ambiental. Na literatura, os estudos sobre a exsudacdo de glyphosate e do AMPA sé&o
escassos, sobretudo com a identificacdo e a quantificacdo precisa das moléculas pela cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Dessa forma, o objetivo deste estudo é identificar e quantificar, de forma precisa, com método
cromatografico, e confirmar, com método bioldgico, a possibilidade de exsudacao radicular de glyphosate

pelo eucalipto e avaliar o efeito do herbicida na fisiologia da planta.

2 Material e métodos

2.1 CondicBes experimentais

O experimento foi realizado no Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG (16°40'59,22” S;
43°50'18,31” O; 650 m), localizado no municipio de Montes Claros, Minas, Gerais, Brasil. O clima da

regido é classificado, segundo Kdppen, como Aw, tropical com inverno seco.
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O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, sendo testadas cinco doses
de glyphosate (0, 1, 2, 3, 4 L hal) do produto comercial, correspondentes a 0, 360, 720, 1080 e 1440 g
ha! de glyphosate, aplicadas sobre mudas de Eucaliptus urophylla, em quatro repeticdes. O experimento

foi conduzido em ambiente protegido e em sistema hidropénico (Fig.1).

Ogha'de 360gha'de 720gha’'de 1080 gha'de 1440 gha'de
glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate

Matéria Seca

1,5 L de 4gua em cada vaso
0
_<.'U=
P
o
o

@ Bioensaio para detec¢do de glyphosate (10 DAA)

DAA - Dias Apos Aplicagdo 5 )

AMPA - Acido aminometilfosfonico Matéria Seca

Fig. 1. Representagdo esguematica da metodologia com o cultivo de mudas de eucalipto e o bioensaio com
Cucurbita pepo

Mudas de eucalipto foram adquiridas do viveiro clonal da empresa Vallourec, caracterizadas
como clones de Eucaliptos urophylla, com altura média de 29,6 cm. As mudas foram lavadas
cuidadosamente com &gua destilada, para retirada do substrato presente nas raizes. Apds esse
processo, as mudas foram levadas para cultivo em sistema hidropdnico, mantidas em vasos plasticos
com volume de 3,5 dm?3 vaso! e sistema de oxigenacao artificial. As mudas permaneceram no sistema
de cultivo hidropbnico por 34 dias, sendo que, nos primeiros 22 dias de cultivo, foi utilizada solucao
nutritiva de Hoagland modificada (Hoagland e Arnon, 1950) e, nos 12 Ultimos dias de cultivo, agua
deionizada (Fig.1).

ApOs 22 dias de cultivo em solugdo nutritiva, foi realizada a aplicagdo do glyphosate nas mudas

de eucalipto. Para isso, os vasos foram retirados do sistema de oxigenacéo e levados para local aberto
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para realizar a aplicacdo do herbicida. Uma estrutura plastica foi utilizada para isolar as raizes e a
solucdo nutritiva da parte area da planta, para evitar contaminacdo durante a aplicacdo. A calda
contendo o glyphosate foi aplicada na parte aérea das mudas de eucalipto, por meio de pulverizador
costal pressurizado a CO?, com ponta modelo Teejet 11002 e pressao constante a 250 kPa. O volume
calibrado de calda foi de 165 L hal. Decorrido 2 horas apés a aplicagdo, com a completa secagem da
calda aplicada, houve a retirada da protecao plastica e os vasos foram novamente levados ao sistema de
aeracao. Apo6s a aplicacao do herbicida, a solucao nutritiva dos vasos foi totalmente substituida por agua
deionizada, em que as mudas de eucalipto permaneceram até o final do experimento. A substituicdo foi

realizada para evitar interferéncias na deteccao do glyphosate e do AMPA.

2.2 Analises de intoxicagédo e de trocas gasosas no eucalipto sob efeito do glyphosate

Foi realizada avaliacao visual de intoxicacdo, considerando-se a parte aérea, aos 12 dias apos a
aplicacdo do herbicida (DAH) glyphosate, adotando-se a escala de 0 a 100% para os sintomas de
intoxicagdo, em que 0% ¢é a inexisténcia de efeitos toxicos provocados pelo herbicida e 100% a morte
total dos tecidos vegetais (Ewrc, 1994).

A fisiologia das plantas foi avaliada na terceira folha totalmente expandida aos 5 e 10 DAH, no
periodo da manhd, para se evitar o maximo possivel as alteracdes climaticas. A determinacédo de taxa
fotossintética (umol CO2 m™2 s™1), condutancia estomatica ao vapor de agua (mol H20 m=2 s71), taxa
transpiratoria (umol H20 m=2 s71) e concentragdo do carbono interno foi feita utilizando-se o analisador de
gas no infravermelho (IRGA, model LI-6400xtr, LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA), que determina as
trocas gasosas foliares a partir das variacdes de CO2 e da umidade relativa no interior da camara do

aparelho.

2.3 Analise de exsudacéo radicular de glyphosate e AMPA

Aos 6 DAH, coletou-se 100 mL da agua com o intuito de analisar a exsudacdo radicular de
glyphosate e AMPA por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao ICP-MS/MS, segundo
metodologia de Tiago et al. (2020) (Fig.1).

Para determinacdo quimica, utilizaram-se padrdes analiticos de glyphosate (99,2 % m/m) e
AMPA (99,0 % m/m) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Solu¢bes estoque de glyphosate e AMPA
foram preparadas na concentragédo de 500 mg L' em &gua ultrapura, obtida pelo sistema Milli-Q (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha) e solucdes de trabalho nas concentracGes de 25 mg L-1. Além dos
padrdes utilizaram-se os reagentes acetato de aménio (65% m/m), metanol (grau HPLC), hidroxido de
tetrabutilamonio e solucéo de acido acético (49% m/v), todos obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), &cido cloridrico P.A, da Anidrol, (Diadema, S&o Paulo) e Hidroxido de s6dio P.A, da Dinamica
(Indaiatuba, Sao Paulo).

Na deteccdo, foi utilizado um sistema hifenado, composto por um modulo de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (modelo 1260 Infinity Series, Agilent Technologies, Alemanha) e de um

espectrobmetro de massas triplo quadrupolo com plasma indutivamente acoplado modelo 8800® (Agilent
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Technologies, Hachioji, Japao). Para a separacao do glyphosate e AMPA, utilizou-se uma coluna
analitica ZORBAX SB-C8 (4.6 x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies, CA, Estados Unidos).

2.4 Método de extracéo

Utilizou-se uma coluna de vidro (20 cm X 1,5 cm de didmetro interno), empacotada com 1 g de
resina trocadora de anions. Em seguida, a resina foi condicionada com 10,0 mL de agua ultrapura, a
uma vazéo de 0,5 mL min-1, para a retirada do excesso de ions cloreto. Adicionou-se solucdo de NaOH a
1,0 mol L até em 100 mL de amostra, até obter pH 10,5 e, posteriormente, a solucdo obtida foi eluida
em coluna contendo a resina, a uma vazao de 0,5 mL min-l. Os analitos retidos na resina foram eluidos
com 10 mL de agua ultrapura, seguidos de 30,0 mL de solucéo de HCI a 6,0 mol L1, com vazao de 0,5
mL min-1. Logo ap@s, o eluato coletado foi concentrado sob aquecimento em banho-maria com glicerina
(60 °C), sob fluxo de ar continuo. O extrato concentrado foi ressuspendido em 400 pL com a fase movel
e injetado no HPLC-ICP-MS/MS.

2.5 Especiacéo do fésforo na andlise de glyphosate e AMPA por HPLC-ICP-MS/MS

Foram submetidas a analises solu¢des padrdo do herbicida glyphosate e do AMPA, dos extratos
brancos e fortificados obtidos a partir da extracdo das amostras de agua. Para a deteccdo e a
guantificacdo dos analitos, foi monitorado o fésforo presente nas moléculas desses compostos e
calculada a concentragéo final de glyphosate ou AMPA.

As condi¢Bes de andlise adotadas consistiram em coluna analitica ZORBAX SB-C8 (4,6 x 150
mm, 5 um), volume de injecdo de 50 pL, fase mébvel composta de solucdo de 50 mM &cido
acético/acetato de aménio: 5 mM tetrabutilamdnio: 1% metanol com pH = 4,7, fluxo de 1,0 mL min-t com

eluicdo isocratica. As condicdes de operacédo do ICP-MS/MS estéo apresentadas na Tabela 1.

Tab 1. Condi¢Bes de operacao otimizadas do ICP-MS/MS

Parametros ICP-MS/MS

Radiofrequéncia 1600 W
Fluxo do géas de plasma 15 L mint
Fluxo do gés carreador 1,0 L mint?
Fluxo do gas de Makeup 2,0 L mint
Profundidade de amostragem 3mm

Nebulizador Concéntrico
Cémara de nebulizacdo Duplo-passo
Cones de amostragem e skimmer Niquel

Massas monitoradas

Q1 (m/z 3'P) e Q2 (m/z 47 31P 160 *)

Dwell time 0,1 s por isétopo
Sistema de reacéo octopolar 02
Fluxo do gés de reagdo 1,5 L min?
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2.6 Bioensaio para deteccao do glyphosate

Aos 10 dias apOs a aplicacdo do herbicida sobre as mudas de eucalipto, também foram
coletadas amostras da agua presente nos vasos, para realizar o bioensaio e determinar a presenca do
glyphosate. Foi coletado o volume de 1,5 L de agua em cada vaso, e com esse volume foi montado um
novo sistema hidropdnico, com oxigenacéo artificial para o cultivo de abdbora (Cucurbita pepo), utilizada
como espécie bioindicadora (Fig.1).

Mudas de abdbora foram preparadas previamente em leito de areia e, ap6s o surgimento da
primeira folha expandida, foram levadas entdo para o cultivo em vasos com a referida solucdo. Foi
realizada a observacéo diaria em relagdo a sintomas de intoxicagdo na abobora (Ewrc, 1994). Aos 9 dias
apos o transplante, as plantas foram retiradas, separadas em raiz e parte aérea, levadas a estufa de
ventilagdo forcada a 65°C, até atingir peso constante para afericdo da massa seca. O delineamento

experimental empregado foi o mesmo do experimento com eucalipto.

2.7 Andlises estatisticas

Os dados de quantificagdo da exsudacao radicular foram analisados de forma descritiva, por ndo
atenderem aos pressupostos da analise de varidncia. Os dados das demais variaveis foram submetidos
a analise de variancia pelo teste F a 5 % de significAncia e o efeito das doses do herbicida foi analisado
por meio de andlise de regresséao, ajustando-se os modelos adequados para representi-los em fungéo
do seu comportamento biolégico, da significancia dos coeficientes do modelo e do valor do coeficiente de
determinacé@o (R?). As andlises estatisticas do trabalho foram realizadas por meio do software R (R
CORE TEAM, 2019).

3 Resultados e discussao

3.1 Avaliacdes de controle e matéria seca das mudas de eucalipto

O aumento das doses de glyphosate aplicadas promoveu crescimento linear na intoxicagcéo das
mudas de eucalipto, porém nao foram observados niveis de intoxicacdo superiores a 60% (Fig.2).
Apesar de as plantas apresentarem danos morfoldgicos consideraveis, como seca dos apices, necroses
foliares e queda de folhas, nenhuma das doses aplicadas neste ensaio foi suficiente para causar a morte

das plantas.
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Fig. 2. Intoxicagdo em mudas de eucalipto aos 12 dias apos a aplicacdo de diferentes doses de glyphosate.
Significativo pelo teste t em 0,01 (**).

Os niveis de intoxicagdo das plantas inferiores a 60% podem ser atribuidos ao vigor
caracteristico dessa espécie de eucalipto e as condi¢cdes experimentais, uma vez que em sistemas
hidropénicos as plantas tém alta disponibilidade de nutrientes e auséncia de competicao intraespecifica e
interespecifica. Resultados semelhantes foram relatados por Machado et al. (2017) que observaram
niveis de intoxicacdo inferiores a 60% em mudas de eucalipto, apds a aplicacdo de glyphosate e
fertilizante liquido. A boa disponibilidade de minerais na solugdo nutritiva pode estar relacionada a baixa
eficiéncia do herbicida em provocar a morte do eucalipto. Segundo Senem et al. (2009), altas
concentragdes de alguns nutrientes catidnicos, ao serem absorvidas pelas plantas, podem reduzir a
fitotoxidez do glyphosate, por meio da formag¢é@o de complexos pouco solluveis com as moléculas desse
herbicida no tecido vegetal.

O aumento das doses de glyphosate aplicadas nas mudas de eucalipto promoveu reducao
significativa (p < 0,05) na produgdo de massa seca total e de raizes das plantas (Fig. 3). Embora a
intoxicacdo ndo tenha atingido niveis drésticos (Fig. 2), observa-se que houve reducdo no crescimento

das mudas de eucalipto, inclusive do sistema radicular (Fig. 3 B).
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Fig. 3. Massa seca total (A) e Massa seca da raiz (B) de mudas de eucalipto, 12 dias apds a aplicagdo de
diferentes doses de glyphosate. Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)
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ApGs penetrar nas folhas, o glyphosate é translocado até os pontos de crescimento (Satchivi et
al. , 2000; Cakmak et al. , 2009), o que pode explicar o rapido efeito obtido na reducao de matéria seca

acumulada em plantas de eucalipto expostas ao herbicida.

3.2 Avaliacao fisioldgica das mudas de eucalipto

Ao observar as variaveis fisioldgicas, é possivel notar que, embora os sintomas de intoxicagao
ndo tenham sido maximizados ao ponto de levar a morte das plantas, ainda assim se verifica dano
importante aos sistemas fisiolégicos das plantas.

A taxa fotossintética do eucalipto reduziu conforme o aumento das doses do herbicida. Na
primeira avaliacao fisiologica realizada aos 5 DAH, observa-se reducédo dessa variavel, atingindo média
proximo a 0 (umol CO2 m-2 s—1) (Fig. 4 A). Aos 10 DAH, observa-se novamente o efeito das doses na
reducdo da taxa fotossintética. Entretanto, mesmo nas maiores doses, j4 ndo ha reducdes tdo severas a
essa variavel, sendo que, na dose de 1440 g ha-1 de glyphosate, a taxa fotossintética manteve-se em
torno de 6 (umol CO2 m-2 s-1) (Fig. 4 B), o que demonstra a recuperacdo fisiolégica das plantas nesse
periodo. Ainda assim, fica evidente o dano causado pelo herbicida nas maiores doses, em comparacao
as plantas que nédo receberam aplicacdo do glyphosate.
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Fig.4. Taxa fotossintética em mudas de eucalipto apds a aplicacéo de diferentes doses de glyphosate, aos 5 (A) e
10 dias ap0s aplicacéo do herbicida (B). Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)

O glyphosate bloqueia a via do shiquimato, como um inibidor da enzima EPSPS. Ao suprimir
essa rota metabdlica, ndo ocorre a biossintese de metabdlitos importantes, incluindo compostos
relacionados a fotossintese, como as quinonas (Dewick, 1995). O glyphosate pode também causar
danos secundérios, que comprometem atividades fundamentais no tecido vegetal (Gomes et al., 2016).

Embora o comprometimento fisiolégico ndo seja facilmente identificado ou mesmo levado em
consideracdo em condicBes de campo (Barros et al., 2014), este pode significar sérios prejuizos, com
reflexos no desenvolvimento e no crescimento das plantas. Para a condutancia estomética, observou-se
implicagdo similar nos dois periodos de avaliagdo, com redugdo da condutancia estomatica em funcao
do aumento das doses do herbicida (Fig. 5). Essa reducdo do fluxo de gases na planta interfere
diretamente na producgdo de fotoassimilados e em outras fungfes fisiolégicas e vitais do metabolismo

celular das plantas.
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Fig. 5. Condutancia estomatica em mudas de eucalipto apds a aplicacdo de diferentes doses de glyphosate, aos 5
(A) e 10 (B) dias ap6s aplicagdo do herbicida. Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)

A aplicacdo do glyphosate nas plantas inibe a expresséo da enzima EPSPs. Essa enzima esta
envolvida na sintese dos aminoacidos aromaticos (Shilo et al., 2017). Entretanto, indiretamente, o
glyphosate afeta a fisiologia da planta hospedeira com o fechamento estomatico e, por consequéncia,
causa reducdes no fluxo de gases e fotossintese (Cerveira et al., 2020).

Na avaliagdo aos 5 DAH, nota-se reducéo expressiva da taxa transpiratéria em funcéo do aumento
das doses (Fig. 6 A), efeito similar ao encontrado aos 10 DAH (Fig. 6 B). A taxa transpiratéria, além de
indicar a perda de agua das plantas para o ambiente, € um indicativo da atividade fisioldgica no tecido
vegetal.
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Fig. 6. Taxa transpiratéria em mudas de eucalipto apds a aplicagdo de diferentes doses de glyphosate, aos 5 (A) e
10 dias ap0s aplicacéo do herbicida (B). Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)

As plantas em condi¢fes de metabolismo acelerado tendem a produzir mais fotoassimilados e,
por consequéncia, transpirar mais, pela necessidade de manter os estdmatos abertos para a assimilacdo
de COz2; porém, em condicbes de estresse, o efeito pode ser inverso (Silva et al., 2020). Como o
glyphosate pode desencadear indiretamente reducdo no fluxo de gases na célula e diminuicdo da
atividade metabdlica, ocorre também reducdo na perda de agua para o ambiente.

A dindmica de abertura e fechamento dos estdématos influencia na taxa transpiratéria: quanto
menor a abertura do estdmato, maior sera a resisténcia a perda de agua. A condutancia estomatica
regula entéo o fluxo de 4gua e o CO2 no tecido vegetal (Taiz e Zeiger, 2004). A redugéo da transpiragao

pode estar relacionada com diminuicdo na disponibilidade hidrica. Como essa condi¢cdo foi mantida
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constante, atribui-se a menor taxa transpiratéria a acdo indireta do glyphosate nos processos de
regulacédo estomatica.

O aumento das doses de glyphosate proporcionou aumento na concentragdo do carbono na
camara subestomatica aos 5 DAH (Fig. 7 A). Tal fato indica o comprometimento fisioldgico causado pelo
herbicida, que acarretou tanto a reducdo da taxa fotossintética quanto o aumento da concentracéo de
carbono na camara subestomatica. Entretanto, aos 10 DAH, ndo houve efeito significativo quanto a
concentracdo interna de carbono, o que indica uma recuperacdo da planta e o restabelecimento do

aparato fisiolégico.
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Fig. 7. Concentragédo interna de carbono em mudas de eucalipto apds a aplicagdo de diferentes doses de glyphosate
aos 5 dias ap0s aplicacdo do herbicida. Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)

A concentragéo interna de carbono na camara subestomatica esta relacionada com o carbono
gasto para a producédo de fotoassimilados, visto que, ao ser incorporado pelo processo de carboxilacéo,
ocorre redugcdo no carbono da camara subestomética. Esse processo de carboxilacdo pode limitar-se

pela prépria disponibilidade de CO2 ou atividade enzimatica (Larcher, 2000).

3.3 Exsudacdo radicular do glyphosate e AMPA em mudas de eucalipto

Foi quantificada a presenca de glyphosate na solucdo de cultivo, quando da aplicacdo na parte
aérea de 720, 1080 e 1440 g ha! do herbicida (Fig. 8); entretanto, ndo foi possivel detectar a presenca
de AMPA. Embora tenha sido possivel identificar a exsudagdo radicular em mudas, a concentragdo
encontrada nao atinge o limite maximo de residuos (700 ug L) definidos pela Legislacdo dos Estados

Unidos para amostras de agua (Usepa, 2011).
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Fig. 8. Concentracdo de glyphosate em solucdo analisada apés cultivo de mudas de eucalipto tratadas com doses
do herbicida. Barras = erro padrdo da média

Em estudo realizado por Machado et al. (2009), verificou-se a exsudac¢do radicular em clones de
eucalipto e que 2% do produto aplicado é exsudado pelo sistema radicular das plantas. De forma
adicional, Feng et al. (2003) demonstraram que, em Abutilon theophrasti, 45% do glyphosate absorvido
foi translocado para as raizes.

O fato de se obterem baixas concentragbes do composto pode relacionar-se com o porte da
planta, por se tratar de mudas com pouca area foliar para captacdo do herbicida, assim como um
sistema radicular pouco desenvolvido. Porém, a identificagdo do processo de exsudagéo radicular pode
indicar que, em individuos de maior porte plantados em campo, onde ha pleno desenvolvimento do
sistema radicular, inclusive em profundidade, haja também maior possibilidade de ocorréncia da
exsudacao.

O eucalipto na fase adulta pode desenvolver suas raizes a camadas profundas do solo. Essas
camadas possuem menores atividades microbiana e enzimatica e menor disponibilidade de nutrientes
(Liu et al., 2021), fato que pode proporcionar a liberagdo do glyphosate em uma regido mais préxima ao
lencol freatico, com menor taxa de degradagdo e sorcao da molécula, resultando em maiores impactos
ambientais.

Como observado nas analises fisioldgicas, no periodo inicial apés a aplicacdo do glyphosate, as
plantas submetidas as maiores doses sofreram maior estresse. Isso pode ser percebido nas reducfes da
taxa fotossintética e da conduténcia estomética (Fig. 4 e 5). Esse estresse pode reduzir a translocagéo
de herbicidas no tecido vegetal (Singh et al., 2020), fenébmeno esse que pode estar relacionado a ndo

diferenca de exsudacao radicular por parte das mudas expostas as trés maiores doses do herbicida.
3.4 Biensaio com plantas de abdbora

Quanto ao bioensaio, ndo se verificou sintoma visual de intoxicacdo, nem mesmo efeito sobre a
massa seca da parte aérea das plantas de abdbora que foram cultivadas com a solucdo das mudas de
eucalipto tratadas com glyphosate. Entretanto, neste estudo. observou-se que a massa seca da raiz

aumentou de forma linear nas plantas cultivadas na agua com residuo das maiores doses de glyphosate.
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Houve, portanto, efeito estimulatdrio do herbicida glyphosate exsudado na solugéo nutritiva pelas plantas

de eucalipto para o crescimento radicular da abébora (Fig. 9).
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Fig. 9. Massa seca da raiz de abdbora mantida com o sistema radicular imerso em agua anteriormente usada no
cultivo de mudas de eucalipto tratado com doses de glyphosate

Ao analisar a influéncia da exsudacao radicular de glyphosate por Brachiaria decumbens e os
efeitos sobre mudas de eucalipto, Tuffi Santos et al. (2005) observaram que a quantidade exsudada do
herbicida na solucéo néo é suficiente para causar intoxicagdo nas mudas da espécie florestal.

Alguns herbicidas, quando entram em contato com tecido vegetal em baixa concentracéo,
podem exercer funcdo inversa e promover o crescimento e desenvolvimento das plantas (Brito et al.,
2018; Duke, 2020). Esse efeito € chamado de hormese e est4 relacionado ao mecanismo de resposta
das plantas a compostos presentes no produto, porém em concentra¢gdes néo letais, o que pode resultar
em ganhos para as espécies, fendbmeno ja comprovado para o glyphosate (Brito et al., 2018). Estima-se
que os ganhos em crescimento na cultura ocorrem na faixa entre 20 e 30% e, em alguns casos, até
superiores a esses valores (Duke, 2020). Ressalta-se que, na agua utilizada para o cultivo do bioensaio,

ndo havia uso de fertilizantes, sendo a Unica diferenga entre os tratamentos a exsudacédo radicular de

compostos quimicos.
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4 Conclusoes

Os resultados confirmam a exsudacao radicular em mudas de eucalipto. As concentragbes do
glyphosate foram identificadas e quantificadas entre 1,47 e 1,54 ug L.

Mesmo as baixas concentracfes de glyphosate exsudado s&8o capazes de estimular o
desenvolvimento radicular da abobora usada como planta bioindicadora, apesar de ndo gerar injarias
morfolégicas visiveis a vista desarmada.

A aplicacdo de glyphosate em mudas de eucalipto reduz sua atividade fisioldgica. Porém, 10 dias

apos a aplicacao, ja é possivel observar uma recuperacéo fisioldgica das plantas.
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4.2 Artigo 2 - Glyphosate x Digitaria insularis: aspectos fisiolégicos e exsudacédo radicular do

herbicida em funcao do ambiente de cultivo

Este artigo foi elaborado conforme normas da Revista Saudi Journal of Biological Sciences.
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Glyphosate x Digitaria insularis: aspectos fisiolégicos e exsudacao radicular do herbicida

em funcédo do ambiente de cultivo

RESUMO

A exsudacdo radicular pode promover menor suscetibilidade de algumas espécies aos herbicidas, fato
ainda pouco estudado em Digitaria insularis, uma das principais plantas daninhas de culturas anuais no
mundo. Dessa forma buscou-se identificar se existe ocorréncia de exsudacéao radicular de glyphosate em
D. insularis e a influéncia deste herbicida em parametros fisioldgicos e de controle desta espécie quando
cultivada em diferentes condicdes de luminosidade. O experimento foi conduzido em sistema
hidropénico, onde foram cultivadas plantas de D. insularis. O esquema experimental foi 2 x 5, sendo o
primeiro fator representado pelos ambientes de pleno sol e 83% de sombreamentoartificial e o segundo
fator representado pelas doses 0, 370, 740, 1110 e 1480 g ha! de glyphosate. O acréscimo nas doses
de glyphosate promoveu aumento na intoxicacéo e redugdo na biomassa da parte aérea e das raizes de
D. insularis nos dois ambientes, porém as plantas cultivadas em sombreamento demonstraram maior
intoxicacdo na fase inicial. O aumento das doses de glyphosate reduziu a eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il (®PSII) e a taxa de transporte de elétrons (ETR) independente do ambiente de cultivo. A
restricdo luminosa aumentou a ®PSIl em D. insularis aos 3 dias apds aplicacdo do herbicida DAH, j& aos
6 DAH as plantas sombreadas apresentaram reducéo mais acentuada da ®PSIl. O cultivo a pleno sol
proporcionou maior ETR nos dois periodos avaliados. A taxa fotossintética, condutancia estomatica, taxa
transpiratéria e eficiéncia no uso da agua de D. insularis foram reduzidas de acordo com aumento das
doses do herbicida. Ao avaliar a exsudacao radicular ndo foi detectada a presenca de glyphosate ou
AMPA independente da dose de glyphosate ou da disponibilidade de luz no ambiente. D. insularis ndo
apresentou exsudacao radicular do glyphosate e 0 sombreamento néo influencia nesse processo.

Palavras-chave: Taxa fotossintética. Taxa de transporte de elétrons. Exsudacdo radicular. Capim-
amargoso.
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Glyphosate x Digitariainsularis: physiological aspects and root exudation of the herbicide

as a function of the cultivation environment

ABSTRACT

The root exudation can promote lesser susceptibility of some species to herbicides, a fact that is still little
studied in Digitaria insularis, one of the main weeds in annual crops. Thus, we sought to identify whether
there is the occurrence of root exudation of glyphosate in D. insularis and the influence of this herbicide
on physiological and control parameters of this species when cultivated under different light conditions.
The experiment was carried out in a hydroponic system, where D. insularis plants were grown. The
experimental design was 2 x 5, the first factor being represented by full sun environments and 83% of
artificial shading and the second factor being represented by doses 0, 370, 740, 1110 and 1480 g ha-1 of
glyphosate. The increase in the doses of glyphosate promoted an increase in intoxication and a reduction
in the biomass of the aerial part and roots of D. insularis in both environments, however, as plants grown
in shade, they showed greater intoxication in the initial phase. Increasing glyphosate doses reduces
photochemical efficiency of photosystem Il (dPPSII) and electron transport rate (ETR) regardless of the
culture environment. Light reduction increased ®PSI| in D. insularis at 3 days after application of the
herbicide DAH, whereas at 6 DAH the shaded plants reduced the most marked reduction in ®PSII.
Cultivation and full sun provided the highest ETR in the two transitioned periods. The photosynthetic rate,
stomatal conductance, transpiration rate and water use efficiency of D. insularis were reduced with
increasing herbicide doses. When evaluating root exudation, the presence of glyphosate or AMPA was
not detected regardless of glyphosate dose or light availability in the environment. D. insularis did not
show root exudation of glyphosate and shading did not influence this process.

Keywords: Photosynthetic rate. Electron transpote rate. Root exudation. Sourgrass.
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1 Introducéo

Digitaria insularis € uma das principais plantas daninhas no Brasil (Bianchi et al., 2020), sendo
encontrada na América tropical e subtropical e relatada como invasora em diferentes paises (GBIF,
2021). Essa espécie pertence a familia Poaceae e pode se reproduzir através da formagao de rizoma ou
via seminifera, o que dificulta ainda mais seu manejo (Zobiole et al., 2016). Quando em altas
populacdes, a interferéncia de D. insularis pode reduzir a produtividade da soja em até 80% (Gazziero et
al., 2019). O manejo de D. insularis vem se tornando ainda mais dificil em funcdo de grandes populacdes
dessa espécie terem se tornado resistentes ao glyphosate (Soares et al., 2020, Biachi et al., 2020).

O glyphosate (N-(phosphonomethyl) glycine) é um dos principios ativos mais utilizados para o
manejo de D. insularis, principalmente em culturas transgénicas resistentes a esse composto (Lopez
Ovejero et al., 2017). O glyphosate apresenta baixa volatilidade, baixa toxicidade a mamiferos e & vida
aquética, rapida sor¢do no solo pelas argilas (Hermansen et al., 2020; Meftaul et al., 2020), amplo
espectro de a¢do (Romagnoli e Manzione, 2018) e baixo custo, sendo um dos principios ativos mais
utilizados no mundo (Silva et al., 2020). Entretanto, o uso continuo e repetido dessa molécula,
principalmente com altas doses, aumenta a presséo de sele¢cdo com possibilidades de mudanca na flora
invasora e selecao de bidtipos com resisténcia ao produto (Carpejani e Oliveira Jr, 2013). Dessa forma, o
uso excessivo e indevido do glyphosate também pode gerar sérios problemas ambientais, com crescente
relatos de detec¢do de residuos no meio ambiente (Mac Loughlin et al., 2017; Santos, 2013). Além da
molécula de glyphosate, o &cido de aminometilfosfénico (AMPA), principal produto oriundo da
degradacdo de glyphosate, em alguns casos pode ser considerado mais toxico e persistente que o
préprio herbicida (Hearon et al., 2021).

Um dos problemas do uso do glyphosate é a necessidade de aplicacdo de altas doses do
produto, principalmente quando da ocorréncia de plantas daninhas com menor suscetibilidade ao
herbicida, como é o caso da Digitaria insularis (Vivancos et al., 2011; Rezende-Silva et al., 2019). A acéo
do glyphosate sobre D. insularis ainda € pouco estudada, ndo sendo conhecido o processo de tolerancia
da espécie ao herbicida. Sabe-se que alguns individuos dessa espécie adquiriram resisténcia ao
glyphosate por mecanismos relacionados a diminuicdo na afinidade da enzima alvo, além de sua maior
atividade em comparagdo a plantas ndo resistentes da espécie (Galeano et al.,2016; Soares et al.,
2020).

Na literatura, a menor acdo do glyphosate sobre outras espécies é atribuida a restricdo ou a
baixa penetracdo na planta (Costa et al., 2020; Hao et al., 2019), baixa translocacdo (Mota et al., 2020;
Vazquez-Garcia et al., 2020) e metabolismo da molécula (Ge et al., 2010). O processo de exsudacdo
radicular consiste na compartimentalizacao e eliminacdo de moléculas organicas e inorganicas via raiz
(GHANIZADEH; HARRINGTON, 2017). Essa eliminacdo via exsudacdo radicular também pode
promover menor suscetibilidade de algumas espécies a herbicidas (Jugulam et al., 2013, Rojano
Delgado et al., 2019), fato ainda ndo estudado em D. insularis. Tal fenbmeno pode representar um risco
de contaminagdo ambiental, uma vez que as moléculas podem ser liberadas em camadas profundas do
solo.

Quando um herbicida entra em contato com a superficie vegetal, ocorre uma série de processos

até que este atinja a organela alvo e possa levar a planta a morte. Esses processos envolvem a
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dindmica do herbicida na planta, ou seja, a penetracdo, a absorcdo, a translocacao e o metabolismo, o
que esta intimamente ligado a sensibilidade da planta ao produto, fatores esses que podem ser
influenciados também pelo proprio ambiente (Costa et al., 2020). O sombreamento gerado pelo dossel
das culturas e forrageiras ou das florestas ocasiona mudancas morfolégicas e na estrutura foliar das
plantas daninhas, como alongamento de caules, peciolo, internédios, expanséo do limbo foliar, reducéo
da deposicdo de ceras na superficie foliar e mudanca na angulacdo da folha (Gobbi et al., 2009;
Albuquerque et al.,, 2016; Costa et al., 2020). Essas alteracdes podem influenciar no contato dos
produtos durante a aplicacdo, consequentemente na penetracdo e eficiéncia de controle. Com base
nessas adaptacdes, é possivel que o sombreamento exerca efeito na resposta de D. insularis quando
tratada com glyphosate e nos mecanismos de tolerancia dessa espécie.

Nesse cenario, torna-se importante conhecer a dindmica do herbicida na planta e a influéncia do
ambiente nesse processo, sobretudo quanto a exsudacdao radicular do glyphosate. Dessa forma, o intuito
deste estudo é identificar se existe ocorréncia de exsudacéo radicular de glyphosate em D. insularis e a
influéncia desse herbicida em parametros fisioldgicos e de controle desta espécie, quando cultivada em

ambientes com diferentes intensidades luminosas.

2 Material e métodos

2.1 Condi¢Bes experimentais

O experimento foi realizado em ambiente protegido localizado na longitude de 43°50'18.31"W, na
latitude de 16°40'59.22"S e a 650 m de altitude. O clima da regido é classificado, segundo Képpen, como
Aw, tropical com inverno seco.

Sementes de Digitaria insularis foram coletadas a campo e cultivadas em bandejas de
polietileno, com células contendo areia e esterco bovino na proporcdo de 3:1 e adubacdo com o
formulado 4:30:10 de N:P:K na propor¢éo de 1% do volume do substrato. Aos 16 dias apds o plantio,
essas mudas foram levadas a ambiente protegido, onde ainda permaneceram nas bandejas por 32 dias,
sendo a metade cultivada sem restricdo luminosa e a outra parte em ambiente com sombreamento
artificial. Para obtencdo do ambiente sombreado foi utilizado tela comercial de polipropileno, tipo
sombrite, cor preta. A incidéncia de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) nos ambientes foi aferida
utilizando-se o aparelho Y (lI) meter (OPTI-SCIENCES, Hudson, USA), obtendo-se 83% de restricéo
luminosa no ambiente sombreado, conforme Tabela 1.

ApOs esse periodo, as mudas tiveram seu sistema radicular lavado cuidadosamente, visando a
retirar todo o substrato. Posteriormente a lavagem, as mudas foram transferidas para vasos plasticos
com 3,0 dm? de solugdo nutritiva, com tampas contendo duas perfuracdes, sendo uma central para a
fixacdo das mudas, mantendo o sistema radicular submerso, e outra menor, destinada ao tubo de
arejamento da solucdo. A Solucdo nutritiva utilizada foi de Hoagland modificada (Hoagland & Arnon,
1950), com pH da solugéo ajustado entre 5,5 e 6,0 com NaOH ou HCl a 0,2 mol L.

ApOs a transferéncia das mudas para a solugcdo nutritiva, essas continuaram mantidas nos

respectivos ambientes a pleno sol ou de sombreamento. As temperaturas e umidades maximas e
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minimas do ar nos diferentes ambientes foram monitoradas diariamente e os valores médios do periodo

experimental apresentados na Tabela 1.

Tab. 1. Temperaturas, umidades maximas e minimas e radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) nos ambientes a
pleno sol e de 83% de sombreamento durante a condugado do experimento

Temperatura Umidade PAR
Ambiente Méxima °C Minima °C Maxima % Minima % umols m? st
Pleno sol 36,5+0,33 13,4 £ 0,35 96,1 + 0,60 15,7 £0,84 635 +£47,9
Sombra 33,7 £0,27 14,3 £0,32 91,2+1,18 22,5+1,28 105 £ 2,08

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, e
cada vaso foi considerado uma parcela experimental. O esquema experimental foi 2 x 5, sendo o
primeiro fator representado pelos ambientes a pleno sol e de 83% de sombreamento e o segundo fator
representado pelas doses 0, 1, 2, 3 e 4 L ha! do produto comercial, correspondentes a 0, 370, 740, 1110

e 1480 g e.a. ha! de glyphosate (Fig. 1).

Ogha' 370gha' 740gha’ 1110 gha' 1480 gha' Ogha' 370gha’ 740 gha' 1110 gha' 1480 g ha'
de de de de de de de de de de
glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate

Matéria Seca
Matéria Seca e Intoxicagdo Fisiologia Fisiologia Glyphosate
Volume (IRGA) (Flurémetro) (LC/MS)
Fig.2. Representagdo esquematica da metodologia

Aos 29 dias ap6s o inicio do cultivo no sistema hidropénico, foi realizada a aplicacdo do
herbicida. Para isso, utilizou-se um pulverizador costal de precisdo, propelido a gas carbdnico, munido
de barra com bicos tipo leque TT110.02, operando a 250 KPa de pressdo e volume de calda
correspondente a 163,7 L hal. No momento da aplicacdo, os recipientes com a solugcdo nutritiva e o
sistema radicular foram totalmente protegidos com sacos plasticos, evitando assim o contato com a
calda herbicida pulverizada com a solugéo. A partir dessa data, as mudas foram mantidas apenas em
agua deionizada e adubadas via foliar, para evitar interferéncia dos nutrientes nas analises quimicas de

exsudacéo radicular.
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2.2 Andlises de intoxicacao e de trocas gasosas no eucalipto sob efeito do glyphosate

Foi realizada avaliacéo visual de intoxicacdo considerando-se a parte aérea, aos 12 dias apos a
aplicacdo do herbicida (DAH) glyphosate, adotando-se a escala de 0 a 100% para 0s sintomas de
intoxicacdo, em que 0% é a inexisténcia de efeitos tdxicos provocados pelo herbicida e 100% a morte
total dos tecidos vegetais (Ewrc, 1994).

A fisiologia das plantas foi avaliada na terceira folha totalmente expandida aos 5 e 10 DAH, no
periodo da manhd, para se evitar o maximo possivel as alteracdes climaticas. A determinacéo de taxa
fotossintética (umol CO2 m=2 s™1), condutancia estomatica ao vapor de agua (mol H20 m= s71), taxa
transpiratoria (umol H20 m=2 s71) e concentragdo do carbono interno foi feita utilizando-se o analisador de
gas no infravermelho (IRGA, model LI-6400xtr, LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA), que determina as
trocas gasosas foliares a partir das variacées de CO2 e da umidade relativa no interior da camara do

aparelho.

2.3 Andlise de exsudacéo radicular de glyphosate e AMPA

Aos 6 DAH, coletou-se 100 mL da agua, com o intuito de analisar a exsudacédo radicular de
glyphosate e AMPA por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao ICP-MS/MS, segundo
metodologia de Tiago et al. (2020) (Fig.1).

Para determinac¢@o quimica, utilizaram-se padrdes analiticos de glyphosate (99,2 % m/m) e
AMPA (99,0 % m/m) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Solu¢bes estoque de glyphosate e AMPA
foram preparadas na concentragdo de 500 mg L' em &gua ultrapura, obtida pelo sistema Milli-Q (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha) e solu¢des de trabalho nas concentragbes de 25 mg L. Além dos
padrdes utilizaram-se os reagentes acetato de aménio (65% m/m), metanol (grau HPLC), hidréxido de
tetrabutilamdnio e solu¢do de &cido acético (49% m/v), todos obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), &cido cloridrico P.A, da Anidrol (Diadema, S&o Paulo) e Hidroxido de sédio P.A, da Dinamica
(Indaiatuba, S&o Paulo).

Na deteccdo, foi utilizado um sistema hifenado, composto por um médulo de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (modelo 1260 Infinity Series, Agilent Technologies, Alemanha) e de um
espectrometro de massas triplo quadrupolo com plasma indutivamente acoplado modelo 8800® (Agilent
Technologies, Hachioji, Japdo). Para a separacdo de glyphosate e AMPA, utilizou-se uma coluna
analitica ZORBAX SB-C8 (4.6 x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies, CA, Estados Unidos).

2.4 Método de extracdo

Utilizou-se uma coluna de vidro (20 cm X 1,5 cm de didametro interno), empacotada com 1 g de
resina trocadora de anions. Em seguida, a resina foi condicionada com 10,0 mL de agua ultrapura, a
uma vazao de 0,5 mL min-1, para a retirada do excesso de ions cloreto. Adicionou-se solucédo de NaOH a
1,0 mol L-1 até em 100 mL de amostra, até obter pH 10,5 e, posteriormente, a solugao obtida foi eluida

em coluna, contendo a resina, a uma vazao de 0,5 mL min-1. Os analitos retidos na resina foram eluidos
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com 10 mL de agua ultrapura seguidos de 30,0 mL de solucao de HCl a 6,0 mol L-1 com vazao de 0,5
mL min-1. Logo apés o eluato coletado foi concentrado sob aquecimento em banho-maria com glicerina
(60 °C), sob fluxo de ar continuo. O extrato concentrado foi ressuspendido em 400 pL com a fase mével
e injetado no HPLC-ICP-MS/MS.

2.5 Especiagéo do fésforo na analise de glyphosate e AMPA por HPLC-ICP-MS/MS

Foram submetidos a analises solucdes padrdao do herbicida glyphosate e do AMPA, dos extratos
brancos e fortificados obtidos a partir da extracdo das amostras de agua. Para a deteccdo e a
guantificacdo dos analitos, foi monitorado o fosforo presente nas moléculas desses compostos e
calculada a concentragdo final de glyphosate ou AMPA.

As condigbes de andlise adotadas consistiram em coluna analitica ZORBAX SB-C8 (4,6 x 150
mm, 5 pm), volume de inje¢do de 50 pL, fase mével composta de solucdo de 50 mM &cido
acético/acetato de aménio: 5 mM tetrabutilamdnio: 1% metanol com pH = 4,7, fluxo de 1,0 mL min-1 com

eluicéo isocratica. As condicdes de operacdo do ICP-MS/MS estéo apresentadas na Tabela 2.

Tab. 2. Condicdes de operacao otimizadas do ICP-MS/MS

Parametros ICP-MS/MS

Radiofrequéncia 1600 W

Fluxo do gas de plasma 15 L min?

Fluxo do gas carreador 1,0 L min?
Fluxo do gas de Makeup 2,0 L min?!
Profundidade de amostragem 3 mm
Nebulizador Concéntrico
Camara de nebulizagdo Duplo-passo
Cones de amostragem e skimmer Niquel

Massas monitoradas Q1 (m/z 3'P) e Q2 (m/z 47 3P 160 ¥)
Dwell time 0,1 s por is6topo
Sistema de reagdo octopolar 02

Fluxo do gas de reacgao 1,5 L min?

2.6 Andlises fisioldgicas

Parédmetros da fisiologia das plantas foram avaliados no terco médio, em folha totalmente
expandida de cada planta: a determinagdo da taxa fotossintética (umol CO2 m=2 s™1), a condutancia
estomatica ao vapor de agua (mol H20 m=2 s™1), a taxa transpiratéria (umol H20 m~2 s™1), a eficiéncia do
uso da agua (mol CO2 mol H20?1) e a concentracdo do carbono interno e externo. Essa andlise foi
realizada utilizando-se o analisador de gas no infravermelho (IRGA, model LI-6400xtr, LI-COR, Lincoln,
Nebraska, USA). A avaliacao ocorreu aos 4 DAH, no periodo da manha, entre 7 e 11 horas, para se
evitar grandes oscilacdes de temperatura durante a avaliacdo.

Foram também realizadas avaliagcGes com o fluorbmetro aos 3 e 6 DAH. Foram analisadas a
eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (O PSII) e a taxa de transporte de elétrons (ETR), com auxilio

do aparelho fluorémetro Y (II) meter (OPTI-SCIENCES, Hudson, USA). As avaliaces foram feitas em
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trés folhas do terco médio das plantas, que resultam em uma média final para reduzir as variacdes

pontuais do ambiente. O periodo de avaliacéo foi pela manha, entre 8 e 11 horas.

2.7 Andlises de controle e biomassa

Foram realizadas avaliagGes visuais de controle aos 7 e 25 dias apés a aplicagdo do herbicida
(DAH), considerando-se toda a muda, adotando-se a escala de 0 a 100% para os sintomas de
intoxicacdo, em que 0% é a inexisténcia de efeitos toxicos provocados pelo herbicida e 100% a morte
total dos tecidos vegetais. Aos 25 DAH, as plantas foram retiradas, separadas em raiz e parte aérea,
levadas a estufa de ventilacdo forcada a 65°C, até atingir peso constante para determinacdo da massa

Seca.

2.8 Analises estatisticas

Os dados de controle foram analisados de forma descritiva. Ja 0os das demais variaveis foram
submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 5% de significancia e o efeito das doses do herbicida foi
examinado por meio de analise de regressao, ajustando-se os modelos adequados para representa-los
em funcdo do seu comportamento biolégico, da significAncia dos coeficientes do modelo e do valor do
coeficiente de determinacdo (R?). As andlises estatisticas do trabalho foram realizadas por meio do
software R (R CORE TEAM, 2019).

3 Resultados

3.1 Exsudacéo radicular do glyphosate e do AMPA por Digitaria insularis

Neste estudo, ndo se observou exsudacdo radicular do glyphosate ou AMPA em D. insularis
(Fig. 2). Os cromatogramas representam o extrato coletado da solu¢éo de cultivo em plantas a pleno sol
tratadas na dose de 1480 g ha! de glyphosate (Fig. 2 a), e sombreadas tratadas na mesma dose (Fig. 2
¢). Comparado a uma solucdo padrdo fortificada com glyphosate e AMPA (70 ppb) (Fig. 2 b), ndo é
possivel verificar a existéncia dos picos que representam os compostos AMPA e glyphosate em nenhum

dos ambientes, mesmo na maior dose testada.
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Fig. 2. Cromatogramas da amostra tratada com 1480 g hal de glyphosate em pleno sol (a), extrato da matriz
fortificada com glyphosate e AMPA 70 ppb (b) e amostras tratadas com 1480 g ha?' de glyphosate em
sombreamento (c).

3.2 Fisiologia de D. insulares

A restricao luminosa aumentou a ®PSII em D. insularis aos 3 DAH (p < 0,05) com média de 0,43
e 0,21 respectivamente em sombreamento e a pleno sol. O aumento das doses reduziu a ®PSII
independentemente do ambiente de cultivo (Fig. 3a). Porém, aos 6 DAH, ocorreu interacdo entre os
fatores, em que as plantas sombreadas e ndo tratadas com o herbicida também mantiveram maior média
de OPSIl. Com a aplicacdo do glyphosate, as plantas de ambos o0s ambientes apresentaram

comportamento semelhante, com reducéo ainda mais acentuada nas maiores doses (Fig. 3 b).
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Fig. 3. Eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il em D. insularis ap6s a aplicacdo de diferentes doses de glyphosate,
aos 3 (a) e 6 dias apo6s aplicacao do herbicida (b). Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)

As plantas cultivadas a pleno sol apresentaram maior ETR nos dois periodos avaliados (p<
0,05), ao 3 DAH com média de 24,78 e 75,01 e aos 6 DAH com 5,68 e 8,84, respectivamente em
sombreamento e a pleno sol. O aumento nas doses de glyphosate reduziu a ETR em ambos os
ambientes de cultivo: aos 3 DAH, de forma linear conforme o aumento das doses; e aos 6 DAH, com

efeito quadratico, com reduc¢éo drastica no transporte de elétrons nas maiores doses (Fig. 4).
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Fig. 4. Taxa de transporte de elétrons em D. insularis apds a aplicacao de diferentes doses de glyphosate, aos 3 (a)
e 6 dias apo6s aplicacdo do herbicida (b). Significativo pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**).

A taxa fotossintética de D. insularis reduziu conforme o aumento das doses (Fig. 5 a). Assim,
evidencia-se o dano causado nas maiores concentracdes do produto em comparacao as plantas que nao
receberam aplicacdo do glyphosate (Fig. 5 a). Para a condutancia estomatica, observou-se reducao em
funcdo do aumento das doses do herbicida (Fig. 5 b). As testemunhas em sombreamento mantiveram
médias de condutancia estomatica elevadas; porém, a partir da menor dose do glyphosate, o

comportamento entre os ambientes é semelhante (Fig. 5 b).
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Fig. 5. Taxa fotossintética (a), condutancia estomatica (b), taxa transpiratoria (c) e eficiéncia do uso da agua (d) em
D. insularis apos a aplicacdo de diferentes doses de glyphosate, 4 dias apds aplicacdo do herbicida. Significativo
pelo teste t em 0,05 (*) e 0,01 (**)

Nota-se também reducdo expressiva da taxa transpiratoria em funcdo do aumento das doses
(Fig. 5 c). As plantas D. insularis cultivadas a pleno sol apresentaram maior eficiéncia no uso da agua
(p< 0,05), média de 2,76 e 3,86 (mol CO2 mol H201), respectivamente em sombreamento e a pleno sol.
O glyphosate também proporcionou menor eficiéncia no uso da agua. A reducdo mais significativa
ocorreu a partir da dose de 740 g ha! de ingrediente ativo e se manteve para as demais doses testadas
(Fig. 5 d).

3.3 Controle de D. insularis por glyphosate

O efeito inicial do herbicida foi mais expressivo em plantas sombreadas aos 7 DAH. Ja aos 25
DAH, ndo se observa mais diferenca no controle de D. insularis em funcédo das doses, com alto indice de
controle em ambos os ambientes (Figura 6). Ainda assim, é possivel observar que o sombreamento
tornou as plantas de D. insularis mais sensiveis, com efeito mais rapido do herbicida, pois ja na dose de
740 g hal o controle das plantas cultivadas em sombreamento foi proximo a 80% (Fig. 6 a), enquanto

aquelas cultivadas a pleno sol apresentaram 48,75% de intoxicacao (Fig.6a).
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Fig. 6. Controle de D. insularis aos 17 (A) e 35 (B) dias apds a aplicagdo de diferentes doses de glyphosate

Nao houve diferenga significativa (p < 0,05) quanto & matéria seca da raiz, da parte aérea e 0
volume de raiz em relagdo ao sombreamento. Ja o uso de glyphosate a partir da dose de 370 g ha!
promoveu redugao significativa (p < 0,05) na produgédo de biomassa da parte aérea e de raizes em D.

insularis (Fig. 7).
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Fig. 7. Massa seca da parte aérea (a) e Massa seca da raiz (b) de D. insulares, 25 dias ap6s a aplicacdo de
diferentes doses de glyphosate. Significativo pelo teste t em 0,01 (**)

4 Discussao

Dentre os mecanismos que podem conferir menor acdo do herbicida a uma espécie esta a
eliminacdo dos compostos pela exsudacéo radicular. Como né&o foi observada a exsudacéo radicular do
glyphosate e do AMPA neste estudo, mesmo em doses elevadas em nenhum dos ambientes (Fig. 2), é
possivel indicar que o mecanismo de D. insularis que confere menor suscetibilidade a esse herbicida ndo
se relaciona a eliminacdo por esse processo.

A maior tolerdncia de D. insularis ao glyphosate parece estar mais relacionada a
compartimentalizacdo da molécula e mutacdes genéticas (Soares et al., 2020). Em estudo com D.
insularis, Melo et al. (2019) ndo constataram mutacBes especificas em genes que codificam a 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), enzima alvo da acdo do produto, em plantas

resistentes ao glyphosate. Entretanto, Galeano et al. (2016), trabalhando com variabilidade da EPSPS
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em D. insularis resistentes ao glyphosate, observaram as substituicdes de prolina por treonina e tirosina
por cisteina, causando diminuicdo da afinidade da EPSPS ao glyphosate. O sequestro do herbicida no
vacuolo das plantas reduz a agdo do glyphosate (Ge et al., 2010) e pode ser levado em consideracao
como um possivel mecanismo de maior tolerancia de D. insularis ao glyphosate a ser estudado.

Sabe-se que a maior toler&ncia ao glyphosate pela D. insularis pode ocorrer de forma direta no
seu local alvo, com muta¢Bes na enzima EPSPS (Vivancos et al.,2011; Rezende-Silva et al., 2019;
DEWICK, 1995). O segundo mecanismo envolve o local ndo alvo: é quando o herbicida tem absorcéo e
translocacdao limitada, metabolismo ou compartimentalizacéo no vacutolo (Powles e Yu, 2010).

Embora o efeito de controle tenha sido efetivo mesmo em doses baixas (Fig. 6), € necessario
levar em consideragédo as condi¢des de conducao do estudo, ja que as perfeitas condi¢gdes nutricionais e
hidricas proporcionadas para o cultivo reduz o estresse da planta, o que favorece a translocagdo e a
eficdcia do produto (Barreto et al., 2017; Bagavathiannan, 2017). Isso associado a impossibilidade de
longos periodos de cultivo no sistema pode favorecer que plantas mantidas em hidroponia tendam a ser
mais sensiveis em relacéo a condi¢cdo de campo. Além disso, o aumento da tensdo de umidade do solo,
que ocorre com a secagem em condi¢cdes de campo, pode reduzir a absor¢céo do produto pelas plantas
(Kruse et al., 2000), j& que nessa situagdo ocorrem alteragdes morfofisioldgicas no tecido vegetal.

O efeito rapido de controle observado nas plantas mantidas sobre sombreamento,
comparativamente as mantidas a pleno sol (Fig. 6), pode trazer beneficios para formagéo mais rapida de
palhada ou mesmo a diminuicdo da competicdo com espécies de interesse.

A maior acdo do glyphosate no controle inicial nas plantas com restricdo de luz pode relacionar-
se com alteragBes morfoldgicas causadas pelo sombreamento. Plantas sombreadas apresentam maior
area foliar média, menor densidade de tricomas, reducao da deposicao de ceras epicuticulares e folhas
mais finas (Costa et al., 2020), o que pode favorecer a penetracdo do herbicida. Alguns estudos
demonstraram maior eficiéncia do glyphosate no controle em plantas sombreadas (Costa et al., 2020;
Santos et al., 2015; Santos Junior et al., 2019). Entretanto, Mota et al. (2020), ao estudarem Urocloa
brizantha, observaram que, em condigces de maior disponibilidade de luz, o glyphosate foi menos
absorvido, porém mais translocado, o que também pode explicar o maior controle inicial em plantas
sombreadas e a igualdade de controle entre os ambientes aos 25 DAH.

Ao avaliar o acimulo de massa seca em fungdo da aplicacdo do glyphosate, nota-se que a
reducdo de biomassa ocorreu tanto a pleno sol quanto em sombreamento para parte aérea e raiz (Fig.
7). ApGs penetrar nas folhas, o glyphosate é translocado até os pontos de crescimento (Cakmak et al.,
2009), o que pode resultar em rapido efeito na reducdo de novos perfilhos e, por consequéncia, menor
acumulo de biomassa seca. Em alguns biétipos de plantas, os herbicidas podem ser translocados

rapidamente para as raizes, inclusive quando tratadas com glyphosate (Brunharo et al., 2016).

4.1 Respostas fisiolégicas de D. insularis ao glyphosate

Ao observar as variaveis fisioldgicas (Fig. 3, 4 e 5), é possivel notar que mesmo com 0s
sintomas de intoxicagcdo ndo maximizados ao ponto de permitir a presenga folhas sem injdrias, ainda
assim verifica-se dano importante aos sistemas fisiolégicos das plantas com valor preditivo. Embora

plantas de D. insularis cultivadas em ambiente sombreado apresentem maior produtividade quéntica no
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OPSII aos 3 DAH (Fig. 3), essa eficiéncia € insuficiente para compensar a reducédo na quantidade de luz
fornecida, observado na maior ETR de plantas cultivas a pleno sol. Com alta intensidade luminosa, as
plantas podem sofrer com excesso de energia, sendo necessario a fotoprotecédo, que dissipa parte da
energia na forma de calor (Pinnola et al., 2013). Esse mecanismo pode, portanto, reduzir a ®PSII (Ashraf
and Harris, 2013; Hazrati et al., 2016; Janka et al., 2015; Zha et al., 2017), como observado neste
estudo.

ApGs a excitacdo de luz, a energia é transferida para os centros de reacédo dos fotossistemas,
Vivancos et al. (2011) demonstraram que o glyphosate afeta a quantidade de proteinas associadas ao
PSII, ao interromper a biossintese de aminoacidos aromaticos, incluindo a tirosina. Este aminoacido esta
envolvido no fluxo da cadeia de transporte de elétrons; portanto, limita o transporte de elétrons, apos a
exposigdo ao glyphosate. Esse efeito fisiolégico também pode ser acentuado por outros fatores, uma vez
que o glyphosate é conhecido como quelante de minerais. A reducdo da disponibilidade de minerais e
aminoacidos associados ao PSIl pode reduzir a capacidade das plantas em transferir a energia
necessaria para o transporte de elétrons e a ocorréncia da fotossintese (Gomes et al., 2014). Esses
fendmenos explicam a reducdo da ETR obtida neste estudo. A ETR pode ser utilizada para indicar o
reflexo da intoxicac@o das plantas em niveis fisioldgicos, quando submetidas a aplicacdo de herbicidas
(Araldi et al., 2011). Essa variavel é importante para determinar o estresse de plantas de forma pratica,
pois permite a deteccao do efeito indireto dos herbicidas (Abbaspoor et al., 2006; Ferreira et al., 2015).

Quando submetidas a condicdo de restricdo luminosa, plantas C4 como D. insularis tém suas
taxas fotossintéticas reduzidas (Ubierna et al., 2013), diminuindo a producao de fotoassimilados. Como a
iluminacéo artificial do equipamento IRGA foi fixada em ambos os ambientes, ndo houve diferenca na
producdo fotossintética entre os ambientes. Isso demonstra que mesmo nas plantas que se
desenvolvem sob restricdo luminosa, o fotossistema permanece ativo e preparado para maiores
incidéncias de luz. Esse fato pode ser comprovado em D. insularis, pela maior ®PSII obtida nas plantas
sombreadas, o que demonstra a boa plasticidade fenotipica dessa espécie. Quando em limitacdo
luminosa, as plantas também podem desenvolver mecanismos para melhorar a captacdo da luz (Feng et
al., 2019; Santos Junior et al., 2019; Taiz et al., 2017).

O glyphosate n&o atua diretamente no fotossistema. Esse herbicida blogueia a via do shiquimato
e suprime a biossintese de metabdlitos importantes (DEWICK, 1995). Esse mecanismo de acao ja foi
relatado em diferentes espécies (Schriibbers et al., 2014; Rezende-Silva et al., 2019). Ainda assim o
glyphosate pode também causar danos secundarios que comprometem atividades fisiolégicas (Gomes et
al., 2016; Soares et al., 2020; Freitas-Silva et al., 2020). Nessas plantas, os efeitos nas trocas gasosas
podem ser uma resposta a regulacdo fotossintética, uma vez que o herbicida afeta tecidos em
crescimento ativo, independentemente da inibicdo de fotossintese; a necessidade de fotassimilados
diminui, gerando acumulo de carboidratos nas folhas (Yanniccari et al.,2012), fato que pode reduzir a
fotossintese, como no presente estudo (Fig. 5 a).

Entre os parametros fisiologicos, a condutancia estomatica € apontada como um dos mais
sensiveis bioindicadores da presenca de glyphosate, sendo o primeiro a ser afetado quando do uso
desse herbicida (Yanniccari et al.,, 2012). Indiretamente, o glyphosate afeta a fisiologia da planta
hospedeira com o fechamento estomatico e, por consequéncia, ocorrem reducdes no fluxo de gases e

na fotossintese (Freitas-Silva et al., 2020; Cerveira et al., 2020; Gomes et al., 2014). Freitas-Silva et al.
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(2020) observaram que o uso de glyphosate pode proporcionar o surgimento de espacos intercelulares
nas células do mesofilo, principalmente préximos a nervura central, causando também injarias que
comprometem a regulagdo da difusdo de gases. Esse efeito estd em conformidade com a redugéo da
condutancia estomatica no atual estudo (Fig. 5 b), visto que essa representa a difusdo de gases pelos
estdmatos.

Outro fator que pode proporcionar alteracbes na incorporacdo de CO:2 pode ser a maior
resisténcia estomatica da propria planta a absorcdo (Belo et al., 2011), fato que também foi verificado
neste estudo nas plantas sem aplicacdo de herbicida, em que a condutancia estomatica de D. insularis
em sombreamento apresentou tendéncia superior aquela das cultivadas a pleno sol (Fig. 5 b). A
exposicdo ao glyphosate promove também a inibicdo na transcricdo de gene e conteddo para formagao
da RuBisCO (Soares et al., 2020). Esse efeito pode impactar a assimilacdo e conversdo do CO2 nas
plantas para o processo fotossintético, conforme observado nas maiores doses deste estudo.

E possivel observar que, neste estudo, a reducéo na eficiéncia do uso da agua em D. insulares
(Fig. 5 d) né@o se deve a limitages hidricas, pois as condi¢des de cultivo ndo proporcionaram limitagdes
de agua ou nutrientes. Esse fato refor¢a que a limitacdo se deve a desarranjos fisioldgicos causados
pelo herbicida em D. insulares. Em trabalho realizado por Soares et al. (2020), também se evidencia que
o glyphosate pode comprometer o balangco hidrico das plantas. Esses autores também verificaram
reducdo na eficiéncia do uso da 4gua em plantas tratadas com glyphosate, de forma a comprometer
reacBes fotoquimicas que necessitam de agua. A aplicacdo de glyphosate pode bloquear a captagédo de
agua e também reduzir a eficiéncia quanto ao uso desse recurso (Zobiole et al., 2010). Portanto, fica

evidente a influéncia do glyphosate no comprometimento fisiolégico de D. insulares.

5 Conclusbes

Plantas de D. insulares ndo possuem exsudacdo radicular de glyphosate e de seu principal
metabolito, o AMPA, e a disponibilidade de luz no ambiente de cultivo ndo influencia nesse mecanismo
de resposta das plantas a esse herbicida.

O sombreamento do ambiente de cultivo proporciona efeito mais rapido de intoxicagdo pelo
glyphosate em D. insulares. Fica evidente o comprometimento fisiolégico do aparato fotossintético das

plantas em ambos 0s ambientes.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento sobre a liberagdo do glyphosate via exsudacgdo radicular e a influéncia do
sombreamento nesse processo é de grande importancia para o0 manejo quimico e a seguranca ambiental
no uso desse herbicida.

O processo de exsudacao radicular se mostra dependente da espécie, uma vez que € possivel se
verificar a eliminacao radicular do glyphosate em mudas de eucalipto, porém esse processo nao ocorre
em D. insularis.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao ICP-MS/MS possibilitou identificar
e quantificar a exsudacéo radicular em mudas de eucalipto em concentracfes entre 1,47 e 1,54 ug L.
Essas concentracdes podem exercer efeito de subdose e estimular o desenvolvimento radicular de
bioindicador, o que também comprova a eficiéncia no método quimico de deteccéo.

O sombreamento néo teve interferéncia no processo de exsudagéo radicular, porém proporcionou
controle mais rapido de D. insulares pelo glyphosate. O herbicida proporcionou controle efetivo na
espécie, mesmo em baixas doses, o que pode estar relacionado as boas condi¢cdes de cultivo
proporcionadas pela hidroponia, o que parece facilitar a acdo do herbicida.

O glyphosate causa evidente comprometimento fisiolégico em mudas de eucalipto e D. insulares,

porém as primeiras podem-se recuperar apds o dano do glyphosate.



