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RESUMO GERAL
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O glyphosate € um dos herbicidas mais utilizados no mundo, pelo seu amplo
espectro de acdo, em espécies arbolreas, entretanto, pouco se sabe sobre a sua
atuacdo nessas espeécies. O objetivo desta pesquisa foi avaliar as alteracdes
fisiologicas, bioguimicas e morfolégicas do glyphosate em Acacia mangium. O
experimento foi realizado em condicbes de campo. As plantas jovens de Acacia
Mangium receberam 5 tratamentos correspondentes a doses do herbicida (0, 180,
360, 540 e 720 g.e.a.L! de glyphosate) em 6 repeticdes. No primeiro experimento,foi
avaliado o crescimento e aspectos fisiologicos das plantas sob estresse oxidativo.
Onde foram avaliadas as variaveis: Incremento em didmetro, incremento em altura,
massa seca do caule, folhas e raiz, intoxicacdo e também a assimilacéo liquida de
carbono, condutancia estomatica, transpiracdo, eficiéncia do uso da agua e
eficiéncia da rubisco. No segundo experimento, avaliou-se as alteracdes bioquimicas
em plantas jovens de Acacia mangium, sob estresse oxidativo. Para tanto, foi
avaliado a atividade das enzimas antioxidantes: Ascorbato de peroxidase e
superoxido dismutase. O glyphosate afeta a Acacia a partir da dose de 360 g.e.a.L?
tanto fisiologicamente quanto morfologicamente. Os incrementos foram reduzindo de
acordo com o aumento das doses. Em relacdo a assimilacéo liquida, as doses de
540 e 720 g.e.a.L! foram reduzidas aos 6, 12,18 DAA, se estabilizando a partir dos
24 dias de avaliagdo. As respostas das enzimas oxidativas ao estresse oxidativo
foram variaveis. A enzima superoxido dismutase (SOD) apresentou um aumento na
dose de 180 g.e.a.L! havendo decréscimo com o aumento das concentracdes
testadas. Para a Ascorbato de peroxidase (APX), mantiveram atividade semelhante
nas duas avaliagdes, com um aumento continuo de acordo com o aumento das
doses.

Palavras chave: Acacia mangium, Glyphosate, Enzimas antioxidantes, Fotossintese



GENERAL ABSTRACT

Glyphosate is one of the most widely used herbicides in the world due to its broad
spectrum of action on tree species, but little is known about its performance in these
species. The objective of this research was to evaluate the physiological, biochemical
and morphological alterations of glyphosate in Acacia mangium. The experiment was
carried out under field conditions. The young plants of Acacia Mangium received 5
treatments corresponding to doses of the herbicide (0, 180, 360, 540 and 720
g.e.a.L-1 of glyphosate) in 6 replicates. In the first experiment, the growth and
physiological aspects of the plants under oxidative stress were evaluated. The
following variables were evaluated: increase in diameter, height increase, stem dry
mass, leaves and root, intoxication and also net carbon assimilation, stomatal
conductance, transpiration, water use efficiency and rubisco efficiency. In the second
experiment, the biochemical alterations were evaluated in young plants of Acacia
mangium, under oxidative stress. For that, the activity of the antioxidant enzymes:
peroxidase ascorbate and superoxide dismutase was evaluated. Glyphosate affects
Acacia from the 360 g.e.a.L-1 dose both physiologically and morphologically. The
increments were reduced as the doses increased. Regarding the net assimilation, the
doses of 540 and 720 g.e.a.L-1 were reduced to 6, 12,18 DAA, stabilizing from the
24 days of evaluation. The responses of oxidative enzymes to oxidative stress were
variable. The enzyme superoxide dismutase (SOD) showed a dose increase of 180
g.e.a.L-1, decreasing with increasing concentrations tested. For the peroxidase
Ascorbate (APX), they maintained similar activity in both evaluations, with a
continuous increase according to the increase of the doses.

Key words: Acacia mangium, Glyphosate, Antioxidant enzymes, Photosynthesis



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - assimilacao liquida

ATP - Adenosina Trifosfato

APX - peroxidase do ascorbato

CAT - catalase

Cu/Zn-SOD - superoxido dismutase com cobre/zinco
DAA - dias ap0s a aplicacéo

DHA - deidroascorbato

DIC - delineamento inteiramente casualizado

E- transpiracéo

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

EPSPs -5-enolpiruvil-chiguimato-3-fosfato-sintase
Fe-SOD - superéxido dismutase com ferro

Gs - condutancia estomatica

H202 - peréxido de hidrogénio

IP- intoxicacao de plantas

IAA - Acido Indolacético

Mn-SOD - superoxido dismutase com manganés
MSC - massa seca caule

MSF - massa seca da folha

MSR - massa seca da raiz

NADP - fosfato de dinucleotideo de adenina
NBT - azul de nitrotetrazdlio, nitroblue tetrazolium
02 - radical superoxido

PEP - Fosfoenolpiruvato

PSI - Fotossistema |

PSII - Fotossistema

PVP - Polivinil pirrolidona

SOD - superoéxido dismutase

THF - tetrahidrofolato

VR - Volume de raiz



SUMARIO

RESUMO GERAL ...ttt ettt ettt ettt e e e e ettt et e e e s e s aabe et e e e e e e s anbabteeeeeesaasnbaeeeeessaannsbaaeeeesesannnen vil
GENERAL ABSTRACT .ttt et e ettt e e e e ettt e e e e e sttt e e e e e s abeb e eeeeeesaaaaabtaeeeeesasaanbbeeeeeeeesaanbabaeeeesesanssnaaaeens Wi
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ......ciiiiiiiieiiiiiiiiniinnsiiiisiiisssssssisssiimssmssssisssiimssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1X
1 INTRODUGAO GERAL....cceeueueeerueeerreersessssssssssesssssssssssensssessesssessssenssssnssssssssesensssensessssssesensssensensasssssens 13
2 REVISAO DE LITERATURA ....coueeteeeeiireesessesssssssessessessessesessessessesessessassessssessessessesessessessessssessassessesssenes 16
2.1 A CULTURA DA ACACIA .utieieeteeeteete et st st st ste et et st she e bt et e b e s anesanesaeesaee bt e bt eae e eme e emeesbeenbeeneeanesmnesanenaee 16
2.2 PLANTAS DANINHAS ....etitiitteteesteeteeete st sitesbeesbe e st e et sae e sbe e b e e s e e s e s s e sasesaeesbee bt e st emseemeeemeeebeenbeeneeanesmnesmnenree 17
2.3 GLYPHOSATE c.eeuteeuteeuteeieesteesteete et e sesesasesbeesbeesbe e et e aeeeae e e be e be e s e ea b e e e s e sasesbeesbe e bt e et eme e emeeen e e b e e reeaneeanesanesaeenne 19

2.3.1  AGAO dO NEIDICIQ ...ttt et ettt 20

2.3.2  Implicagdes fisiol0gicas NAS PIANTAS .........cc.ceovueesiiinieeiiesieet ettt 21
2.4 ESTRESSE OXIDATIVO ..eeuuteeutteureestetesueesseeasseesseeanssesseeasseesaseessseessesanseesssesasssessessnseesasesesseessseeasseesssesenseesnne 24
2.5 ENZIMAS ANTIOXIDANTES ...uuteeteesteenrenutesusesseesseesseessesnstaneesseesseensesnsesssesssesseesseesseenseenseenesansenseensesssesnsesssesseesnes 26
2.6 SUPEROXIDO DISIVIUTASE. ... .eeiteeteeteeutesitesitesteesteenteenteemeesbeesbeebeeabesabesasesaeesaeenbeenseenseemeeeneenbeenbeebeeanesasesneenaee 27
2.7 ASCORBATO DE PEROXIDASE ...cuveeuteeuterureruterseesseesseenseenstaneesseenseensesnsesssesssesseesseenseensesnseenesasessseensesssesnsesssesseesnes 28
3 MATERIAL E IMETODOS ......cuctetrerreueeesssssssseessssssssssssssssssssesssstsssssssssssssssssssssnsssssssssnssssssssssnsssnnns 29
3.1 MEDIDAS BIOMETRICAS E BIOMASSA .....uveeureteuterseeessteesetesseesasetesssessesasssessesasssessesanseesasesssseesaseesnseesssesesseesnne 30
3.2 EXTRAGAO E ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES. ...ccuvtteuteeretesueessreeesseesseeasseesasesssseesasesssseesssesssseesssesesseesnne 31
3.3 ANALISE DE TROCAS GASOSAS ....vveeuteteutesrttesseesaseeesssesssetasseessetesseessesasssessesasssessesanseesasesssseessseessseesssesesseenne 31
3.4 ANALISE DOS DADOS ..cuvverureteureasetesueesasetesseessetasssesasetasseessetasseesnsesasseesasesassesbeesaneesasesesseessseeasseessseeesseennne 32
4. RESULTADOS ...ttt st ettt ettt s ae e bt e sb e bt e st e e abesatesaeesbeesae e bt embeehe e eb e e b e e b e eabeeabesabesmeesbeesbeenseenseensens 33
5. DISCUSSAD .....vevevetetieisisitt sttt tetstesss et st b e b e b et et et et e se s et bbb b et e b et et e b e s es e st s s b et e b et et et et esese s e b bbb b et et eseseseaeseanaen 44
6. CONCLUSAD ...ttt ettt ettt b bbbt s et bbb bbbt b s s e s s e s b e b e bt et et et e b ese s e bbbt b et et eseseseaeseanaes 49

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoeeuerererrnrnrssssssssssssssssssesssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 50



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 TRATAMENTOS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO. GURUPI/TO,2017...ccveeereeereeeereeeeteeeeteeeeteeeeteeeeveeenteeenseeenseseeseeenes 29

TABELA 2 MASSA SECA DO CAULE (MSC), MASSA SECA DA FOLHA (MSF), MASSA SECA DA RAIZ (MSR), VOLUME DA RAIZ (VR) E AREA
FOLIAR DE MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM A APLICAGAO DO HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES: T1 —
TESTEMUNHA (SEM APLICACAO); T2 (180 G. EA L-1), T3(360G. EA L), T4 (540 G. EALY) ET5 (720 G. EA L) AOS 75
DIAS APOS A APLICAGAO (DAA), EM GURUPI, TO, 2016, ...cccceeeieiiiieeeiieieeeiteeesitveeeesiteeeseneseeestaeeeenntaeeesnssaeesnsaneans 37



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - A VIA DO CHIQUIMATO (LINHAS TRACEJADAS) E RELAGAO COM OUTRAS VIAS METABOLICAS. FONTE: MODIFICADA DE

[N s T (1 L SRS 21
FIGURA 2 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DAS ROTAS BIOSSINTETICAS PARA PRODUCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS, ISOPRENOIDES E

ALCALOIDES. FONTE: CASTRO ET AL, (2001). .euutiieuieeieieesteesteesteesteesteesiteessseesaseessseesnseessseesnseesssessnseessesssessssennn 22
FIGURA 3 - A FASE CLARA DA FOTOSSINTESE FONTE: BLAKENSHIP & PRINCE (1985). ...uvviiiiiieeeiiiieeeeree e e eere e eevaee e senee e 23
FIGURA 4 - REAGAOD QUIMICA ..etveeiiieieiteteeeeeesseitttteeeesssesuesaeesesssasanstasesesssasasssanssesesesasssssssasesssssssssessesssssssssseesesssnssnsens 28
FIGURA 5 - DISTRIBUIGAO DO EXPERIMENTO NO CAMPO. BLOCOS CASUALIZADOS, COM 4 DOSES DE GLYPHOSATE E A

TESTEMUNHA(SEM APLICAGAQ), E 5 REPETICOES POR TRATAMENTO. ..uuvveeeirreeeeiereeesenseeesssseeessssessssssseessssssssssssessnnnes 30
FIGURA 6 - CURVA DE LUZ DA ACACIA IMANGIUM. ... .vuvurururereressrssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnsnnnns 32
FIGURA 7. VARIACAO DA TEMPERATURA, DA UMIDADE RELATIVA DO AR E RADIAGAO SOLAR. GURUPI/TO. ...cvveeveeireecree e 33

FIGURA 8: INCREMENTO DE ALTURA DE PLANTAS (%) DE MUDAS DE ACACIA MANGIUN COM A APLICAGAO DO
HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES: TESTEMUNHA (SEM APLICAGAO), 180 G.E.A.L™%, 360
G.E.A.L1,540 G.E.A.LTE 720 G.E.A.L1, AOS 75 DIAS APOS A APLICAGAO (DAA). ...oovereieieeieeeeveiene 34

FIGURA 10: INCREMENTO DE DIAMETRO DE CAULE (%) DE MUDAS DE ACACIA MANGIUN COM A APLICACAO DO HERBICIDA GLYPHOSATE
EM QUATRO DOSES: TESTEMUNHA (SEM APLICACAO), 180 G.E.A.L', 360 G.E.A.L2, 540 G.E.A.L' 1 E 720 G.E.A.L'T AOS 75
DIAS APOS A APLICACAO (DAA), EM GURUPI, TO, 2016, ...ccccueieieiiiieeeiiieeeeiieeesiteeeesiteeeeeatree e streeeesntaeeeeasaaeesssaeaans 35

FIGURA 11:INTOXICAGAO EM GRAUS RADIANO (%) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM 7, 14, 21, 28 E 35 DIAS APOS A
APLICACAO (DAA) COM O HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES (180, 360, 540 € 720 G. E.A.L™!) E A TESTEMUNHA

(SEM APLICAGAO), EM GURUPL, TO, 2016, ...uvvieeiiureeeeeireeeeeieeeeeetreeeeeteeeeeaaeeeeetaeeeesaaeeeeesseeseetneeeensseeeenssneesenssneeens 36
FIGURA 12 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)(Ue® G MF-'.) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM APOS A
APLICACAO DE DOSES GLYPHOSATE. GURUPI-TO. ...uvvieiureeeireeiireeeiteeiveestreesteessseesareessseesaseesssessnseessessseessesssessseenn 37

FIGURA 13 - ASCORBATO PEROXIDASE (APX) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM 10 E 20 DIAS APOS A APLICAGAO (DAA) DO
HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES (180, 360, 540 E 720 G.E.A.L'!) E ATESTEMUNHA (SEM APLICACAO), EM
LU UL @ R0 SO S 38
FIGURA 14 - ASSIMILAGCAO LiQUIDA (A) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM 6, 12, 18, 24 E 30 DIAS APOS A APLICACAO (DAA)
DO HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES (180, 360, 540 £ 720 G.E.A.L™Y) E A TESTEMUNHA (SEM APLICAGAO), EM
LU UL @ R0 SO S 39
FIGURA 15 - CONDUTANCIA ESTOMATICA (GS) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM 6, 12, 18, 24 E 30 DIAS APOS A APLICACAO
(DAA) DO HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES (180, 360, 540 E 720 G. E. A L'!) E A TESTEMUNHA (SEM APLICACAO),
[V I CTUT U 11RO TR 0 1 TSRSt 40
FIGURA 16 - TRANSPIRAGAO (E) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM 6, 12, 18, 24 E 30 DIAS APOS A APLICAGAO (DAA) DO
HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES (180, 360, 540 E 720 G.E.A.L'?) E A TESTEMUNHA (SEM APLICACAOQ), EM
GURUPI, TO, 2006, .eeiiiiiieeiieeeeiietee ettt e sttt s e e ettt e e s e et e e s me e e e e s b e e e s aanne e e sneeeeeamreeesesreeesanneeessareeesenneeesannnees 41
FIGURA 17 - CONCENTRACAO INTERNO DE CO2 (CI) EM MUDAS DE ACACIA MANGIUM COM 6, 12, 18, 24 £ 30 DIAS APOS A
APLICAGAO (DAA) DO HERBICIDA GLYPHOSATE EM QUATRO DOSES (180, 360, 540 £ 720 G.E.A.L-1) E A TESTEMUNHA (SEM

APLICACAO), EM GURUPI, TO, 2016, ...eeiiiiiiieeiiiieeiieeeectteeeeciteeeeetaeeestaeeeeastaeeeeasssaessseaeenssseseanssasesnssesassnssneaanes 42
FIGURA 18 - EFICIENCIA DO USO DE AGUA DE ACACIA MANGIUM, SUBMETIDO A DIFERENTES DOSES DE GLYPHOSATE. GURUPI - TO,
0 TSP TTPPPPPRN 43

FIGURA 19 - EFICIENCIA DA RUBISCO DE ACACIA MANGIUM, SUBMETIDO A DIFERENTES DE GLYPHOSATE, GURUPI-TO, 2016. ........ 44



13

1 INTRODUGAO GERAL

A espécie Acacia mangium € uma leguminosa de grande valor comercial
sendo muito cultivada, especialmente para energia primaria (VALE et al., 2000) e
celulose (ALENCAR, 2009). Recentemente, tém-se realizado estudos para utilizacao
de sua madeira para producéo de particulas destinadas a industria de compadsitos de
madeira, puros ou através de mix com outras espécies que possuem densidades
menores (SILVA, 2008). Apresenta um crescimento relativamente rapido com cerca
de 5m.ano! e vida média de 40 anos (VEIGAetal., 2000) e um bom
desenvolvimento em varias regides do pais, ndo sendo exigente em solos ricos em
nutrientes (FALESI, 2006).

Espécies de plantas daninhas podem ainda competir por agua, luz, nutrientes
e também causar interferéncias de natureza alelopatica, podendo interferir no
desenvolvimento das culturas (PITELLI, 1987). Segundo Tarouco et al. (2009) ao
avaliarem a interferéncia de plantas daninhas na cultura do eucalipto observaram
gue houve reducédo no diametro, na altura e alteracdo na absorcdo de nutrientes e
agua indicando que medidas de controle devem ser tomadas no momento de
implantacéo da cultura.

Dentre os diversos métodos de controle, o mais adotado é o quimico, devido
a escassez de mao-de-obra, a existéncia de grandes areas cultivadas e ao menor
custo, sendo o herbicida glyphosate o mais utilizado em plantios florestais (SANTOS
et al., 2006). Este herbicida ¢é utilizado em pds-emergéncia para o controle de
plantas daninhas, porém é um hercibida ndo seletivo com acao de amplo espectro,
sendo absorvido através das folhas e translocado preferencialmente via floema para
as regides meristeméticas das plantas (YAMADA et al., 2007).

A utilizacdo do glyphosate no controle de plantas daninhas em espécies
florestais € de suma importancia , porém, ainda sdo poucos os trabalhos que
relatam os efeitos do estresse sofrido p pelas espécies florestais quando expostas
a derivas deste herbicida (MACHADO et al. 2010).

Todavia, é sabido que o glyphosate por ser um herbicida ndo seletivo para

algumas espécies florestais pode causar algumas alteracdes metabdlicas, sendo
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umas das mais relevantes o acumulo do acido chiquimico e formacédo e/ou ativiagao
das enzimas reativas oxidativas (EROS).

O acumulo do &cido chiguimico esta diretamente ligado a inibicdo da enzima
EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato  sintase), causada pelo herbicida

glyphosate, evitando com isso a sintese dos trés aminoacidos essenciais, triptofano,
fenilamina e tirosina, ocasionando alteracbes na fotossintese, respiracdo e
transpiracéo (YAMADA et al., 2007).

O estresse abidtico causado pelo herbicida, pode ocasionar alteracdes das
vias metabdlicas nas plantas, podendo levar a um aumento da producdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio), denominado de estresse oxidativo (Sharma et al.,
2012).

O maior dano causado pelo estresse oxidativo € a peroxidacdo dos acidos
graxos constituintes da dupla camada lipidica da membrana celular, resultando em
um desequilibrio no metabolismo aerdbico e ameacga a homeostase celular (Martins,
2013).

Embora o oxigénio seja importante para desempenhar varias funcdes
celulares, ele também apresenta desvantagens para 0S oOrganismos, poiS 0S
processos metabdlicos dependentes desse elemento, como a respiracao aerobica,
fotossintese e fotorrespiracdo, levam a producdo de EROs nas células vegetais, tais
como, mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, respectivamente (Barbosa et al.,
2014; Karuppanapandian et al. 2011; Foyer e Noctor, 2003).

No metabolismo dos vegetais, a transformacéo do oxigénio molecular (O2) em
agua (H20), forma peroxido (H202) que € considerado toxico para as planta.
Acredita-se que varias enzimas apoplasticas possa levar a producdo de EROs em
condi¢cBes normais e de estresse (Almagro et al. 2009).

As células possuem mecanismos de defesa antioxidantes excelentes para
desintoxicar os efeitos prejudiciais das EROs, que podem ser enziméticas
(superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase-GSH-Px e glutationa
redutase-Rd) ou ndo enzimatica (glutationa, prolina, B-caroteno, a-tocoferdis,
carotendides, flavondides e o ascorbato (AsA), os quais sao capazes degrada-los ou
neutralizar a citotoxidade das EROs, preservando a integridade das células (Gill e
Tuteja, 2010; Davar et al., 2013; Barbosa et al.,, 2014; Dallaqua e Damasceno,
2011).
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O ascorbato (AsA) € um dos mais importantes antioxidantes ndo enzimaticos
e pode inativar varias EROs, juntamente com a GSH, participa do ciclo do Ascorbato
Glutationa, no qual o H20:2 é eliminado pelo ascorbato peroxidase (APX), mediante a
peroxidacdo do AsA (Barbosa et al., 2014).

N&do ha dados, para identificar os efeitos deste herbicida na fisiologia e
bioquimica da acacia, especialmente aqueles relacionados a absorcdo de agua e
fotossintese, as quais sdo as bases do processo de producdo de biomassa. Este
trabalho tem o objetivo de avaliar as alteragBes fisioldgicas, bioquimicas e

morfologicas do glyphosate em plantas de Acacia mangium.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A culturada Acéacia

A Acacia mangium apresenta uma area plantada no mundo somando cerca
de 8.317.000 hectare, sendo 7.964.000 hectares localizados na Asia, 345.000
hectares na Africa e 8.000 hectares na Oceania (FAO, 2002).

Caracterizada uma das espécies florestais mais propicias para programas de
reflorestamento devido ao seu rapido crescimento e tolerancia a diversos tipos de
solos, capacidade para se expandir bem em condi¢cdes adversas de competicao,
relativa tolerancia a doencas (NRC, 1983).

A maioria das plantas apresentam as seguintes caracteristicas: altura entre
25 a 30 metros de altura e 90 cm de diametro a altura do peito (DAP), fuste ereto,
com divisbes que comecam acima da metade da altura total, copa globular, porém
com reducao do espacamento, apresenta-se conica, raizes superficies e abundantes
(Yared et al., 1990).

Apresentam folhas simples e alternas, ramos verdes e alados, dispostos
espiriladamente, ovalado-lanceoladas ou ovalado-alongadas, largas, coriaceas, de
peciolo curto, 4pice alongado, com nervuras salientes partindo da base, de 12-18cm

de comprimento.

Por ser uma leguminosa a Acacia mangium mostra uma grande vantagem
sobre as demais espécies florestais que é sua unido micorrizica com alguns
micoorganismos do solo, a mesma tem a capacidade de fazer simbiose com
bactérias do género Rhizobium, que sdo capazes de fixar nitrogénio (Reddell e
Warren, 1986).

A madeira da A. mangium é adequada para celulose, papel, a placa de
particula, engradados e lascas de madeira, também apresenta um grande potencial
para madeira serrada, ligas, moveis e folheados e ainda pode ser para a lenha e
carvao vegetal. As folhas podem servir como forragem para o gado, pois possui
Otima palatabilidade e os ramos e folhas secas podem ser usados como
combustivel.

As arvores desta espécie sao Uteis para sombra, fins ornamentais, triagem, limites e

guebra-ventos, também sdo usadas em sistemas agroflorestais e bem como no
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controle de erosdo (National Research Council 1983). Ja flores desta espécie
florestal sdo meliferas e constituem uma excelente fonte de alimento para as
abelhas (BALIEIRO et al.,2004).

E uma iniciativa que tem gerado grandes lucros porque o néctar é produzido e
extraido das floress, a producdo comeca 4 a 5 meses apds o0 plantio das mudas,
composto de uma excelente alimentacéo para as abelhas, em regides da Asia onde
esta planta é cultivada em grandes areas (LEMMENS et al. 1995). Nesta espécie
também pode-se se extrai o tanino que é muito utilizado nas industrias de couros,
colas, adesivas e branqueamento de acguUcares.

No Brasil, apresenta algumas vantagens em virtude do rapido crescimento
de espécies florestais em virtude das condi¢cdes edafoclimaticas favoraveis e
tecnologias desenvolvidas, colaborando para suprir a demanda internacional e tornar
—se um grande exportador de produtos florestais (VALVERDE, 2004; TIBURCIO et
al., 2012).

Todavia, a produtividade dessas espécies florestais pode estar sendo
limitada pelas plantas daninhas, através da competicdo dos recursos disponiveis no
ambiente, por dificultarem os tratos culturais, aumentando os riscos de incéndios e
uma gueda significativa na producéo da cultura (TIBURCIO et al., 2012).

Alguns trabalhos mostram que espécies florestais em convivéncia com
plantas daninhas pode apresentar diminuigdo em seu didmetro, na altura e alteragéo
na absorcdo de nutrientes e agua (SILVA et al., 2000; TOLEDO et al., 2000;
TAROUCO et al., 2009).

2.2 Plantas Daninhas

As plantas daninhas precisam de alguns recursos para se desenvolver,
assim como a cultura, estes recursos pode estar em ambientes agricolas e muitas
das vezes em quantidades insatisfatérias para atender ambas as necessidades. Os
principais destes recursos de crescimento sdo: 4gua, nutrientes, espaco e luz.

Segundo Davies, (1987) as plantas daninhas diminuem a quantidade de
agua disponivel no solo por desenvolverem sua evapotranspiracdo e pela
interceptacdo de parte da agua da chuva, que fica presa nas folhas, podendo
penetrar no mesofilo foliar ou evaporar.

A capacidade competitiva de uma planta por agua e nutrientes, depende do

volume do solo ocupado pelo sistema radicular, ou seja, quanto maior o volume
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ocupado, maior o sistema radicular e mais competitiva sera as plantas (Christoffoleti
et al., 1998).

Na maioria dos ambientes florestais ocorre competicdo com plantas
daninhas, foi verificado que esta convivéncia pode acarretar algumas deficiéncias
nutricionais nas espécies (Marchi et al., 1995). Essa diminuicdo nutricional de
algumas plantas pode ocasionar reducbes no tamanho da planta como
consequentemente uma reducdo no acumulo de massa seca 0 que pode
comprometer a produtividade da cultura (Pitelli e Marchi, 1991).

Como a maioria das plantas cultivadas, a acacia é uma planta C3 Quem é
C3,, a Acacia¢,. No entanto, grande parte das plantas daninhas é classificada como
C4. Quando comparamos as plantas C3 e C4 observamos que as plantas C4 tem
varias vantagens competitivas em relacédo as plantas C3, como a fotossintese, que é
maior em ambientes com temperatura e luminosidade elevada e o uso da agua é
mais eficaz nessas espécies. JA as plantas C3 demonstram queda no seu
desempenho em temperaturas elevadas e s&do saturadas pela luz mais
rapidamente pela luz.

Portanto, quando essa competicdo se estabelece o estiolamento das mudas
de acéacia pode ocorrer. Pois as mudas plantas em busca de luz, promovem um
desenvolvimento rapido em relacdo a altura, comprimento dos caules e poucas
folhas no apice. Nessa condicdo, a menor superficie de perda de agua sobre um
déficit o transporte ascendente é impedido, j& que esse tipo de transporte precisa de
um grande déficit energético entre a copa e o sistema radicular, o que € complicado
de ocorrer devido a pequena superficie de transpiracao (Pitelli e Marchi, 1991).

Quanto mais tempo as plantas daninhas e a cultura conviverem entre si,
maior serd o grau de interferéncia das plantas daninhas. A época e a duracdo do
periodo em que a cultura e a comunidade infestante podem ou ndo conviver
determinardo os periodos de interferéncia.

Depois da instalacdo da cultura, os recursos disponiveis no meio atendem
as demandas de crescimento tanto das plantas daninhas quanto da cultura, sendo
esse periodo denominado de periodo anterior a interferéncia (PAI) (Pitelli e Durigan,
1984).

As medidas de controle nesse periodo ndo sado necessarias, onde na pratica

este limite dificilmente € utilizado, pois a cultura ou as plantas daninhas podem ter
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atingido um estadio de desenvolvimento que dificulte ou ndo permita praticas de
controle recomendando-se, portanto o controle destas plantas logo apos o plantio.

O periodo total de prevencéo da interferéncia (PTPI) compreende o periodo
em que a cultura deve crescer livre da presenca de plantas daninhas (Pitelli e
Durigan, 1984), terminando quando a cultura consegue sombrear o solo, reduzindo a
germinacdo das plantas daninhas. ApoOs este periodo, métodos de controle das

plantas daninhas n&o precisam mais serem realizados.

2.3 Glyphosate

E um herbicida utilizado no controle quimico em areas de plantio de
espécies florestais (VICTORIA FILHO, 1987), mostrando algumas qualidades a
respeito dos outros herbicidas, pois tem uma area de acdo maior que os demais e
baixo custo de aplicacdo, mais ndo € seletivo (MALIK et al., 1989; TOLEDO et al.,
2003). Entretanto, esse produto ndo deixa residuo no solo, por ser amplamente
adsorvido pelas particulas coloidais (PRATA, 2002; RODRIGUES e ALMEIDA,
2005), solicitando aplicacBes repetidas no controle de plantas daninhas no periodo
de formacéo da floresta (TOLEDO, 1996).

O Glyphosate é o mais comercializado no mundo, sendo utilizado em mais
de 119 paises, com mais de 150 marcas comerciais, apresenta uma nomenclatura
N-(fosfonometil)-glicina, pertence ao grupo quimico dos derivados da glicina, sendo
um aminoacido analogo ao aminoacido natural. Deriva da contracdo entre glicina +
fosfato (BRIDGES, 2003; RODRIGUES & ALMEIDA 2005), com férmula quimica
C3HsNOsP.

O uso deste herbicida tem sido frequente, é o0 mais utilizado em poés-
emergéncia nas plantas daninhas, minuciosamente utilizado nos manejos quimicos
em areas de reflorestamento (VICTORIA FILHO, 1987), capaz de controlar 76 das
78 plantas invasoras mais agressivas (FRANZ, 1985; QUINN, 1993;GRUYS e
SIKORSKI, 1999),apresentando vantagens sobre os outros herbicidas existentes,
pois possui amplo espectro de acdo e baixo custo de aplicagdo (MALIK et al., 1989;
TOLEDO et al., 2003),exigindo aplicacdes repetidas no controle de plantas daninhas
durante o periodo de formacéo da floresta (TOLEDO, 1996).

Em condi¢cbes favoraveis o glyphosate penetra nas folhas, em seguida
atinge as raizes, rizomas e meristemas apicais, através da translocacéo via floema e

xilema, uma vez que o floema é principal mecanismo de transporte de herbicidas
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aplicados em pos emergéncia das plantas daninhas (Satchivi et al., 2000). Sua
absorcéo e translocacdo sdo fundamentais para o produto alcancar o sitio de acgéao,
pois representam um fator essencial na eficacia e suscetibilidade da planta ao
herbicida.

Segundo Yamada & Castro (2007) a planta contaminada com glifosato tem o
crescimento da parte aérea e do sistema radicular diminuido além de perda da
resisténcia contra doencas, isso até mesmo com doses baixas como 3 mL ha? de
produto comercial.

Autores como (Galli & Montezuma, 2005; Yamada & Castro, 2007), alertam
gue o glyphosate, se utilizado de forma inadequada, pode ocasionar fitotoxicidade,

ou mesmo levar & morte as plantas.

2.3.1 Acéao do herbicida

A mobilidade do herbicida € grande no floema e é rapidamente translocado
por todas as partes da planta e aumenta nas regides meristematicas.

Turner & Loader (1974) provaram que formulacdes solubilizadas em o6leo
facilitam a entrada do glyphosate pela casca de espécies florestais. O glyphosate
movimenta-se através do simplasto, aplicacbes do produto em folhas maduras
possibilitam a passagem do herbicida para as regifes de crescimento no restante da
planta, junto com os fotoassimilados (Peterson et al., 1978).

Apos a aplicacdo os sintomas mais observados séo clorose foliar e em
seguida necrose. Outros sintomas foliares evidentes sdo: o enrugamento ou mal
formacdes nas area de rebrota, necrose de meristema, rizomas e estoldes em
plantas perenes. Diferentes de alguns herbicidas de contato, o sintoma fitotoxico
ocasionado pelo glyphosate desenvolve devagar com morte ocorrendo depois de

dias ou mesmo semanas (Gruys & Sikorski, 1999).

E o Unico herbicida capaz de inibir especificamente a enzima 5-enolpiruvil-
chiguimato-3-fosfato-sintase (EPSPs) através do seu mecanismo de acdo que
catalisa a condensacdo do acido chiquimico e do fosfato piruvato, impedindo a
sintese dos trés principais aminoacidos - triptofano, fenilalanina e tirosina
(JAWORSKI, 1972; ZABLOTOWICZ e REDDY, 2004).
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Observando a figura 2, o final da rota do chiguimato forma o corismato, do
qual muitos metabdlitos secundarios sdo formados como o tetrahidrofolato (THF),
ubiquinona e vitamina K, que sdo essenciais para planta. A fenilalanina, além de
participar da biossintese de proteinas, € também substrato para a via do
fenilpropandide que produz varios produtos secundarios de plantas, tais como

antocianinas, lignina, promotores e inibidores de crescimento e compostos fendlicos

(Devine et al., 1993; Gruys & Sikorski, 1999).
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Figura 1 - A via do chiquimato (linhas tracejadas) e relacdo com outras vias
metabolicas. Fonte: Modificada de Devine et al. (1993).

2.3.2 Implicac0es fisioldgicas nas plantas

Segundo Lydon & Duke (1989), entre os efeitos causados pelo glyphosate
através do bloqueio da rota do acido chiquimico esta: sintese de AIA e de outros
horménios vegetais, sintese de clorofila, sintese de fitoalexinas e de lignina, sintese

de proteinas, fotossintese, respiracdo, transpiracdo, permeabilidade de membranas

€ outros mais.
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Um dos segmentos sintéticos inicial das plantas verdes € a fotossintese na
qual elas costumam usar a energia do sol para a produ¢do de compostos organicos,
agrupados em caracteristicas comuns, em metabdlitos primarios e secundarios.

Os metabdlitos primérios, primordiais para a sobrevivéncia dos organismos
sdo: agucares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e polimeros derivados
deles. Os compostos metabdlitos secundarios sao aqueles utilizados como
precursores de compostos em reacdes catalizadoras quais sdo: acido chiquimico,

acetato e aminoacidos alifaticos.
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Figura 2 - Esquema simplificado das rotas biossintéticas para producdo de
compostos fendlicos, isoprendides e alcaldides. Fonte: Castro et al. (2001).

O glyphosate, com seu modo de acgéo na planta, inibindo a enzima EPSPs
provoca a reducdo na eficiéncia na taxa fotossintética. Pois a planta sob influéncia
desse herbicida passa a ndo produzir os aminoacidos para a sintese de proteinas e
alguns metabdlitos secundarios, o que acarreta num colapso no metabolismo
intermediario (Figueiredo, 2009).

A fotossintese ocorre em duas fases a clara ou fotoquimica e a escura ou
fase quimica. A fase clara ocorre nos tilacéides dos cloroplastos e € imprescindivel a
presenca de luz. Ao consumir um foton, a clorofila passa de um estado de energia
mais baixa para um estado de energia mais alta reduzindo outras moléculas.

Segundo Taiz & Zaiger, (2004), o centro de reacdo de uma dessas unidades
absorve preferencialmente a luz de comprimento de onda maior que 680 nm,

precisamente em 700 nm, sendo denominada de fotossistema | (P700), enquanto a
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outra absorve a luz preferencialmente em 680 nm, sendo chamada de fotossistema
II (P680). Estes dois fotossistemas trabalham simultaneamente e em série, 0
fotossistema | absorve féton emitindo elétrons na curva reduzindo NADP em NADPH
e reduzindo ADP em ATP, e o fotossistema Il absorve fétons e emitindo elétrons na
mesma curva de onda, oxidando a agua.

A fase escura da fotossintese ocorre no estroma dos cloroplastos, sem
precisar de energia luminosa, que usa a energia acumulado no ATP produzido na
fase fotoquimica. O CO2 absorvido da atmosfera transforma-se em glicose por meio
da incorporacao dos hidrogénios cedidos pelas moléculas de NADPH, formadas na
fase clara. Assim a formacao de carboidratos ndo envolve a luz diretamente, mas
precisa de dois produtos formados durante a fase clara: o NADPH e o ATP, que
formam na presenca de energia luminosa.

Os atomos de carbono sdo incorporados em uma sequéncia ciclica de
reacdes, denominado ciclo das pentoses ou ciclo de Calvin, que é divido em trés
etapas: carboxilacdo, reducao e regeneragao. O redutor produzido pelo fotossistema
Il (PSII) reduz o oxidante produzido pelo fotossistema | (PSI). Todas as propriedades

sdo demonstradas na Figura 4.
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Figura 3 - A fase clara da fotossintese Fonte: Blakenship & Prince (1985).
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Navarro et al., (2013) avaliou os efeitos do glyphosate sobre a fotossintese
em soja, no qual foi verificado que houve reducdo na taxa fotossintética. O que pode
ser explicado pelo proprio modo de acdo do herbicida.

Outra consequéncia fisiol6gica importante para as plantas € a inibicdo da
sintese do acido indolilacético (IAA) que € um derivado do triptofano, isso porque
glifosato inibe a sintese de corismato e de triptofano. E por se tratar de um promotor
de crescimento, o resultado disso € um menor crescimento na parte aérea e um

gravitropismo nas raizes (Yamada e Castro, 2007).

2.4 Estresse oxidativo

As plantas estdo sob constante exposicdo a diversos fatores que podem
causar algum tipo de estresse: bibtico ou abidtico. Através desses estimulos surge o
estresse oxidativo, que € uma reacao natural da planta apds o reconhecimento de
algum agente patogénico (Fiori, 2011) reacdo essa, que visa fortalecer a parede
celular vegetal (Fernandes et al, 2013).

Pode-se classificar as condicdbes ambientais extremas que produzem
estresse oxidativo em abidticas: alta irradiacdo, seca, hiperoxia, anoxia, deficiéncia
mineral, baixas temperaturas e altas temperaturas; biéticas: infec¢des bacterianas,
fungicas e virais xenobiédticas: Herbicidas redox-ciclicos: paraquat, diquat; poluentes
atmosfeéricos: (SO2, NO, NO2, 0 0zonio) e os metais pesados (Carrillo e Vale, 2005).

Conforme Carrillo e Vale, (2005), existem varias situacdes ambientais que
podem produzir estresse oxidativo, deste modo, a producao de EROS pode ser vista
como uma caracteristica universal do estresse.

Segundo Ribeiro et al, (2005), a terminologia Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) inclui as espécies radicais livres e outras que, embora ndo possuam elétrons
desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de sua instabilidade.

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas durante 0s processos
oxidativos de forma normal, porém sob condi¢Bes de estresse tem como principal
ponto de fabricag&o os sitios intracelulares como os cloroplastos, as mitocondrias e
perixomos (Eaux eToledano, 2007). Outras fontes importantes de EROs intracelular
sdo: NADPH oxidases (gera anion superoxido), oxido nitrico sintases (gera 6xido

nitrico) e lipoxigenases (gera hidroperdxidos de acidos graxos) (Sandim, 2014).
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Devido a sua configuracao eletrénica, o oxigénio tende a receber um elétron
de cada vez, formando compostos intermediarios altamente reativos, destacando-se
0 anion radical superoxido (O2.-), o peréxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxila (OH-). Sendo que a partir do O2.-, que é o primeiro intermediario da
reducdo do oxigénio até a agua, sdo formadas as outras espécies reativas de
oxigénio.

As mitocondrias s&o consideradas como a fonte da maioria das EROs,
especificamente do radical anion superéxido (Oz2+—). As reagfes que geram ATP na
mitocondria requerem elétrons de substratos reduzidos para serem passados ao
longo da cadeia de transporte de elétrons. Elétrons que vazam deste processo
reagem com o oxigénio molecular (O2) gerando o radical anion superoxido. Esse
radical € um mediador importante em indmeras reagfes oxidativas em cadeia e
também € um percursor para muitas outras EROs (Sandim, 2014).

De maneira geral, EROs s&o reconhecidos por fazer um duplo papel, como
prejudiciais ou benéficos, que varia em fungcéo da sua concentracdo em plantas. Em
alta concentracdo o EROs causa danos a biomoléculas, enquanto que em
concentracdo moderada ele atua como segundo mensageiro nas cascatas de
sinalizacao intracelular que interveem varias respostas em células vegetais (Sharma
et al, 2012).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) em condicBes ambientais naturais
protegem as plantas, porém, quando sao produzidas em grande quantidade, tornam-
se toxicas e capazes de causar efeitos negativos sob forma de reacdes de oxidacao
envolvendo proteinas, lipidios e acidos nucléicos (Bandyopadhyay e Banerjee,
1999).

Quando ocorre o estresse oxidativo a producédo de EROs é aumentada além
da capacidade celular. Isso ocorre porque o sistema antioxidante das células nao
suporta 0 excesso de substancias reativas que foram formadas.

No momento que a geracdo de EROs ultrapassa a defesa antioxidante das
células, ocorrem danos oxidativos das macromoléculas celulares (lipidios, proteinas,
acidos nucleicos), que conduz, finalmente, para vérias condigcbes patologicas. A
peroxidacao lipidica mediada por EROs, a oxidacdo de proteinas, e danos no DNA
sao resultados bem conhecidos dos radicais livres derivados do oxigénio, levando a
patologia celular e em dltima instancia, a morte da célula (Bandyopadhyay;
Banerjee, 1999).
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A peroxidacdo de lipidios representa a Ultima etapa e a acdo fisica
propriamente dita dos herbicidas relacionados direta ou indiretamente a fotossintese.
Podendo ocorrer como consequéncia do desequilibrio entre o sistema oxidante e o

estado pré-oxidante gerado pela toxicidade de herbicidas (Ballesteros et al, 2009).

2.5 Enzimas antioxidantes

Segundo Cotinguiba et al (2013) antioxidantes sdo substancias que podem
atrasar ou inibir as lesdes causadas por radicais livres. A concentracdo dessas
substancias pode aumentar devido a maior geracédo intracelular ou pela deficiéncia
dos mecanismos antioxidantes.

Os antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos sao essenciais para a
protecado e restauracado do metabolismo e as fungdes celulares, convertendo a EROs
em metabdlitos ndo prejudiciais a célula. Segundo Rocha e Rocha (2006), enzimas
antioxidantes sao substancias que mesmo presentes em baixas concentracées em
relacdo ao substrato oxidante, poderiam atrasar ou inibir as taxas de oxidacgao.

As enzimas antioxidantes estdo presentes em diferentes compartimentos
celulares e contribuem para o controle das EROs em plantas, o que confere um
estadio de homeostase redox no sistema (Sousa, 2013). Estas enzimas sao as
responsaveis por regularem o0s niveis de espécies reativas de oxigénio nos
hospedeiros, controlando, assim, a intensidade da resposta e a duracdo da mesma
(Fernandes et al, 2013).

De acordo com Kong e Lillei (1998), os antioxidantes agem nas trés linhas
de defesa orgéanica contra as EROS. A primeira, € a de prevencao, caracterizando-
se pela protecdo contra a formacédo de substancias agressoras. A segunda, é a
interceptacdo, os antioxidantes interceptam os radicais livres, 0os quais uma vez
formados iniciam suas atividades destrutivas. E a Ultima, € o reparo que ocorre
guando as duas primeiras linhas ndo foram completamente efetivas e os produtos de
destruicdo pelos EROS estédo sendo continuamente formados e podem se acumular
no organismo.

Destacam-se entre as enzimas antioxidantes a superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2),
peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e polifenoloxidase

(PPO, EC 1.14.18.1). Entre os principais metabdlitos antioxidantes, encontram-se 0
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acido ascorbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotenoides (Barbosa
et al, 2014).

A atividade das enzimas antioxidantes pode ser aumentada ou inibida
dependendo da intensidade e duracdo do estresse aplicado, bem como da
suscetibilidade das espécies expostas (Ballesteros et al, 2009).

De acordo com Rover Junior et al. (2001), muitas das reacfes radicalares
prejudiciais in vivo sédo evitadas ou modificadas pela acdo de agentes inibidores ou
antioxidantes. Por exemplo, no caso de superoxidos, a enzima SOD age como
agente de defesa contra esta espécie, enquanto as enzimas catalase e peroxidase
atuam sobre H20:.

A acdo sincronizada das enzimas responsaveis pela remoc¢do das EROs
confere maior tolerdncia as plantas sob condicdes de estresse. A superoxido
dismutase (SOD), primeira enzima a atuar no sistema antioxidante, realizando a
dismutacdo do radical superéxido (Oz-) a peroxido de hidrogénio (H202). E em
seguida o processo de detoxificagdo do peroxido de hidrogénio é feito pela
ascorbato peroxidase (APX), de acordo com o excesso de EROs (Deuner et al,
2011).

2.6 Superoxido Dismutase

As Superoéxido dismutases (SODs) sdo metalo-enzimas consideradas a
primeira linha de defesa contra as EROs e que catalisam a dismutacdo de dois
radicais Oz2--, gerando H202 e Oz (Barbosa et al, 2014).

A SOD pode ocorrer de trés formas, dependendo do metal associado a
mesma (Cu e Zn no citoplasma de eucariontes, Mn na matriz mitocondrial e Fe em
bactérias). As plantas normalmente, tém Cu / Zn-SOD no citosol, Cu / Zn e/ou Fe-

SOD no cloroplasto e Mn-SOD na mitocondria (Resende et al, 2003).

Também tem sido relatado um novo tipo de SOD que tem Ni (Ni-SOD) no
sitio ativo em Streptomices e cianobactérias. A Ni-SOD tem uma estrutura
homohexamérica onde cada subunidade esta conformada por quatro hélices, onde
se localiza o sitio ativo (WUERGES et al., 2004).

A enzima SOD uma vez que dismuta o O2.-, age indiretamente na reducao

do risco de formacéo do OHs a partir do O2-- (Dinakar et al, 2011). E a Unica enzima



28

nas plantas, capaz de eliminar o poder toxico causado pelo radical O2.—-, formando-
se H202 que é posteriormente eliminado por outras enzimas.

A atividade da enzima SOD, pode ser utilizada como indicador de estresse
oxidativo causado pela aplicacédo de herbicidas, havendo correlacdo entre o estresse
oxidativo gerado por herbicidas, e a atividade da SOD. Assim, ela tem sido
extensivamente investigada por sua atividade ser induzida sob condicbes de
estresse oxidativo, como uma resposta para metabolizar os radicais superoxido
produzidos (CATANEO et al., 2005).

2.7 Ascorbato de peroxidase

E uma enzima com papel bastante importante na remocéo da EROs e na
redugcdo de H202 a agua, através da oxidacdo do ascorbato e produgédo de
monodehidroascorbato (MDA), (SHIGEOKA et.al., 2002).

E importante na protecdo de tecidos fotossintéticos contra o estresse
fotoxidativo, a APX € encontrada também no citosol das células néo
fotossintetizantes, em membranas dos peroxissomos e em cloroplastos agindo na
diminuicao dos niveis de EROs (ASADA, 1992).

Ascorbato + Peréxido de hidrogénio — Dehidroascorbato + Agua

CsHsOs + H202 — CeHeOs + 2 H20

Figura 4 - Reacédo quimica

Esses mantidos no seu estado reduzido por um conjunto de enzimas
dependentes de ATP e NADPH, participam do processo de detoxicacdo de H20:2
catalisado pela enzima ascorbato peroxidase (APX), essas reacfes em conjunto,
formam uma das vias antioxidantes mais importantes presentes nas plantas, o ciclo
do ascorbato-glutationa conhecido também por ciclo Halliwell-Asada (MITTLER,
2002; GARA, 2004; ASADA, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na estacdo experimental da Universidade Federal
do Tocantins (UFT), Campus Universitario de Gurupi, localizado na regido sul do
estado do Tocantins a 11° 43’ S e 49° 04’ W, a 280m de altitude.

O Clima local segundo a classificagdo de Koppen € Tropical de savana
(Aw), e umido com pequena deficiéncia de agua no inverno, megatérmico com
concentracédo da evapotranspiragéo no veréao inferior a 48% do total anual (B1wA’a’),
segundo a classificacdo de Thornthwaite (PEEL, 2007). A temperatura média anual
€ de 27°C e precipitacdo média anual de 1.600 mm, sendo verao chuvoso, inverno
seco e elevado déficit hidrico entre os meses de maio a setembro.

Para o experimento, foram utilizados sacos de polietileno com volume de
10L. O solo utilizado para enchimento dos sacos foi coletado na camada aravel do
solo da fazenda experimental da Universidade Federal do Tocantins.

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas mudas de Acacia mangium,
qgue foram transplantadas para os sacos quando apresentaram aproximadamente 30
cm de altura. Quando as plantas estavam com um tamanho aproximado de 60 cm
de altura, foram realizadas as aplicacdes com pulverizador costal pressurizado a gas
carbbnico e equipado com pontas bico (XR 110.02) com volume de calda de 200
L/hal e presséo constante de 35 kgf/cmz2. A aplicacédo foi feita de forma a atingir toda
a copa da planta. Para evitar o contato dos herbicidas com a testemunha, estas
foram protegidas com sacos durante a aplicagéo dos tratamentos.

O experimento foi instalado em delineamento de blocos casualizados com 5
tratamentos correspondendo a 4 doses de glyphosate mais a testemunha sem
aplicacao ( 0, 180, 360, 540 e 720 g.e.a L-1) e 6 repeticOes, utilizando 6 plantas por
repeticdo. Os tratamentos utilizados estédo descritos na tabela 1.

Tabela 1 Tratamentos utilizados no experimento. Gurupi/TO,2017.

Herbicida Concentragdo (g.e.a L)
(sem aplicagéo)
Glyphosate? 180
Glyphosate 360
Glyphosate 540
Glyphosate 720

e.a = equivalente &cido do herbicida contido na formula comercial;
1Glyphosate= nome comum do equivalente acido contido no herbicida Roundup®.
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O experimento foi realizado em blocos casualizados com o objetivo de

eliminar os efeitos de autocorrelacdes entre as unidades experimentais Figura 7.

Bloco | Bloco Il Bloco I
T 1180 360 | 540 | 720 360 | T | 540|180 | 720 720 [ 540 [T | 180 | 360
X |X | X X |X X | X [X X |X X | X [X |xX |X
Bloco IV Bloco V Bloco VI
5407201 180 | T ) 360 720 | 180 | 360 | 540 | T 360 [ 180 [ 540 [ T [ 720
X X X X X X X X X X X X X X X

Figura 5 - Distribuicdo do experimento no campo. Blocos casualizados, com 4 doses
de glyphosate e a Testemunha(sem aplicacdo), e 5 repeticdes por tratamento.

3.1 Medidas biométricas e biomassa

Apbs a aplicacdo do herbicida, foram realizadas observagfes aos 7, 14, 21,
28 e 35 dias apds aplicacdo (DAA), das alteracdes morfolégicas na parte aérea das
plantas, a olho nu, considerando o porte da planta, coloracdo das folhas e
desenvolvimento geral, bem como a intoxicacdo das plantas (IP) em relacdo a
testemunha por meio de escala de notas de 0 a 100%, onde: 0% para auséncia de
sintomas e 100% para morte total da planta (FRANS, 1972).

As avaliacbes da altura das plantas (H) e diametro do caule (D) foram
realizadas antes da aplicacdo e aos 75 DAA apés a aplicacdo, onde todas as plantas
foram mensuradas, onde a altura foi obtida através de uma régua graduada
considerando a superficie do solo até o apice caulinar e o diametro do caule foi
mensuradoa dois cm da superficie do solo em mm, com o auxilio de um paquimetro
digital.

Foram recolhidas a partir de cada compartimento da planta e transportadas
para a Universidade Federal do Tocantins, onde foram secas em estufa a 75°C até
atingir peso constante, com posterior determinagcdo da biomassa seca (Bs). Os
pesos frescos das plantas foram convertidos em biomassa seca por relacdo direta
entre as duas variaveis a partir das amostras.

Aos 75 DAA, foi determinado a area foliar das plantas pelo método destrutivo
com o auxilio de um medidor de area foliar “Area Meter” (modelo LICOR LI-3000),

posteriormente as folhas, caules e raizes foram acondicionadas em sacos de papel



31

e secas em estufa a 69°C até atingirem peso constante, com posterior determinacao
da matéria seca (Ms), através da pesagem direta em uma balanca semi-analitica.
Também foi determinado o volume de raizes das plantas com o auxilio de uma
proveta graduada, contendo um volume conhecido de agua. Pela diferenca, obteve-

se a resposta direta do volume de raizes.

3.2 Extracéo e atividade das enzimas antioxidantes

Para estss variaveis, amostras das folfas das plantas foram coletadas aos 10
e 20 dias ap0s a aplicdo do herbicida, somando assim 2 coletas.. As folhas foram
coletadas e pesadas, envolvidas em papel aluminio, congeladas em nitrogénio
liguido e imediatamente armazenadas em freezer a -80°C, para as posteriores
determinacdes da atividade da superdxido dismutase e do ascorbato de peroxidase.

As atividades das enzimas foram avaliadas espectrofotometricamente e os
valores expressos em unidades de U- g MF-, para a SOD e mmol AsA - g MF! -
min para APX.

A atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), proposta por
Giannopolitis e Ries (1977) a 560 nm. A atividade da peroxidase do ascorbato (APX,
EC 1.11.1.11) foi determinada pelo acompanhamento da oxidac¢do do guaiacol a 470
nm segundo Lin e Wang (2002) com modificacdes.

Todas essas andlises foram realizadas em triplicata.

3.3 Andlise de trocas gasosas

Inicialmente foi realizada a medi¢do da curva de saturacdo da fotossintese
(curva de luz), utilizando radiacfes fotossinteticamente ativas — RAF de 0, 25, 50,
100, 250, 500, 800, 1000, 1200, 1500, 1800, 2000, 2200 pumol m2 s figura 7, para
fins de determinar a melhor radiacdo para a realizagéo das leituras.

As avaliag6es foram realizadas aos 6, 12, 18, 24 e 30 dias ap0s aplicagcédo do
herbicida (DAA). Os dados foram coletados no periodo de 9:00h as 11:00, na quarta
folha contando do meristema da planta, sendo 6 plantas amostradas por tratamento.

As avaliagbes das trocas gasosas foram realizadas a partir da mensuragao

da taxa de assimilacdo de CO2 (A) (umol m s1), transpiracéo (E) (mmol de H20 m
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s1), condutancia estomatica (gs)( mmol m? s1), concentragdo interna de CO2 (Ci)
(umol m? s1).

De posse destes dados, foram quantificadas a eficiéncia no uso de &gua
(EUA) (mmol CO2 mol?! H20) (A/E) [(umol m2 s1) (mmol H20 m2 s-1)1] e a eficiéncia
instantanea da carboxilagao (EiC) (A/Ci) [(umol m? s1) (umol mol?)?!] (Machado et
al. 2005, Melo et al. 2010).

Todos esses parametros avaliados foram obtidos diretamente sob condi¢des
ambiente de CO2 por meio de um analisador portatil de gas infravermelho (IRGA -
Infra Red Gas Analyser, modelo LI-6400 XT, Li-cor, inc. Lincoln, EUA). A camara
foliar foi ajustada para trabalhar sob luz saturante artificial de 1500mmol m= s, de

acordo com a curva de luz, ilustrada a seguir na figura 8.

Alymol m? s

T T T T T T T T T T T |
o 200 400 &S00  B00 1000 1200 1400 1800 41800 2000 2200
RadiacBes Fotossinteticamente Ativas (RFA)

Figura 6 - Curva de Luz da Acacia Mangium.

3.4 Analise dos dados

As variaveis morfologicas e bioquimicas foram submetidas a analise de
variancia por meio do teste F e para o teste de Tukey , onde foi adotado o nivel de
significAncia menor ou igual a 5% utilizando-se o programa software SISVAR
(Ferreira, 1999), e as variaveis fisiolégicas através do teste de Skott Knott a 5% de

probabilidade.
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4. RESULTADOS

A variagao da temperatura, da umidade relativa do ar e da radiagao solar
para o periodo experimental esté ilustrada na Figura 9. Os valores foram adquiridos
a partir dos dados da Estacdo Meteorologica, do Inmet (Instituto Nacional de
Meteorologia), no periodo de junho a setembro de 2016.

Nos dados climéticos apresentados, é possivel observar que a temperatura
média variou de 20° a 23°C, a umidade relativa do ar comec¢ou no més de junho com
cerca de 85 % e foi caindo ao longo dos meses chegando a 60%, e a radiacdo solar

teve uma variacdo de 129 a 141 (kJ/m?).

Dados metereoldgicos

° 100,00 200,00
®
g V‘\/\N e NE
£ S5
3 60,00 ~3
© 100,00 ©
© °0
5 40,00 )
© 50,00 S
— 7
$ 20,00 — <
IS
2L 0,00 0,00
6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Titulo do Eixo
e Temperatura maxima Temperatura minima Umidade maxima

umidade minima e radiacdo solar

Figura 7. Variacdo da temperatura, da umidade relativa do ar e radiacao solar.
Gurupi/TO.

O efeito das doses de glyphosate no incremento em altura aos 75 DAA
verificou-se que todas as doses reduziram o crescimento das mudas de acéacia
(Figura 8). No entanto, a porcentagem de incremento em altura obtidos nos
tratamentos com as doses 180 e 360 g.e.a.L. %, ndo diferiram entre si, apresentando
um incremento de 33,33% em ambos tratamentos. Os menores incrementos foram

observados nos tratamentos com doses de 540 e 720 g.e.a.L ! (3,33% e 1,66%,
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respectivamente). Assim, pode-se observar que houve reducdo na altura com o
aumento da dose do herbicida testado.

Os tratamentos 180 e 360 g.e.a.L! apresentaram um incremento de 50%
menor que a testemunha (Figura 8).

Incremento Altura (%)

0 180 360 540 720

Doses de glyphosate (g.e.a.L™)

Figura 8: Incremento de altura de plantas (%) de mudas de Acacia mangiun com a
aplicacado do herbicida glyphosate em quatro doses: Testemunha (sem aplicac&o),
180 g.e.a.Ll, 360 g.e.a.L!, 540 g.ea.l? e 720 g.e.a.L!, aos 75 dias apds a
aplicagéo (DAA).

O incremento em didmetro do caule de mudas de A. mangium, também foi
influenciado pela aplicacdo de dose de glyphosate aos 75 DAA (Figura 9). Os
resultados foram semelhantes aos obtidos para a altura, onde a testemunha
apresentou maior porcentagem de incremento médio (47,66%), diferindo
estatisticamente dos demais.

Os tratamentos com doses de 360, 540 e 720 g.e.a.L! ndo diferiram
estatisticamente entre si, apresentando em geral os menores valores observados de
21,66% e 18%. Assim como para O incremento em altura, também foi possivel
observar a reducdo do incremento em didmetro com o aumento da dose de

glyphosate, embora ndo seja totalmente proporcional (Figura 9).
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Figura 9: Incremento de diametro de caule (%) de mudas de Acacia mangiun com a
aplicacao do herbicida glyphosate em quatro doses: Testemunha (sem aplicacéo),
180 g.e.a.L?, 360 g.e.a.Lt, 540 g.e.a.Lt e 720 g.e.a.L ! aos 75 dias apés a aplicagcédo
(DAA), em Gurupi, TO, 2016.

A intoxicacao visual das plantas de A. mangium apoés a aplicacdo das doses
de glyphosate aos 7 DAA, apresentou leves sintomas de intoxicacdo (variando de 8
a 20%), observou-se que as plantas de todos os tratamentos apresentaram clorose
nas folhas mais jovens (Figura 11).

Aos 14, ocorreu um rapido aumento nos sintomas de injurias em todos 0s
tratamentos, porém atingindo valores entre 10 e 22% (Figura 11).

Nota-se, que aos 21 DAA as plantas apresentaram leve reducao nos sintomas
de injurias nas menores doses (180 e 360 g.e.a.L). Porém, continuaram crescentes
nas maiores doses (540 e 720 g. e.a.L!), observando-se ainda sinais de clorose nas
folhas mais velhas e queima do apice.

Aos 35 DAA observou-se uma evolucdo significativa das plantas, com
diminuicdo das injarias, sendo que na dose de 180 g.e.a.L! as folhas das plantas
com sintomas de intoxicagcdo comecaram a entrar em senescéncia e as plantas
apresentavam emissdo de folhas novas e brotamento do apice, havendo assim a
recuperacdo gradual das plantas. Na dose de 360 g.e.a.lL?, as plantas

apresentavam amarelecimento nas folhas, senescéncia, diminui¢do do crescimento.
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Figura 10:Intoxicacdo em graus radiano (%) em mudas de Acacia mangium com 7,
14, 21, 28 e 35 dias apoés a aplicacdo (DAA) com o herbicida glyphosate em quatro
doses (180, 360, 540 e 720 g. e.a.L!) e a testemunha (sem aplicacédo), em Gurupi,
TO, 2016.

A massa seca do caule (MSC), massa seca da raiz (MSR), volume da raiz
(VR), ndo apresentaram diferencas significativas para a variaveis massa seca do
caule (MSC), massa seca da raiz (MSR) e volume de raiz (VR), em nenhum dos
tratamentos em funcao da aplicacdo de glyphosate, aos 75 DAA (Tabela 2).

Para massa seca da folha, observa-se que houve diferenca significativa a
nivel de 1%. A dose de 180 g. e.a.L! proporcionou aumento na massa seca da folha
em relacdo a testemunha, porém, ndo apresentou diferenca significativa ao se
comparar com a testemunha e as maiores doses (540 e 720 g.e.a.L?). A dose de
360 g.e.a.L! proporcionou menor acumulo de massa seca de folhas, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Ao se comparar as maiores doses (540 e
720 g.e.a.L), nota-se que houve uma reducéo de 47,16% e 45,3% na producéo de
massa seca de folha em relacdo a testemunha.

Ao analisar os dados de area foliar (Tabela 2), nota-se que o aumento das
doses de glyphosate proporcionou reducdo na area foliar das plantas de A.
mangium. A dose 540 g.e.a.L! apresentou a menor média de area foliar, porém néo
diferiu estatisticamente das demais doses, havendo um decréscimo da area foliar de

48,9% em relacao a testemunha.
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Tabela 2 Massa seca do caule (MSC), massa seca da folha (MSF), massa seca da raiz (MSR),
volume da raiz (VR) e area foliar de mudas de Acacia mangium com a aplicagdo do herbicida
glyphosate em quatro doses: T1 — Testemunha (sem aplicagdo); T2 (180 g.e.a.L1) , T3(360 g.e.a.L}),
T4 (540 g.e.a.L!) e T5 (720 g.e.a.Lt) aos 75 dias ap6s a aplicacdo (DAA), em Gurupi, TO, 2016.

Variaveis
Tratamentos MSC MSF MSR VR Area Foliar (cm2)
(cm3)

Testemunha 17,50 a 17,66 ab 31,66 a 46,16 a 1710,50 a
180 (g.e.a. L) 23,00 a 18,50 a 34,66 a 38,66 a 1574,16 ab
360 (g.e.a. L) 13,83 a 8,66 b 26,33 a 50,83 a 943,34 ab
540 (g.e.a. L) 17,00 a 9,33 ab 21,83 a 48,66 a 873,50 b
720 (g.e.a. LY 16,83 a 9,66 ab 20,50 a 43,66 a 1038,83 ab

F 1,612ns 4,882** 3,044ns 0,822ns 3,905**
DMS 11,096 9,340 14,85 22,010 826,194
CV (%) 26,41 32,34 31,83 27,93 28,93

Médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna, nédo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; (ns) ndo significativo; (*) significativo a 5% e (**) significativo a 1%.

Plantas de Acacia mangium submetidas a aplicacdo de doses de glyphosate
avaliadas aos 10 DAA e 20 DAA, apresentaram maior atividade da enzima
superoéxido dismutase na menor dose testada (180 g.e.a.L!). Havendo decréscimo
com o aumento das concentracdes testadas. Em ambas as avaliacées (10 DAA e 20
DAA) os menores valores foram observados para a maior dose aplicada (720 g.e.a.
LY.

800 A
700
600 -
500 H

400

300 -
3 — S 10 DAA

S e 20 DAA

SOD mmol AsA - g ME-1 . min”

T T T 1
o 180 360 540 720

Doses (g e.a. l,")

Figura 11 - Atividade enzimatica da Superoxido dismutase (SOD)(Ue g MF-1) em
mudas de Acacia mangium apos a aplicacao de doses glyphosate. Gurupi-TO.

As enzimas peroxidase do ascorbato (APX) mantiveram atividade
semelhante nas duas avaliacbes (10 DAA e 20 DAA), com um aumento continuo de

acordo com o aumento das doses (Figura 13).
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Figura 12 - Ascorbato peroxidase (APX) em mudas de Acacia mangium com 10 e
20 dias ap06s a aplicacdo (DAA) do herbicida glyphosate em quatro doses (180, 360,
540 e 720 g.e.a.L?) e a testemunha (sem aplicacdo), em Gurupi, TO, 2016.

A andlise de variancia da resposta fisioldgica da acécia referente aos efeitos
de doses de glyphosate doses de 180, 360, 540 e 720 g.e.a.L! e periodo de
avaliacdo (6,12,18,24 e 30 DAA) para os resultados obtidos com os dados de
fotossintese (A), estdo apresentados na Figura 14.

Foram verificadas diferencas significativas a 5% para todas as doses de
glyphosate em relacéo aos dias apds aplicacdo, na variavel analisada.

Verificou-se que aos 6 DAA as doses 180 e 360 g.e.a.L! apresentaram maior
taxa de assimilacdo liquida, ndo apresentando diferencas estatisticas quando
comparadas a testemunha, porém diferindo em relacdo as maiores doses. As
menores taxas de assimilacdo liquida foi observada quando as plantas foram
tratadas com a dose 720 g.e.a.L! de glyphosate em todos os periodos avaliados (
Figura 14).

Pode-se observar que aos 12 DAA houve um aumento na taxa de assimilagcéo
liquida de carbono na menor dose (180 g.e.a.L), com posterior queda em resposta
ao aumento das doses do herbicida.

Comparando as doses 540 e 720 g.e.a.L! com a testemunha, observa-se que
houve uma reducgéo de 50% na assimilagéo liquida (A).

Verificou-se que aos 18 e 24 DAA, com o incremento da dose do herbicida,
aumentou-se o nivel de intoxicagdo das plantas, causando abscisdo foliar e,
consequentemente, reduzindo a é&rea foliar Gtil para realizacdo da fotossintese,

refletindo assim na diminuicéo da taxa de assimilacéo liquida de carbono.



39

Aos 30 dias nota-se que houve incremento na taxa de assimilacao liquida de
carbono em todas as concentracdes testadas, sendo que o maior valor foi obtido na

menor dose (180 g.e.a.L™?).

10 1

A (mmol COp m™s™
S

A Testemunha
———A—— 180(geal®
— —v—— 360(geal®
— —w — 540(geal™
——O0—— 720(geal™
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6 12 18 24 30

Dias apés a aplicacio (DAA)

Figura 13 - Assimilacéo Liquida (A) em mudas de Acacia mangium com 6, 12, 18, 24
e 30 dias ap6s a aplicacao (DAA) do herbicida glyphosate em quatro doses (180,
360, 540 e 720 g.e.a.L?) e a testemunha (sem aplicacdo), em Gurupi, TO, 2016.

Os dados referentes a condutancia estomatica em relagdo a doses de
glyphosate esta representado na Figura 15, verificou-se diferencas significativas a
5% da dose de 180g.e.a.L?, para as doses de 360, 540 e 720 g.e.a.L! de
glyphosate em relacdo a todos os periodos de avaliagéo.

Quanto a condutancia estomatica (gs), observou-se que aos 6 DAA as plantas
tiveram um desenvolvimento semelhante ao observado para a assimilacdo liquida
(A), verificando-se decréscimo acentuado com o aumento das doses do herbicida
(Figura 15). Observa-se que nas doses de 360, 540 e 720 g.e.a.L! as plantas
apresentaram menores valores de condutancia, diferindo estatisticamente quando
comparados a menor dose (180 g.e.a.L!) e a testemunha.

Analisando o comportamento da condutancia estomatica em relagdo as dose
de glyphosate, nota-se que aos 12 DAA houve incremento na dose mais baixa de
180 g.e.a.L! jA em doses maiores (360, 540 e 720 g.e.a.L?) reducdo. O valor obtido
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na concentracdo de 180 g.e.a.L!, ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao observado na concentracdo de 360 g.e.a.L! e a testemunha, porém
diferiu em relacdo as concentracdes de 540 e 720 g.e.a.L ™.

Aos 18 DAA as plantas apresentaram comportamento semelhante ao
observado aos 12 DAA. Observou-se que aos 24 DAA a testemunha diferiu
estatisticamente em relacdo aos demais tratamentos. N&o foram observadas
diferengas estatisticas entre a testemunha e a menor dose 180 g.e.a.L! aos 30 DAA
porém quando comparadas as demais doses (360, 540 e 720 g.e.a.L'!) houve
diferenca estatistica.
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- 0,3 1o ‘
w .
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‘?‘E AN .
(5\! 0,2 - T o \% ,,,,,,
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L_; T — -
IS 0,1 - —
E / —_—
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B ';/% . Testemunha
0.0 1 Y ———4—— 180(geal?
— ——— 360(geal?
— —w — 540(geal™
-0,1 | —o— 720(@eal?
T T T 1
6 12 18 24 30

Dias apés a aplicacao (DAA)

Figura 14 - Condutancia Estomética (gs) em mudas de Acacia mangium com 6, 12,
18, 24 e 30 dias apos a aplicacdo (DAA) do herbicida glyphosate em quatro doses
(180, 360, 540 e 720 g. e. a L!) e a testemunha (sem aplicacdo), em Gurupi, TO,
2016.

Para avaliacdo de transpiracdo na Figura 16, apresentou diferencas
significativas a 5% entre a menor dose 180 g.e.a.L' e testemunha, em relagédo as
doses 360, 540 e 720 g. e.a.L! de glyphosate em todos os dias de avaliagéo.

A transpiracdo (E) seguiu o mesmo comportamento da condutancia
estomatica e da fotossintese (Figura 14 e 15). Aos 6 DAA, constatou-se redugdo na
transpiracdo com o incremento nas doses 720 e 360 g.e.a.Ll. O valor obtido na

concentracdo de 180 g.e.a.L! ndo diferiu estatisticamente quando comparado a
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testemunha, entretanto, diferiu em relacéo as demais. Os valores observados aos 12
DAA apresentaram comportamento semelhante ao observado aos 6 DAA.

Aos 18 DAA houve incremento da transpiracdo nas concentracoes de 180 e
360 g.e.a.L’. As maiores concentracdes (540 e 720 g.e.a.L'!) apresentaram os
menores valores observados.

Observou-se que aos 24 DAA, as plantas apresentaram reducdo na taxa
transpiratoria com o aumento das doses de glyphosate.

Os valores obtidos na menor concentracdo de 180 g g.e.a.lL?, ndo
apresentaram diferenca estatistica em relacdo a testemunha aos 30 DAA, porém

diferiram estatisticamente quando comparado as demais concentracoes.

IN Testemunha
———A—— 180(geal™)
51 ——v»— 360(geal?)
— % — 540(geal?)
——— 720(geal) o .
4-
// \
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w

6 12 18 24 30
Dias apos a aplicagio (DAA)

Figura 15 - Transpiracdo (E) em mudas de Acacia mangium com 6, 12, 18, 24 e 30
dias apds a aplicacdo (DAA) do herbicida glyphosate em quatro doses (180, 360,
540 e 720 g.e.a.L?) e a testemunha (sem aplicacéo), em Gurupi, TO, 2016.

Em relacdo a concentragcdo de carbono interno (Ci), ndo apresentaram
diferencas estatisticas em nenhuma das doses 180, 360, 540 e 720 g.e.a.L'! de

glyphosate, em todos os dias avaliados Figura 17.
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Figura 16 - Concentracao interno de CO2 (Ci) em mudas de Acacia mangium com 6,
12, 18, 24 e 30 dias apés a aplicacdo (DAA) do herbicida glyphosate em quatro
doses (180, 360, 540 e 720 g.e.a.L-1) e a testemunha (sem aplicacdo), em Gurupi,
TO, 2016.

Em geral, observou-se que maiores concentracdes de glyphosate afetaram
as caracteristicas fisiologicas avaliadas ao longo do tempo. Com reducdo dos
valores de fotossintese, condutancia e transpiracdo com a aplicacdo de doses
superiores a 180 g.e.a.L™?.

N&o houve diferenca estatistica para a variavel eficiéncia do uso da agua
(EUA) aos 6, 12 e 30 DAA (Figura 18).

Observou-se que aos 18 DAA houve diferenca estatistica entre o0s
tratamentos avaliados. Sendo que o menor valor foi obtido quando as plantas foram
tratadas com 360 g.e.a.L! de glyphosate, diferindo estatisticamente da maior dose
720 g.e.a.Ll

Aos 24 DAA foi observado comportamento semelhante ao verificado aos 18
DAA, apresentando menor valor na dose de 360 g.e.a.lL?, diferindo,

significativamente, do maior valor na dose de 720 g.e.a.L™.
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Figura 17 - Eficiéncia do uso de 4gua de Acacia mangium, submetido a diferentes
doses de glyphosate. Gurupi - TO, 2016.

Para a eficiéencia instantdnea de carboxilacdo, observou-se que houve
diferenga estatistica em todos os tratamentos avaliados (Figura 19). A maior
eficiéncia foi observada aos 18 e 24 DAA na maior dose (720 g.e.a.L?), diferindo
estatisticamente das menores concentracées (180 e 360 g.e.a.L'!) onde foram
obtidos os menores valores de eficiéncia.

Quanto aos valores observados aos 12, 18 e 24 DAA, observou-se que 0s
maiores valores foram verificados na menor dose (180 g.e.a.L?), diferindo
estatisticamente das demais concentracdes testadas (360, 540 e 720 g.e.a.L™?).

Houve diferenca estatistica entre os valores analisados aos 30 DAA,
apresentando maior valor na menor dose testada (180 g.e.a.L'') e menor valor na

maior dose testada (720 g.e.a.L?).
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Figura 18 - Eficiéncia da rubisco de Acacia mangium, submetido a diferentes de
glyphosate, Gurupi-TO, 2016.

5. DISCUSSAO

O glyphosate € um dos herbicidas mais utilizados no mundo, inibidor da
enzima EPSPS, através da via metabdlica do chiquimato, pode vir a causar danos
bioquimicos em plantas.

O excesso deste herbicida em alguns vegetais pode causar estresse
oxidativo, devido ao aumento da producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
considerado altamente téxico. As espécies reativas de oxigénio (ERO),
representadas pelos radicais de superéxido (O2+-), peréxido de hidrogénio H202) e 0
radical hidroxila (OHe) promovem danos as proteinas e lipidios das membranas
celulares dos vegetais (THOUNAOJAM et al. 2012; SANCHEZ-PARDO et al. 2014).

Para evitar danos oxidativos, as plantas apresentam defesas antioxidantes
gue envolvem as enzimas, como a dismutase do superéxido (SOD), peroxidase do
ascorbato (APX) (ADRESS et al. 2015).

Neste trabalho nota-se que a atividade da enzima SOD, apresentou
tolerancia em relacbes as doses maiores, aumentando a sua atividade apenas na
dosagem de 180 g.e.a.L! do herbicida. Este aumento pode ter ocorrido pelo
aumento da producdo dos radicais superéxido (O2-) induzido por herbicida (GILL e
TUTEJA, 2010). A remocao do radical superéxido pode prevenir a formacdo de
radicais hidroxila antes de sua interacdo com moléculas-alvo (XU et.al. 2013).

A acado do glyphosate interrompe o ciclo de carbono nos cloroplastos, um
dos principais locais formadores de ERO, assim como as mitocondrias e
peroxissomos.

Essas enzimas participam da modulacdo do nivel de H202 em cloroplastos,
mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002; BHATTACHARJEE, 2010).
Uma vez que dismutam o O2-, agem indiretamente na reducédo do risco deformacao
do OH a partir do O2- (DUBEY, 2011; DINAKAR et al., 2012).

Szigeti (2005) avaliando estresse oxidativo em plantas de Conyza canadensis
com a utilizacdo do herbicida Paraquat, verificou o aumento da atividade da SOD, de

acordo com o aumento das doses aplicadas. Diferente do encontrado neste trabalho.
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As dismutases de superéxido sdo responsaveis pela transformacéo dos ions
superéxido em peroxido de hidrogénio. A partir dai este peréxido de hidrogénio seria
eliminado pela acdo das peroxidases de ascorbato, minimizando os efeitos toxicos
destes compostos (LEE; LEE, 2000).

Elas participam de varios processos fisiologicos da planta como lignificacao,
suberizacdo, catabolismo da auxina, tolerancia a salinidade e mecanismos de
defesa contra patdgenos (HIRAGA et al.,2001). Desta forma, um acréscimo na
atividade da enzima peroxidase pode ser considerado uma agao protetora, pois elas
neutralizariam as EROs em agua e oxigénio molecular, evitando assim a
peroxidacao dos lipidios.

Apés a formacdo do H202 pela enzima SOD, a APX é uma das principais
enzimas responsaveis pelo processo de detoxificacdo do H202 em plantas e podem
dismutar diretamente o H202 ou oxidar substratos, formando produtos ndo toxicos a
célula (SHARMA, et al. 2012).

A APX, apresentou um acréscimo na atividade enzimatica de acordo com o
aumento das doses do glyphosate, estas peroxidases sao responsaveis em manter
o controle tanto da produc¢éo, quanto da remocéo dos radicais OH-.

Isso porque a APX é a primeira enzima inativada ap6s pequeno periodo de
luz (MANO et al., 2001), e mesmo na auséncia do herbicida, a adicdo de H202, no
escuro, inativa a APX (HOSSAIN e ASADA, 1984), ou seja como néo ocorreu falta
de luz a mesma continuou aumentando.

Acredita-se que as peroxidases tenham papel substancial na eliminagédo de
danos celulares induzidos por herbicidas (MITEVA et al., 2005). Por ser
predominantemente citosélica e organelar (FOYER e NOCTOR, 2000), a APX utiliza
0 ascorbato como seu doador de elétrons especificos para eliminagdo do H20:2
produzido pela SOD. A maior inducdo do estresse oxidativo também foi
demonstrada pela acdo de xenobidticos, incluindo paraquat, glyphosate e
norflurason (DOULIS et al., 1998; MITEVA et al.,, 2005). No entanto, em milho e
feijdo particularmente, nem todos herbicidas induzem estresse oxidativo (HASSAN e
NEMAT ALLA, 2005).

Acredita-se que mudancas na atividade de enzimas antioxidantes expostas a
aplicacao de herbicidas e avaliadas ao longo do tempo estdo diretamente ligadas a
supressao do estresse oxidativo através da eliminacdo de EROs produzidas pela

aplicacao do herbicida.
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As aplicacbes de herbicidas causam diminuicdo nos fatores fotossintéticos,
gue sédo estimuladores da producédo de EROs, neste caso a APX esta relacionada a
taxas baixas de fotossintese. EROs s&o na maioria das vezes formadas nos
processos fotossintéticos (FOYER; FLETCHER, 2001).

As doses de glyphosate analisadas em plantas de A. mangium
demonstraram que este herbicida pode vir a causar sintomas visiveis de intoxicacéo
a partir da dose de 180 ge a L™.

No presente trabalho foi observado que nas maiores doses (360,540 e 720 g
e. a L-Y houve uma diminuicdo do diametro, massa seca de raiz, folha, caule,
volume de raiz e éarea foliar. Pode-se dizer que um dos provaveis fatores que
causaram esta diminuicdo, esta ligado ao bloqueio da rota dos amino&cidos, o que
reduz sua formacgdo, fazendo que haja desregulamento do fluxo de carbono e
reducao da sintese de proteinas (GOMES et al., 2011).

O baixo crescimento das plantas em relacéo a aplicacdo das maiores doses
360, 540 e 720 g e a L-1 do glyphosate, se deve a morte do 4pice caulinar em
consequéncia da maior porcentagem de intoxicacdo apresentado pelas plantas
(COSTA et al., 2012), pois € a partir do apice que acontece o crescimento atraves da
multiplicacdo dos meristemas.

Farias et al., 2012, observaram reducédo de altura com maiores doses em
Hevea brasiliensis, em pinho-cuiabano (Schizolobium amazonicum) (Yamashita et
al., 2009) e cedro-australiano (Toona ciliata) (Oliveira et al., 2008).

Costa et al (2012), ao avaliarem o efeito de deriva simulada de glyphosate
em clones de eucalipto observou uma reducdo do diametro do caule nas maiores
concentragdes utilizadas de 90 e 120 g e.a. ha'.

Na menor dose (180 g e a L-1), o efeito do herbicida foi contrario, havendo
aumento em altura, didametro, massa seca de raiz, massa seca de folha, volume de
raiz e area foliar. Supfe-se que menores concentracdes do herbicida em plantas de
acacia podem néo inibir por completo a enzima EPSPS, ndo impedindo a rota dos
aminoacidos, e consequentemente ndo causando efeito sobre a sintese dos
metabolitos secundarios, como o &cido indolacético (AlA), responsavel pela
expansao celular, ou seja, em alguns casos a aplicacdo de pequenas concentragbes
de herbicida n&o afeta o desenvolvimento da planta (VELINI et al., 2008).

Os principais sintomas de intoxicacdo observados na A. mangium

corresponderam ao amarelecimento que se iniciava nas folhas novas a partir das
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pontas para a base, evoluindo a um branqueamento com posterior necrose. De
acordo com Oliveira Jr et al. (2011), a clorose ocorre por haver degeneracdo nos
cloroplastos e consequente inibicdo da formacéo de clorofila.

Quando tratadas com maiores concentracbes de herbicida, as plantas
apresentaram reducao na assimilacao liquida de carbono (A), sendo considerado um
efeito negativo, pois de acordo com Yamada et al., (2007) a taxa fotossintética esta
diretamente ligada ao acumulo de matéria seca por parte da planta e essa reducéo
por um periodo prolongado leva a decréscimos na produtividade da cultura.

O glyphosate em doses elevadas diminui a eficiéncia fotossintética das
plantas, pois, concentra uma quantidade de chiquimato, devido a inibicdo da enzima
EPSPS, apresentando-se como um forte dreno de carbono no ciclo de Calvin,
estimulado pelo desvio da eritrose-4-fosfato que seria levado na regeneragdo da
ribulose (VELINI et al., 2012).

A néo regeneracao da ribulose e a reducao fotossintética esta relacionada a
fotorrespiracdo que ocorre devido a dupla atividade exercida pela enzima ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (rubisco). A rubisco, presente nos cloroplastos,
além de exercer a atividade de carboxilase, que da inicio ao ciclo de Calvin, é
igualmente capaz de exercer atividade de oxigenase, tendo, nos dois casos, a RuBP
como substrato, dai sua denominacéao “ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase”.
A atividade carboxilase ou oxigenase da rubisco depende das concentracbes de
COz2 e O2 no estroma (regido do cloroplasto onde ocorre a etapa termoquimica da
fotossintese (GOMES, 2011).

Ja na concentracdo de 180 g e a L, verificou efeito positivo, estimulando o
aumento da fotossintese, condutancia estomatica e consequentemente transpiracao.
Este efeito foi verificado, por Cedergreen e Olsen (2010), observando que o uso de
pequenas concentracdes de glyphosate pode causar estimulo na fotossintese,
caracterizando o fendbmeno da hormese.

A hormese ou efeito hormético é definido por apresentar comportamento
bifasico no qual uma caracteristica biologica pode ser estimulada por uma baixa
dose e inibidas por altas doses de um mesmo composto (CALABRESE; BALDWIN
2002) atualmente considerado efeito estimulador de caracteristicas que pode variar
entre 30 a 60% em relag&o ao controle (DUKE, 2014).

O estresse fisiologico provocado pelo glyphosate, induz a producdo de

etileno, podendo destruir membranas, inibir a clorofila e reduzir o fechamento
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estomatico (YAMADA; CASTRO, 2007). Esta producdo se da devido a abscisao
foliar que pode ser atrasada pela auxina ou citocinina exégena.

Plantas tratadas com as doses de 360, 540 e 720 g.e.a.L! também
apresentaram menores valores de condugcdo estomatica, e consequentemente uma
diminuicdo da transpiracédo. A gs tem sua regulacdo é por hormonios vegetais, como
acido abscisico (fabricado pelas folhas, raizes e caule), citocininas (nas raizes) e
giberelinas (meristemas, folhas novas e frutos), facilitando o transporte de CO:
(CEDERGREEN; OLESEN, 2010).

A inibicdo da enzima EPSPs afeta a via metabdlica do chiquimato, que é
responsavel pela producdo dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e
triptofano, a auxina acido indolacético € derivado do triptofano, ou seja na planta
este promotor de crescimento € inibido pelo glyphosate (YAMADA, CASTRO 2007),
onde inibe a sintese de corismato e triptofano.

A transpiracdo é de fundamental importancia para o resfriamento das folhas e a
formacdo de agua tende a subir pelo xilema, da raiz até as folhas, onde sera
utilizada para a fotossintese, com o fechamento dos estbmatos, a transpiracdo
diminui evitando a desidratacdo das folhas. (TAIZ e ZEIGER, 2004).

A relacdo entre a fotossintese e a transpiracdo indica a eficiéncia do uso da
agua (EUA), onde se relaciona a quantidade de carbono que a planta fixa por
unidade de agua que perde (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A eficiéncia do uso da agua para a maior dose (720 g.e.a.L!) aos 18 e 24 DAA
apos a aplicacdo teve um acréscimo, onde verifica-se que houve diminuicdo na
transpiracéo e fotossintese, e uma reducao na condutancia estomatica.

Os decréscimos observados na EUA, notadamente no horario das 10h as 11h,
sao reflexos dos aumentos observados na taxa de assimilacdo de CO:2 e na
transpiracéo das plantas de A. mangium.

SHIMAZAKI et al., 2007, ressaltam que a manutencao do processo fotossintético
esta ligada funcionalmente a uma certa condutancia estomatica.

A eficiéncia da carboxilacdo é dada pela relacdo entre a fotossintese e a
concentracéo interna de carbono, regulada também pela condutéancia estomatica.

Verificou-se que a medida que aumentou a assimilagédo liquida de carbono(A),
houve um aumento da abertura dos estdmatos e consequentemente da (A/Ci).

Na menor dose 180 g.e.a.L'! a planta teve um acréscimo da eficiéncia de

carboxilacdo, onde pode-se dizer que a possui estreita relagdo com a concentragao


http://www.infoescola.com/histologia/xilema/
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intracelular de CO2 e com a taxa de assimilagédo de dioxido de carbono (MACHADO
et al. 2005). Neste sentido, o aumento verificado na eficiéncia instantanea de
carboxilacéo, no presente trabalho, deve-se, sobretudo, aos incrementos registrados
na concentracdo interna de diéxido de carbono e aos ganhos na taxa de assimilagéo

(A).

6. CONCLUSAO

O glyphosate reduziu a producdo de massa seca, area foliar, incremento de
altura e diametro do caule nas maiores doses de 360, 540 e 720 ge. a L™

As doses de 360, 540 e 720 g e. a L! de glyphosate reduziram a assimilacédo
liquida, condutancia estomatica e transpiracao.

A menor dose de glyphosate de 180 g e. a L estimulou o crescimento da
planta de A mangium, em 33,3%.

A A. mangium apresentou pouca variacdo em relacdo ao uso da agua e
eficiéncia da carboxilagdo quando submetida a acédo do herbicida

A espécie A mangium apresentou sistema de defesa enzimatico antioxidante
(SOD, APX) em combate a (ERO).

A SOD apresentou maior atividade na menor dose de 180 g.e.a.L! de 700
Ue g MF-1,

A APX apresentou maior atividade nas maiores doses 360, 540 e 720
g.e.a.L respectivamente de 300 a 600 mmol AsA. g MF1.min't exibindo mecanismo
compensatorio de defesa ao estresse oxidativo.
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