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RESUMO

SILVA, Carlos Magno Magalhdes da, Engenheiro Agrénomo, D.Sc., Universidade
Estadual do Norte Fluminense, fevereiro de 2006. Exsudag¢ao radicular de
imazapyr e a sua interagdo com um analogo de brassinosterdide, em mudas de
eucalipto. Professor Orientador: Silvério de Paiva Freitas. Professora Conselheira:
Mara de Menezes de Assis Gomes.

Foram realizados trés experimentos em casa de vegetagdo, com o0s
objetivos de avaliar os efeitos da exsudacao radicular de imazapyr por Eucalyptus
grandis, identificar alteracdes celulares em funcdo da presenca deste herbicida e
verificar a possivel interagdo entre os herbicidas utilizados no controle de
brotacbes em eucaliptais com um analogo de brassinosterdide. As mudas-
controle e as que receberam a aplicacdo de imazapyr (1,500 kg ha™), 15 dias
apos a sua utilizag&o, foram retiradas da solugédo e, em seus respectivos lugares,
foi transplantada uma muda do mesmo clone por vaso, constituindo-se o
bioindicador (BIO) dos efeitos da exsudagdo radicular. A avaliagcdo da
interferéncia dos exsudados sobre o crescimento das mudas foi realizada 60 dias
apos o transplante dos BlIOs. Além disso, foram coletadas amostras das gemas
apicais de ramos para analise ultraestrutural por microscopia eletrbnica de
transmissao as 72 horas apods o transplante dos BlOs. Os exsudados radiculares
das mudas submetidas a aplicagcdo de imazapyr causaram alteragdes
significativas em todas as variaveis estudadas, sendo que os BIOs apresentaram

mudangas ultraestruturais nas células, tais como: aumento do numero de células

mesofilicas deformadas, cloroplastos com pequena quantidade de tilacoides,
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distorcdo de cristas da matriz mitocondrial, vacuolizagdo do citoplasma e
rompimento de parede celular devido a alteragbes no sistema de
endomembranas. Para a avaliagdo da interagcdo do analogo de brassinosteroide
(BB16) com imazapyr, foram realizados dois ensaios, sendo que no primeiro
utilizou-se somente o herbicida imazapyr (0,750 kg ha' i.a.) aplicado
imediatamente apés BB16 (0,08 e 0,16 mg L"), ou antes da aplicagdo deste. No
segundo ensaio, foram realizadas as aplicagdes de imazapyr (0,750 kg ha™ i.a.) e
de glyphosate (1,440 kg ha™ i.a.), sendo estes produtos aplicados no intervalo de
12 horas ap6s a aplicacdo de BB16 (0,08 e 0,16 mg L"), ou anterior a esta. Sob
estas condigdes, foi verificado que a aplicacao de BB16, imediatamente apds a de
imazapyr, conferiu tolerancia as mudas aos efeitos toxicos do herbicida; no
entanto, este ndo proporcionou a protecdo esperada quando aplicado 12 horas
antes de BB16. Além disso, foi verificado que os herbicidas causaram efeitos
deletérios ao aparato fotossintético das mudas de eucalipto, ademais a presenca

de glyphosate resultou em menor tempo para expressao destes efeitos.

ABSTRACT

SILVA, Carlos Magno Magalhdes da, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense, February 2006. Root exudation of imazapyr and its interaction with a
brassinosteroid analogue in eucalypt seedlings. Adviser: Silvério de Paiva Freitas.
Counselor: Mara de Menezes de Assis Gomes.

It was carried out three experiments in greenhouse with the aims of
evaluating the effects of imazapyr root exudation for Eucalyptus grandis,
identifying the cellular modifications in relation to the herbicide present in the
seedlings, and verifying the possible interaction between herbicides used in the
stump sprouting in eucalypt crops with the brassinosteroid analogue. The
seedling-control and those that received the imazapyr (1.500 kg ha™), 15 days
after treatment application, were removed from the solution and, in their respective
places was transplanted one seedling/vase of the same clone, which constituted
the bioindicator of the effects of the root exudation. The exudate interference
evaluation over the seedling growth was carried out 60 days after bioindicator

transplanting. Besides, samples of the terminal bud of branches were collected to
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ultrastructural analysis by transmission electron microscopy at 72 hours after the
bioindicators transplanting. The root exudates of eucalypt seedlings submitted to
herbicide application in the aerial part caused significant alterations in all variables
analyzed, and the bioindicators showed ultrastructural changes in the cells, such
as: increase of the number of irregular shaped mesophyll cells, chloroplast with
small quantity of thylakoid, distortion of cristaes of the mitochondrial matrix,
vacuolization of the cytoplasm, and rupture of cell wall due to disorder of the
endomembrane systems. Two assays were carried out for the evaluation of the
brassinosteroid analogue (BB16) interaction with imazapyr. In the first assay, it
was used only the imazapyr herbicide (0.750 kg ha™' a.i.) applied immediately after
BB16 (0.08 and 0.16 mg L™) or before the application of this analogue. In the
second assay, it was carried out the applications of imazapyr (0.750 kg ha™ a.i.)
and glyphosate (1.440 kg ha™ a.i.), applied in the period of 12 hours after the
BB16 (0.08 and 0.16 mg L"), or before the application of this analogue. Under
these conditions it was verified that the BB16 application immediately after the
imazapyr conferred tolerance of plants to the toxic effects of herbicide; however,
this herbicide did not provide the expected protection when applied 12 hours
before BB16. Besides, it was verified that the herbicides caused deleterious effect
in the photosynthetic apparatus of the eucalypt seedlings; moreover, the

glyphosate presence resulted in lower time to express these effects.



1. INTRODUCAO

O setor florestal desempenha importante papel na economia brasileira,
tanto em termos de geracédo de divisas como de empregos diretos ou indiretos
(Juvenal e Mattos, 2002), devido a alta competitividade do setor no mercado
externo (Carvalho et al., 2005), a investimentos no aumento da produtividade, ao
marketing florestal (Lélis, 1999) e a busca de programas sustentaveis (Nardelli et
al., 2000), sob uma visao mais holistica do empreendedor.

Entre os fatores responsaveis pelo aumento da produtividade, esta o uso
de herbicidas no controle de brotacbes quando se opta pela reforma dos
povoamentos com eucalipto, 0 que proporciona maior eficiéncia de controle das
mesmas e menor compactagdo ao solo. Desta forma, evita-se o emprego de
tratores de pneus sobre a area para execugao desta operacdo. Tém sido
utilizados herbicidas sistémicos e nao-seletivos, como o glyphosate e o imazapyr,
sendo este ultimo de maior utilizagdo por permitir que se faga o corte das arvores
entre 30 a 120 dias apds a aplicacdo do herbicida, favorecendo a melhor alocagcao
de mao-de-obra dentro deste periodo. Além disso, a utilizagdo de imazapyr
implica no uso de baixas concentragcdes por hectare e apresenta maior eficiéncia
de controle das brotagdes em relacéo a utilizagado de glyphosate. Contudo, tem-se
percebido deficiéncia de controle em certas areas e, em outras, observa-se

intoxicagdo em mudas novas quando da reforma dos povoamentos.



Apesar de sua alta eficiéncia operacional, ha preocupacado quanto as
doses utilizadas e ao destino final da molécula, pois o imazapyr poderia nao ficar
restrito ao eucalipto, sendo metabolizado a compostos téxicos, com posterior
exsudacao no solo pelas raizes da planta. Portanto, ha necessidade de analisar-
se o grau de toxidez do exsudado, pois este pode causar interferéncia deletéria
em plantas vizinhas.

Para a utilizagdo de imazapyr no controle de brotagbes, sem causar
intoxicagdo as mudas de eucalipto plantadas nas entrelinhas, necessita-se de
adequacao de doses em relacdo aos diferentes gendtipos utilizados e as
condigbes edaficas, assim como, estudos mais apurados com relagdo ao
comportamento de possiveis exsudados radiculares no solo e, a interatividade
destes com as mudas plantadas posteriormente na area tratada. Uma das opc¢des
paliativas seria a adocao de antidotos, os quais visam aumentar a seletividade do
herbicida a cultura (Jablonkai e Dutka, 1995) sem reduzir a atividade nas
espécies-alvo. Os antidotos tém distintos potenciais de uso, que incluem a
protecdo das culturas contra os danos causados por residuos de herbicidas e o
uso dos mesmos sob condi¢des adversas, onde o dano ao cultivo, provavelmente,
seria deletério (Davies e Caseley, 1999).

E sabido que os brassinosterdides, de uma forma geral, participam
efetivamente de processos de tolerancia das plantas a diversos tipos de estresse
como, por exemplo, a temperaturas extremas, seca, salinidade e ataque de
patogenos (Krishna, 2003), principalmente em virtude da indugdo de enzimas
antioxidantes (Khripach et al., 2000; Ozdemir et al., 2004). Sendo assim, é
possivel também, que estes hormbnios possam conferir tolerancia aos estresses
quimicos, como os advindos da aplicagao de herbicidas, funcionando como
antidoto a presenca destes.

Foram realizados trés experimentos em casa de vegetagdo com o intuito
de avaliar os efeitos da exsudagéao radicular de imazapyr por Eucalyptus grandis
no crescimento de mudas deste género, assim como, identificar alteragbes
celulares em decorréncia dos exsudados presentes em solucéo; além de, verificar
a possivel interagao entre os herbicidas utilizados no controle de brotagcdes em

eucaliptais com um analogo de brassinosteroide.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Glyphosate e imazapyr no controle de brotagées em eucaliptais

O Brasil vem se tornando grande exportador de produtos florestais, o que
se deve a sua grande competitividade neste setor em decorréncia de
melhoramento genético dos materiais cultivados (Ferreira e Santos, 1997),
mecanizagao da colheita e transporte (Souza et al., 1999), avango das pesquisas
no setor (Stape, 1999), busca de certificacdo florestal (Suiter Filho, 2001),
aperfeicoamento de praticas silviculturais, dentre elas, o controle de brotagdes,
quando da reforma dos talhdes.

Um dos problemas mais comuns encontrado pelas empresas do setor
florestal é decidir qual sera a alternativa mais viavel para a futura condugao do
talhdo, optando-se ou nao pela reforma do cultivo atual. Isso significa ter que
optar entre a substituicdo da floresta atual por uma nova e, o corte de mais uma
rotacdo. Com relagao a brotagao, o problema envolve a escolha entre a condugao
proveniente do corte da floresta atual (talhadia) e a substituicdo desta por uma
nova (reforma) (Klein et al., 1997).

Apesar de ser o eucalipto um género que possui espécies de rapido
crescimento e de certa plasticidade quanto a seu estabelecimento no campo, ele
nao esta isento da competicdo por agua, luz e nutrientes, gerada pelas brotacgoes.

O controle tardio das brotagdes apds o corte raso da floresta implicara em maior



periodo de competicdo destas com as mudas nas entrelinhas do cultivo anterior,
reduzindo ganhos de produtividade.

O controle da rebrota em eucaliptais pode ser realizado por meio de
rebaixadores mecanicos de tocos (Respondovesk, 1999) ou com a utilizagdo de
herbicidas (Moorhead, 2006). Alguns trabalhos tém sido realizados com o intuito
de controlar as brotagdes, provenientes do corte raso da floresta, utilizando-se
somente herbicidas n&o-seletivos para o eucalipto. Christoffoleti et al. (1997)
utilizaram aplicagées de imazapyr (0,125; 0,250 e 1,000% p/v na calda de
aplicacéo) e glyphosate (1,440% p/v) 24, 48 e 72 horas apos o corte (HAC) do
eucalipto e verificaram a viabilidade de controle da rebrota com uso de imazapyr
até 72 HAC, desde que na concentracdo minima de 0,500% p/v.

Respondovesk (1999) constatou controle de brotacbes acima de 90%
quando se utilizou 0,6 mL/arvore do produto comercial na concentragao de 0,250 g L
de imazapyr, aplicado em uma insergdo no fuste e utilizando pistola dosadora
(sistema Goraijet — desenvolvido pela empresa fabricante do herbicida). O mesmo
nao foi verificado mediante a utilizacdo de rebaixador mecanico de tocos, ou
quando o glyphosate foi aplicado a 6% até 12 HAC, ou quando encapsulado (na
forma de grénulos) e aplicado em uma inser¢gao na arvore ou, ainda, quando o
herbicida foi aplicado no caule por meio de machadinha quimica.

No entanto, tém sido verificados diferentes niveis de eficiéncia do
imazapyr quando injetado no caule, nas doses de 0,2 a 0,5 mlL/arvore, para
controle da brotagao no pré-corte de arvores de eucalipto. Segundo Whitford et al.
(1995), a eficiéncia no controle da brotagdo depende da espécie, do herbicida
utilizado, da dose e época de aplicagdo. Dantas et al. (2001) verificaram
diferencas no controle de brotacdes de clones de eucalipto apds insercéo na arvore
e injecao de glyphosate, com eficiéncia proxima a 55%, aos 90 dias apds o corte.

Basicamente, no controle de brotacbes por meio de herbicidas, o
glyphosate é utilizado no pos-corte com a brotagédo ja estabelecida (+ 1,5 m de
altura) ou o imazapyr, no pré-corte das arvores, por injecdo em uma insergéo de
cerca de 2,5 cm na arvore, a altura do peito - 1,30 m (Moorhead, 2006). A dose
deve ser determinada de acordo com a espécie, o hibrido ou clone utilizados em
funcdo de haver diferenca de tolerdncia ao imazapyr em mudas de eucalipto
(Silva et al., 2004).



2.2. Exsudacéo radicular

Véarios grupamentos organicos podem ser liberados por meio de
exsudados radiculares em espécies herbaceas e lenhosas, em solo ou em
solugdo, como acidos organicos, carboidratos, aminoacidos, isoflavondides e
enzimas (McDougall, 1970; Dakora et al., 1993; Silva et al., 2001; Dakora e
Phillips, 2002; Kremer et al., 2005). Os mecanismos responsaveis pela exsudagao
radicular sdo pouco estudados, porém a significancia biolégica da exsudagao
deve ser considerada, haja vista que a exsudacao de certos compostos pode ser
fator inibitério para o desenvolvimento de plantas vizinhas (Kato-Noguchi et al.,
2002). Exsudados radiculares de aveia selvagem (Avena fatua) inibiram o
crescimento de raizes e coledptilos de trigo (Triticum aestivum), sendo os
mesmos constituidos de escopoletina, coumarina, acido p-hidroxibenzoéico e acido
vanilico (Pérez e Nuinez, 1991).

Além disso, tem-se constatado que alguns herbicidas também sé&o
capazes de serem exsudados pelo sistema radicular de plantas daninhas e de
culturas agricolas. Tuffi Santos et al. (2005) verificaram que a exsudacéo radicular
de glyphosate por braquiaria (Brachiaria decumbens) interferiu na atividade
microbiana do solo, principalmente com o aumento das doses aplicadas para
controle desta espécie. Em condi¢des de solos arenosos (acima de 52% de areia)
o exsudado radicular contendo glyphosate pode causar, por exemplo, redugao no
crescimento de plantulas de milho (Rodrigues et al., 1982).

A acumulacido em estruturas da planta, com posterior exsudagao, € uma
das formas de detoxificagdo do herbicida utilizada por algumas plantas, como
constatado por Fites et al. (1964) em plantas de quinquilho (Datura stramonium)
apds seis semanas da aplicacdo foliar de 2,4-D. O nicosulfuron, por exemplo,
quando aplicado sobre o capim-massambara (Sorghum halepense), pode ser
exsudado, na sua forma original e, ou, em metabdlitos toéxicos, pelo sistema
radicular da planta daninha e ser absorvido pela cultura do milho; ou entdo, pode
modificar a composi¢ao aleloquimica do S. halepense, acentuando a intoxicacao
sobre a cultura (Gubbiga et al., 1996).

A exsudacéo radicular de substancias organicas pode ser influenciada por
varios fatores, como estresse hidrico, temperatura, intensidade luminosa, idade e
espécies de planta, nutricdo mineral, microrganismos no solo, grau de

anaerobiose e aplicagado de biocidas (Hale et al., 1971). Esses fatores, somados



as caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas utilizados, irdo determinar o
potencial exsudativo, bem como o grau de interferéncia de exsudados radiculares
sobre plantas vizinhas as que receberam aplicacdo do herbicida.

O apice da raiz, ou a regidao imediatamente abaixo deste, pode ser
considerado o local mais importante de exsudagao, sendo que outras partes desta
também podem exsudar compostos organicos (Walker et al., 2003). No entanto, a
toxidez causada pela exsudagao do herbicida e, ou, de seus metabdlitos, dependera

de fatores bidticos e abidticos e ndo somente da presenca da molécula no solo.

2.3. Brassinosteroides

Os brassinosterdides (BR), como os demais horménios, sdo essenciais
para o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo que mais de 40 destes
tém sido isolados de varias espécies vegetais (Yokota, 1997). A aplicagéo de
brassinosterdides causa respostas significativas no crescimento das plantas,
incluindo expansao foliar (Orika Ono et al., 2000), inibicdo de raizes (Roddick et
al., 1993), ativacdo de bombas de prétons (Mussig e Altmann, 1999),
diferenciacdo dos elementos de tubos crivados (Yamamoto et al.,, 2001),
diferenciacao e divisdo de células (Sasse, 1997), com consequente alongamento
celular (Szekeres et al., 1996; Azpiroz et al., 1998).

Em geral, estes hormdnios participam, efetivamente, dos processos de
tolerancia a diversos tipos de estresse. Segundo Krishna (2003), BR afetam a
expressao de sintomas de doenca em plantas de tomate inoculadas com
Verticillium dahliae. As raizes inoculadas com este patdogeno e crescidas por 14
dias em presencga de epi-brassinolideo (EBR) ndo demonstraram sintomas, ou
estes foram de pequena intensidade; todavia, as plantas ndo tratadas com EBR
apresentaram moderado ou severo sintoma caracteristico do processo de
infeccao deste fungo. A exposig¢do das plantulas por curto espaco de tempo a
EBR, antes da inoculacdo de V. dahliae, ndo reduziu os sintomas da doenga, o
que demonstra, que EBR so foi efetivo quando o patdégeno ja estava presente nos
tecidos da planta.

Anuradha e Rao (2003) verificaram que a aplicagao de brassinosteréides

as sementes de arroz (Oryza sativa) resultou em decréscimo da atividade inibitéria



do estresse salino no crescimento das plantas, provavelmente devido ao aumento
nos niveis de acidos nucléicos e proteinas soluveis (Anuradha e Rao, 2001).

Pustovoitova et al. (2001) verificaram resisténcia a seca em plantas de
pepino (Cucumis sativus) tratadas com brassinosterdide, onde o aumento no
conteudo de aminoacidos livres e amidas nas folhas foram verificados nas plantas
tratadas. Utilizando esta mesma planta, Khripach et al. (2000) verificaram aumento
na atividade de peroxidases e polifenoloxidases, dado por brassinosteréides, sendo
estes envolvidos no metabolismo de polifendis, os quais sao contribuintes da
resisténcia de pepino a doengas. Plantas de tabaco (submetidas ao virus do
mosaico, a Pseudomonas syringae e Oidium sp.) e arroz (sob exposicédo a
Magnaporthe grisea e Xanthomonas oryzae) foram resistentes a estes patogenos
em virtude da aplicagéo prévia de brassinolideo (Nakashita et al., 2003).

Com relacdo a protecao contra altas temperaturas a aplicacdo de 24-
epibrassinolideo promove aumento na termoregulacdo de plantulas de canola
(Brassica napus), por aumentar a sintese de proteinas de protegdo contra
estresse por temperaturas elevadas (Dhaubhadel et al., 2002). J& plantas de
tomate (Lycopersicon esculentum), sob 40 °C por 1,5 horas, apresentam granulos
nos nucleos, nucléolos e citoplasma, além de desorganizagdo do sistema de
membranas internas nos cloroplastos e mitocéndrias, sendo que estes sintomas
sao mais pronunciados em plantas tratadas previamente com brassinosteréides
(Sam et al., 2001), provavelmente devido ao fato que estes horménios ativam a
sintese de polipeptideos com massa molecular similar as proteinas induzidas por
estresse térmico (Dhaubhadel et al., 2002).

Alguns trabalhos tém sido realizados demonstrando a inter-relacéo
existente de brassinosterdides e outros hormdnios, como &cido abscisico
(Abraham et al., 2003), etileno (Miissig et al., 2003) e jasmonato (Schaller et al.,
2000). No entanto, sdo escassos os estudos relacionados a aplicagdo de
compostos exdgenos a planta e a relagdo destes com o balango hormonal.
Sekimata et al. (2002) verificaram inibicdo da biossintese de brassinosterdides
apos a aplicagao do fungicida propiconazole, sendo que este promove ainda o
retardamento do processo de alongamento do caule. Contudo, ainda é incipiente
os trabalhos referentes a interagdao hormonal com produtos utilizados em plantios

comerciais, principalmente com relacédo a herbicidas.
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3. TRABALHOS

3.1. DANOS ULTRAESTRUTURAIS EM MUDAS DE Eucalyptus grandis
DECORRENTES DA APLICACAO DE IMAZAPYR

RESUMO

O imazapyr € um herbicida utilizado no controle de brotagcées na reforma
de povoamentos com o género Eucalyptus, sendo aplicado exclusivamente a
planta, porém, pouco é encontrado na literatura, a respeito do destino final da
molécula. A exsudacgao radicular de mudas de eucalipto, submetidas a aplicagao
deste herbicida, foi avaliada através de bioensaio em casa de vegetagcédo, em
sistema hidropénico, utilizando vasos contendo 2.500 mL de solugao nutritiva e
mudas clonais de E. grandis, as quais receberam a aplicagcéo de 1,500 kg ha™' de
imazapyr. Quinze dias ap6s a aplicagéo do herbicida, as mudas-controle e as que
receberam imazapyr foram retiradas da solugdo e em, seus respectivos lugares,
foi transplantada uma muda do mesmo clone por vaso, constituindo-se o
bioindicador (BIO) dos efeitos da exsudacgé&o radicular. Os efeitos dos exsudados
sobre o crescimento das mudas foram avaliados aos 60 dias apés o transplante
dos BlIOs, mensurando-se a altura e o didametro, e determinando-se a biomassa

seca da parte aérea e de raizes. Além disso, amostras das gemas apicais dos
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ramos foram coletadas para analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de
transmissao as 72 horas apds o transplante dos BlOs. Os exsudados radiculares
das mudas submetidas a aplicagdo de imazapyr causaram alteragdes
significativas em todas as variaveis estudadas, sendo que os BlIOs apresentaram
mudancgas ultraestruturais nas células, tais como: aumento do numero de células
mesofilicas deformadas, cloroplastos com pequena quantidade de tilacdides,
distorcdo das cristas da matriz mitocondrial, vacuolizagdo do citoplasma e
rompimento de parede celular devido a alteracbes no sistema de
endomembranas. Os compostos presentes em solugao promoveram inibicao total
do crescimento, assim como mudancgas ultraestruturais e anatdbmicas nas mudas

de eucalipto utilizadas como BIOs.

ULTRASTRUCTURAL DAMAGES IN SEEDLINGS OF Eucalyptus grandis
RESULTING FROM IMAZAPYR APPLICATION

ABSTRACT

Imazapyr is an herbicide used to control stump sprouting in stand of
Eucalyptus crop, applied exclusively in the plant, but little is known about the final
destination of the molecule. Imazapyr root exudation in eucalypt seedlings
subdued to application of this herbicide was evaluated through a bioassay under
greenhouse conditions, in hydroponic system, using vases with 2,500 mL of
nutritive solution and E. grandis seedlings, which received the application of 1.500
kg ha” of imazapyr. In a period of 15 days after treatment application, the
seedlings-control and those that received the herbicide application were removed
from the solution and, in their respective places was transplanted one
seedling/vase of the same clone, which constituted the bioindicator of the effects
of the root exudation. The exudates effects over the seedling growth were carried
out 60 days after the bioindicator transplanting, with the measurement of height
and diameter, and the determination of the dry biomass of aerial part and root
system of the seedlings. Besides, samples of the terminal bud of branches were
collected to ultrastructural analysis by transmission electron microscopy at 72

hours after the bioindicators transplanting. The root exudates of eucalypt seedlings
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submitted to herbicide application caused significant alterations in all variables
analyzed, and the bioindicators showed ultrastructural changes in the cells, such
as: increase of the number of irregular shaped mesophyll cells, chloroplast with
small quantity of thylakoid, distortion of cristaes of the mitochondrial matrix,
vacuolization of the cytoplasm, and rupture of cell wall due to disorder of the
endomembrane systems. The compounds present in solution affected the growth
of eucalypt seedlings, as well as ultrastructural and anatomic changes in the

eucalypt seedlings used as bioindicators.

INTRODUCAO

Em plantios comerciais com o género Eucalyptus s&o requeridos
herbicidas que sejam eficientes no controle das brotagdes (quando da reforma
dos talhdes) mas que, ao mesmo tempo, apresentem auséncia ou baixo periodo
residual no solo, com o intuito de ndo comprometerem o crescimento e, ou,
desenvolvimento de mudas no plantio posterior ao corte raso. Basicamente, no
controle de brotagdes, sao utilizados os herbicidas glyphosate (com aplicagéo no
pods-corte das arvores sendo a brotacéo ja estabelecida (= 1,5 m de altura) ou até
72 horas ap6és o corte, sendo a aplicagao feita sobre a cepa (Christoffoleti et al.,
1997)) ou entdo, a utilizacdo de imazapyr (com aplicagdo no pré-corte das
arvores). Este ultimo, no entanto, tem sido mais utilizado devido a sua alta
eficiéncia de controle e maior flexibilidade de tempo entre a aplicacéo e o corte
das arvores, em relagao a aplicagao de glyphosate (Dantas et al., 2001).

Todavia, em alguns casos, tém sido verificados problemas de intoxicagao
as mudas presentes nas entrelinhas do cultivo anterior, quando da aplicagao
prévia de imazapyr na dose meédia de 0,5 mL/arvore do produto comercial, por
meio de injecdo mecéanica no caule em uma inser¢cdo de cerca de 2,5 cm na
arvore, a altura do peito - 1,30 m (Moorhead, 2006). Segundo Silva et al. (2004 e
2005), a aplicagao de imazapyr em mudas de eucalipto pode induzir a exsudagao
de compostos capazes de causar intoxicagdo as mudas do mesmo género
cultivadas proximas a este, o que endossa o surgimento de sintomas de

intoxicagao nas mudas plantadas nas entrelinhas.
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Entretanto, ha escassez de informacgdes quanto aos efeitos nas células
decorrentes da presenca dos compostos na solugédo, os quais podem provocar
reducdo do crescimento das mudas e o surgimento dos sintomas visuais de
intoxicagdo as mesmas. Para tanto, técnicas microscopicas podem ser utilizadas
com o objetivo de elucidar a interferéncia de alguns herbicidas no crescimento e
desenvolvimento das células.

Alteragcbes de alguns parametros morfofisioldgicos, por exemplo, podem
ser utilizados como bioindicadores do uso indiscriminado de herbicidas em
plantios situados em fronteiras agricolas, destacando-se a germinagado e
crescimento do tubo polinico. Ovidi et al. (2001) observaram que os herbicidas
glyphosate (inibidor da enzima 3-enoilpiruvilxiquimato-5-fosfato sintase) e
diclofop-metil (inibidor da enzima acetil-CoA carboxilase), apesar de ndo atuarem
diretamente no processo de divisdo celular, promoveram intensa
despolimerizagao dos microtubulos de plantas de tabaco (Nicotiniana tabacum), o
mesmo foi verificado quando da utilizagdo de trifluralin (inibidor da mitose);
contudo a aplicacdo de oxadiazon (inibidor da enzima protoporfirinogénio X
oxidase — PROTOX) néao afetou significativamente este processo. Ja a aplicagéo
do herbicida 2-cloro-6-fluorofenil-4-(trifluorometil)tieno[2,3-d]pirimidina-2-il-cetona
induziu alteragbes no processo mitético em células radiculares de aveia (Avena
sativa cv. Zenshin), originando grande numero de células polinucleadas no
meristema radicular, devido a inibicdo da polimerizagcao da tubulina constituinte
dos microtubulos (Takahashi et al., 2001).

Estudos anatbmicos, realizados a partir de microscopia eletrénica de
transmissao, revelaram a presenca de grandes vacuolos, numerosos graos de
amido e poucos ribossomos no reticulo endoplasmatico do pélen de plantas de
algodao-GR (resistente ao glyphosate) tratadas com este herbicida, o que levou a
graos de polen imaturos na antese (Pline et al.,, 2002). Ferreira et al. (1999)
verificaram que os herbicidas, utilizados em pds-emergéncia de trapoeraba
(Commelina benghalensis), causaram mudangas ultraestruturais nas células
foliares, uma vez que os tilacéides nas células parenquimaticas se dilataram,
conferindo formato esférico aos cloroplastos, interferindo no processo
fotossintético. Plantas de soja tratadas com diuron revelaram desorganizagédo na
ultraestrutura de organelas das células do mesdfilo como, auséncia de graos de

amido em células-guarda, reducao de plastoglobulina e mudangas no arranjo da
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grana nos tilacoides, com aumento do espaco intratilacoidal e formagao de varias
vesiculas (Fayez, 2000).

Com a utilizacdo de microscopia de fluorescéncia, Warabi et al. (2002)
verificaram que células de soja resistente ao oxyfluorfen acumularam menor
quantidade de protoporfirina IX devido a menor inibicdo da PROTOX.

Em virtude do exposto, este ensaio teve como objetivos caracterizar as
alteragdes ultraestruturais das células das gemas apicais dos ramos de mudas de
E. grandis, submetidas a agado de compostos exsudados por mudas desta espécie
previamente tratadas com imazapyr, utilizando a técnica de microscopia eletronica
de transmissao; além de verificar interferéncias no crescimento das mudas em

decorréncias da presencga de exsudados na solucgio.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado em casa de vegetacdo no Campus da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em sistema hidroponico, utilizando-
se vasos plasticos com 2.500 mL de solug&o nutritiva, a qual teve o pH corrigido a
cada dois dias para 5,50 + 0,10, utilizando hidréxido de sddio ou acido cloridrico
para a correcdao. Os vasos receberam revestimento prateado nas paredes
externas e foram envoltos internamente por camada plastica transparente. As
tampas dos recipientes apresentavam duas perfuragdes com diametros de 14 mm
e uma de 2 mm, sendo as primeiras utilizadas para receber as mudas de
eucalipto e a perfuragcdo menor destinada a passagem da mangueira condutora
de aeracgao para a solugao, ligada a um compressor com fluxo continuo de ar.

As mudas de E. grandis utilizadas foram provenientes de propagacao
vegetativa (clone 278E), com trés meses de idade e altura entre 29,7-35,5 cm,
produzidas em recipientes de polipropileno preto (tubetes) de 55 cm® de
capacidade, em substrato composto de casca de arroz carbonizada e vermiculita
na proporcao de 1:1 v/v. No transplante foram utilizadas mudas homogéneas em
altura, as quais tiveram o sistema radicular cuidadosamente lavado e, de
imediato, transferidas para solu¢do nutritiva de Clark (Clark, 1975), sendo uma
muda por vaso, onde permaneceram por 30 dias (fase adaptativa) para emissao

de novas folhas e raizes. A solugao nutritiva foi trocada a cada 10 dias, sendo a
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ultima troca no dia da aplicacao foliar de imazapyr, a qual foi realizada utilizando-
se um pulverizador costal pressurizado a CO,, mantido a pressao constante de
30 Ib pol?, provido de bico de jato plano (tipo leque) Teejet DG95.02 EVS,
calibrado para aplicar o volume equivalente a 200 L ha™' de calda, tomando-se o
cuidado prévio de cobrir a superficie dos vasos com dupla camada plastica, para
evitar a contaminagao da solugao nutritiva.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado sendo os
tratamentos compostos de duas doses de imazapyr (zero e 1,500 kg ha™) com
dez repetigdes, sendo cinco destas utilizadas para retirada das gemas dos ramos.
Quinze dias apo6s a aplicagao dos tratamentos (DAT), as mudas-controle e as que
receberam a aplicagdo do herbicida foram retiradas da solucédo e, em seus
respectivos lugares, foi transplantada para cada vaso uma muda do mesmo clone
com 100 dias de idade e altura média de 31 cm, a qual constituiu o bioindicador
(BIO) da presenga da exsudacao radicular do herbicida em solugao.

As amostras para analise ultraestrutural por microscopia eletrbnica de
transmissao foram obtidas 72 horas apds o transplante dos BIOs, mediante
secgdes de cerca de 3 mm nas gemas apicais dos ramos, sendo as amostras
imediatamente embebidas em solugdo tampao fosfato 50 mM, em pH 6,8, para
processamento, de acordo com a técnica de microscopia especifica descritas por
James et al. (1994), com algumas modificagdes.

A avaliagado dos efeitos dos exsudados no crescimento das mudas foi
realizada 60 dias ap6s o transplante dos bioindicadores para a solugao,
mensurando-se a altura (relativa a distancia entre o colo e a insergcéo da folha
mais nova no apice da muda) e o didmetro (medido a 2,5 cm do colo da muda)
utilizando-se uma régua graduada e um paquimetro digital, respectivamente.
Além destas variaveis, determinou-se a biomassa seca da parte aérea e de
raizes. Paulatinamente, foram realizadas avaliagbes visuais de intoxicacao
documentadas através de fotografias.

Apos a obtencdo dos resultados procedeu-se a analise descritiva das
alteragbes celulares e a analise de variancia dos dados numéricos, sendo as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Danos irreversiveis ocorrem quando o sistema de endomembranas é
comprometido em decorréncia da desorganizacédo da bicamada lipidica da
membrana plasmatica e, ou, da parede celular. Observagdes ultraestruturais nas
gemas apicais dos ramos dos bioindicadores, cultivados em solugdo na qual,
previamente, havia mudas de eucalipto tratadas com imazapyr (BIOTRAT),
revelaram alta desorganizagdo subcelular em comparagdo aos bioindicadores
presentes em solugdo onde cresceram as mudas-controle (BIOCONTROL).
Nestas ultimas, foram observadas integridade das membranas e organelas,
preservagao da parede celular e presenga de grande quantidade de grdos de
amido (Figura 1), em fungdo do pleno funcionamento do aparato fotossintético,
com consequente sintese de carboidratos e armazenamento destes nos

cloroplastos durante o dia, na forma de amido.

Figura 1 - Micrografias eletrbnica de transmissao de gema apical dos ramos de
mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia de
exsudados radiculares contendo imazapyr, 72 h apds o transplante. Aumentos
de 3.000 (A) e 7.000x (B). PC = parede celular; GA = graos de amido; N =
nucleo.

Ao analisar as células de gemas apicais de ramos dos BIOTRAT foram
verificadas desorganizagdes dos tilacéides, aumento do volume das membranas
destes (o0 que, consequentemente, implica em aumento do espaco intratilacoidal,
resultando na formagéo de varias vesiculas), além da presenga de poucos grana

tilacoidais (Figura 2A). Sintomas semelhantes foram verificados por Saladin et al.
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(2003), em folhas de videira (Vitis vinifera), sob a acdo de flumioxazin, um
herbicida inibidor da acdo da enzima protoporfirinogénio IX oxidase, o qual
bloqueia a sintese de clorofila e induz a formacdo de oxigénio singleto nas
células, em decorréncia do acumulo de protoporfirina IX no citoplasma.

Apesar de terem sido verificadas alteragdes ultraestruturais nos
cloroplastos, em fungdo da presenga de exsudados radiculares de mudas
previamente tratadas com imazapyr, € sabido que este herbicida ndo afeta
diretamente a fotossintese e, segundo Shaner e Reider (1986), tem pouco efeito
sobre este processo fisiolégico. O seu mecanismo de agdo, como de outras
imidazolinonas, é caracterizado por inibir a acédo da enzima acetolactato sintase
(ALS), a qual participa da biossintese dos aminoacidos ramificados leucina,
isoleucina e valina (Pang et al., 2003). Desta forma, ndo ha participagao direta de
cloroplastos no sitio de acao do herbicida.

No entanto, os herbicidas, de uma forma geral, interferem no metabolismo
celular, mesmo em reacbes metabdlicas n&do associadas diretamente com o
processo fotossintético (Barbagallo et al., 2003). O presente experimento
corrobora esta constatagdo, tendo em vista o comprometimento da integridade
estrutural dos cloroplastos nas células dos BIOTRAT em fungao da presenca de
exsudados radiculares de mudas previamente tratadas com o herbicida (Figura 2A).

Muitos herbicidas bloqueiam o transporte de elétrons na fotossintese por
competirem com a plastoquinona B pelo sitio de ligagdo a proteina D¢ do
fotossistema |l (Fuerst e Norman, 1991; Egner et al., 1996; Rich, 1996) ou por
alterarem o fluxo de elétrons proximo a ferredoxina no fotossitema | (Chase et al.,
1998) nas membranas tilacoidais. Em fungao disto, ocorre destruigdo do centro de
reacdo destes fotossistemas em virtude da foto-oxidacdo das moléculas de
clorofila e producao de superdxidos (Barry et al., 1990), os quais degradam acidos
graxos da bicamada lipidica constituinte da membrana plasmatica, levando a
perda de sua seletividade e permeabilidade (Edreva, 2005). Os cloroplastos,
contudo, possuem varios mecanismos de detoxificagdo do oxigénio reativo
formado (superodxido) (Niyogi, 1999); no entanto, neste ensaio, os efeitos toxicos
provocados pela presenca de exsudados radiculares podem ter inibido, ou
anulado, a acao do fotossistema protetor, acarretando em desestruturacido do
sistema de endomembranas, tanto nos cloroplastos como nas mitocondrias e
parede celular (Figura 2B, C, D, E, F).



Figura 2 - Micrografias eletrénica de transmissao de gema apical de ramos de
bioindicadores dos exsudados radiculares de mudas de Eucalyptus grandis
previamente tratadas com imazapyr, 72 h apds o transplante. Aumentos de
7.000 (B, C, D, F), de 20.000 (A) e de 30.000x (E). CI = cloroplasto, CMD =
células mesofilicas deformadas, GT = grana tilacoidial, N = nucleo, M
mitocondrias, PC = parede celular, REp = reticulo endoplasmatico, RPC
pontos de ruptura da parede celular (setas vermelhas), V = vesiculas.
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Devido as alteragbes ultraestruturais nestas organelas e, possivelmente,
as alteragdes fisiolégicas também, pode-se inferir que ha decréscimo da taxa
fotossintética e, por conseguinte, redugdo na produgdo de ATP (adenosina
trifosfato) e carboidratos, acarretando em reducgéo da sintese de fotoassimilados,

o que compromete diretamente o crescimento da planta (Figura 3).

Figura 3 — Aspecto visual dos bioindicadores, 40 dias apds o transplante para a
solucéo contendo exsudados radiculares de mudas de Eucalyptus grandis. A
esquerda, parte aérea (A) e sistema radicular (B) dos BIOCONTROL e, a
direita, dos BIOTRAT.
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A interferéncia no balango hormonal, principalmente com relagdo ao acido
abscisico, pode ser responsavel pela reducdo na transpiragdo e no crescimento
em plantas tratadas com imidazolinonas (Shaner, 1988). A utilizagcdo de
herbicidas pertencentes a este grupo quimico promove epinastia foliar,
proliferacdo de gemas axilares, redugdo da dominancia apical, clorose e
encurtamento dos entrends (ISU, 2006), o que corrobora com os sintomas visuais
verificados nos BIOTRAT (Figura 3A). A inibigdo da dominancia apical, em fung&o
da atuagéo de imazapyr, pode ter levado a proliferacdo de gemas axilares, sendo
que as brotagbdes advindas apresentaram predominéancia de carotendides (intensa
coloracdo avermelhada nas folhas) em relagdo a clorofila; endossado pela
expressiva producdo de antocianinas verificada por Conner et al. (1994) apds a
aplicagao de chlorsulfuron (um herbicida inibidor da ALS).

Herbicidas que bloqueiam a atividade da enzima ALS podem também
promover rapida redugao na translocacdo de fotoassimilados (Bestman et al.,
1990) em fungado da inibicdo da entrada de sacarose no floema (Hall e Devine,
1993), consequentemente, acarretando diminuigdo no transporte de
fotoassimilados. Este transporte pode ser restabelecido apds a aplicagao dos
aminoacidos leucina, isoleucina e valina, indicando que este sintoma deve-se a
inibicdo da agédo da acetolactato sintase (Devine et al., 1990). A interrupgéo no
transporte afeta drasticamente o crescimento radicular, refletindo em menor
crescimento da planta em fungdo da menor quantidade de energia (na forma de
carboidratos) que chega as raizes e demais érgaos.

Desta forma, a redugdo na producido de fotoassimilados e do
carregamento destes no floema, pode justificar o0 menor crescimento apresentado
pelas mudas do tratamento BIOTRAT, em relagao ao tratamento BIOCONTROL,
tanto com relagao a altura e diametro, quanto as biomassas secas de parte aérea
e do sistema radicular (Tabela 1). Aléem disso, segundo Lotan e Fluhr (1990), o
acumulo de a-aminobutirato, em fungdo da agdo de imidazolinonas (como o
imazapyr), induz o aumento da sintese de etileno e, conseqientemente,
aceleracao do processo de senescéncia e epinastia (Hansen e Grossmann, 2000)
e, a inibicdo do alongamento do caule (Romano et al., 1993).

A quantidade de exsudados radiculares na solugao foi capaz de causar
reducado de 44,3, 50,4, 80,6 e 91,6% na altura, no didmetro, no acumulo de

biomassa seca do sistema radicular e da parte aérea, respectivamente, quando
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comparado aos valores destas variaveis obtidos na auséncia destes mesmos

exsudados (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios para didmetro, altura, biomassa seca das raizes (BSR)
e da parte aérea (BSPA) de bioindicadores cultivados em solugédo nutritiva
contendo exsudados radiculares de mudas de Eucalyptus grandis controle
(BIOCONTROL) e, submetidas a aplicagao foliar de imazapyr (BIOTRAT), aos
60 dias apos o transplante.

Tratamentos | Didmetro (mm) | Altura (cm) | BSR (g) BSPA (g)
BIOCONTROL 11,474 a* 60,82 a 8,2246a | 29,2638 a
BIOTRAT 5,686 b 33,88 b 1,597 b 2,4494 b

* Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Ao inibir a agdo da ALS, o imazapyr também induz o acumulo intracelular
de a-aminobutirato ou a-oxobutirato, resultando no aumento da atividade da
enzima oxidase alternativa (AOX), sendo esta responsavel por catalisar a cadeia
respiratoria resistente ao cianeto, reduzindo o oxigénio a agua (Gaston et al.,
2003), o que reflete em inibicdo da respiragcdo mitocondrial, com consequente
reducdo na producido de ATP. Os elétrons advindos dos complexos | e |l da
cadeia transportadora de elétrons (localizada na membrana mitocondrial) e do
“pool” de ubiquinona, ao passarem pela rota alternativa e sofrerem a agao da
AOX, nao passarao pelos complexos Ill e IV da cadeia, e, consequentemente,
nao serao utilizados na sintese de ATP, interrompendo o fluxo de elétrons na
cadeia respiratéria (Siedow e Umbach, 1995). Sendo assim, o imazapyr estaria
induzindo, como efeito secundario, a reducao de energia celular por interferir na
sintese de ATP na regido das cristas mitocondriais.

As mitocOndrias sdo muito importantes para o metabolismo que ocorre
nos cloroplastos, uma vez que estas possuem diversas enzimas especificas que
sao utilizadas, sob condi¢cado de luz, no balango da energia celular e no potencial
redox da célula (van Lis e Atteia, 2004), o qual € essencial nas rotas metabdlicas
tanto de cloroplastos (Pfannschmidt, 2003) quanto das proprias mitocondrias
(Szibor et al., 2001). Consequentemente, alteragdes no pleno funcionamento

mitocondrial poderéao ser refletidas nos cloroplastidios.
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A capacidade das mitocéndrias e dos plastidios em detoxificar as células
sob acgao de radicais livres, superdxidos e, ou, oxigénio reativo formados (em
funcdo da atuagdo de um agente estressante a planta) € limitada. Ou seja, ha
necessidade de complementacido de proteinas e enzimas antioxidantes, as quais
sdo importadas do citoplasma, onde sao sintetizadas (Taylor et al., 2003). No
entanto, sob a agdo de inibidores da sintese de aminoacidos, algumas destas
enzimas e, ou, proteinas, podem ter sua sintese prejudicada, o que poderia
acarretar em menor atuacado do processo de detoxificagdo celular. Desta forma,
toda estrutura organizacional e fisiolégica da célula estaria comprometida em
funcdo da presenca de agentes téxicos a mesma.

Como o imazapyr inibe a biossintese de leucina, isoleucina e valina, é de
esperar-se que proteinas e enzimas dependentes destes aminoacidos tenham
sua sintese prejudicada, o que compromete o “turnover” proteico. Sendo assim,
ocorre interferéncia na sintese de DNA e no crescimento celular, o que acarretara
na reducéo da divisdo das células (Shaner e Reider, 1986) e morte das regides
meristematicas, interrompendo o crescimento (Liebl e Bridges, 2000) e
interferindo no uso eficiente da agua (Shaner, 1988).

Diante do exposto, apesar da maior persisténcia da molécula de imazapyr
no solo (Liebl e Bridges, 2000), das ligagdes de fraca intensidade com
constituintes deste (Pusino et al.,, 1997), e da movimentagdo da molécula por
capilaridade (Firmino, 2001), deve-se considerar que, caso haja aplicacdo de
imazapyr no caule das arvores para controle da rebrota em cultivos comerciais de
eucalipto, existe a possibilidade de exsudagdo do herbicida, podendo provocar
interferéncia deletéria sobre o crescimento de mudas utilizadas nas entrelinhas do

cultivo posterior (reforma).

CONCLUSOES

Mudas de E. grandis apresentaram exsudacao radicular de imazapyr
quando este foi aplicado na parte aérea. A quantidade de compostos toéxicos
exsudados afetou as variaveis altura e didmetro das mudas do mesmo clone
utilizadas como bioindicadores. Além disso, a toxidez dos exsudados radiculares

provocou maior redugao no acumulo de biomassas seca da parte aérea e do
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sistema radicular, induzindo também, a um processo de citdlise avancado,

caracterizado por alteracdes ultraestruturais das células dos bioindicadores.
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3.2. INTERACAO IMAZAPYR E UM ANALOGO DE BRASSINOSTEROIDE EM
MUDAS DE Eucalyptus grandis

RESUMO

A aplicagcao de compostos exdgenos a planta pode causar alteragdes nas
concentragdes hormonais endogenas. Visando avaliar a interacdo de um analogo
espirostanico da castasterona (BB16) e o herbicida imazapyr, foi realizado um
ensaio utilizando-se mudas clonais de Eucalyptus grandis, em sistema
hidropbnico. Para a aplicagao de BB16, utilizaram-se borrifadores manuais e, para
o herbicida, um pulverizador costal pressurizado a CO,. O experimento foi
constituido de seis tratamentos: controle; imazapyr (I) (0,750 kg ha” do
ingrediente ativo); BB16 nas concentragées de 0,08 (BB16(-)) e 0,16 mg L
(BB16(+)) aplicado imediatamente apds o herbicida (I + BB16(-) e | + BB16(+),
respectivamente) e, imazapyr aplicado imediatamente ap6s o BB16 (BB16(-) + | e
BB16(+) + |, respectivamente). Avaliaram-se a altura das mudas e o diametro do
caule, além da determinacdo das biomassas secas de parte aérea e raizes. Péde
ser verificada total necrose das folhas terminais dos ramos apicais em |, BB16(-) +
| e BB16(+) + |, 18 dias apds aplicacdo dos tratamentos (DAT). Aos 21 DAT, a
testemunha, | + BB16(-) e | + BB16 (+) apresentaram maiores incrementos nas
variaveis analisadas, em relagc&o ao tratamento |, sendo este superior a BB16(-) + |

e BB16(+) + I. Os resultados obtidos neste trabalho, permitem inferir que o analogo
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da castasterona possa agir como antidoto em mudas de E. grandis submetidas a
acado de imazapyr, quando aplicado imediatamente apds o herbicida, pois estas

mudas nao apresentaram sintomas de intoxicagcdo sob esta condicio.

INTERACTION OF IMAZAPYR AND A BRASSINOSTEROID ANALOGUE IN
SEEDLINGS OF Eucalyptus grandis

ABSTRACT

The exogenous compounds application on the plant may induce
alterations in the endogenous phytohormones levels. An experiment was carried
out with the purpose of evaluating the interaction of the spirostanic analogue of
castasterone (BB16) and the imazapyr herbicide, under hydroponic conditions,
making use of seedlings clones of Eucalyptus grandis. It was used manual
sprayers to the application of BB16, and to the herbicide application was used a
CO, pressurized backpack sprayer. The experiment was constituted of six
treatments: control; imazapyr (1) (0.750 kg ha™ of active ingredient); BB16 in the
concentrations of 0.08 (BB16(-)) and 0.16 mg L™ (BB16(+)) applied immediately
after the herbicide (I + BB16(-) and | + BB16(+), respectively) and, imazapyr
applied immediately after the BB16 (BB16(-) + | and BB16(+) + I, respectively).
The seedling height and the stem diameter were evaluated, and, at the end of the
experiment, it was determined the dry matter of the shoot and roots. It was verified
total necrosis in terminal leaves of the apical branches in |, BB16(-) + | and
BB16(+) + |, 18 days after treatment application (DAT). After 21 DAT, the control, |
+ BB16(-) and | + BB16 (+) expressed the greatest increments at analyzed
variables in relation to treatment |, and this was superior to BB16(-) + | and
BB16(+) + I. As a result of this trial, it is probable that the analogue of castasterone
may act as safener in seedlings of the E. grandis submitted to the imazapyr action,
when immediately applied after the herbicide, because these seedlings did not

exhibit intoxication symptoms under this condition.
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INTRODUCAO

O imazapyr (acido (+/-)-2-[4,5-dihidro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo-1H-
imidazol-2-il]-3-piridina carboxiilico) € um herbicida do grupo quimico das
imidazolinonas, constituido por um grupamento imidazolina covalentemente ligado
a um acido piridinecarboxilico e formulado em sal de isopropilamina (Cyanamid,
1983). Este herbicida apresenta amplo espectro de agéo (Lee et al., 1991), sendo
utilizado no controle de plantas daninhas anuais e perenes em areas nao-
agricolas (Beardmore et al., 1991), em cultivos com coniferas (Boyd et al., 1995) e
no controle de brotacbes em eucaliptais (Little et al., 1998). Neste ultimo caso,
apresenta alta eficiéncia de controle (acima de 90%) e maior flexibilidade de
tempo entre a aplicagdo e o corte das arvores, em relagdo a aplicagcao de
glyphosate (Dantas et al., 2001).

O mecanismo de acao caracteriza-se pela inibicao da atividade da enzima
acetolactato sintase (ALS) ou acetohidroxiacido sintase (AHAS), que esta
envolvida na biossintese de trés aminoacidos alifaticos essenciais (encontrada
somente em espécies vegetais): valina, leucina e isoleucina (Pang et al., 2003);
por esse motivo, o imazapyr apresenta baixa intoxicacdo para mamiferos, com
baixos riscos para a fauna silvestre (Gagne et al., 1991). Pode atuar sobre o
‘pool” de aminoacidos e da fracdo proteica, indicando que o herbicida
desorganiza a sintese de proteinas, por alterar a taxa de giro proteico (Anderson
e Hibberd, 1985). Essa inibicdo interrompe a sintese de proteinas, que, por sua
vez, interfere na sintese de DNA e no crescimento celular, o que acarretara na
morte das regides meristematicas, interrompendo o crescimento (Liebl e Bridges,
2000) e interferindo no uso eficiente da agua (Shaner, 1988).

Os brassinosteréides (BRs), por sua vez, sao essenciais para o
desenvolvimento das plantas e causam significativas respostas no crescimento,
incluindo expansao foliar, ativacdo de bombas de prétons, estimulo da sintese de
etileno através da inducao da ACCsintase, diferenciacéo e divisdo de células, com
consequente alongamento celular (Clouse e Sasse, 1998). Os BRs, de forma
geral, participam de processos de tolerancia das plantas a diversos tipos de
estresse (Krishna, 2003). Idéntica tolerancia tem sido verificada com relagado aos
analogos de BRs (Mazorra e Nufez, 2000; Mazorra et al., 2002). O analogo

espirostanico da castasterona ((25R)-2a,3a-dihidroxi-5a-espirostan-6-ona)), por



33

exemplo, confere tolerancia aos estresses térmico e salino, em fungdo do
aumento da sintese de proteinas termoreguladoras e da atividade de enzimas
antioxidantes, respectivamente (Nufez et al., 2003/4; Gonzalez-Olmedo et al.,
2005).

Os BRs, apesar de serem rapidamente absorvidos pela superficie foliar,
quando aplicados exogenamente, apresentam transporte limitado. Para alguns
autores, este hormonio ndo é transportado entre o tecido de origem e os demais
(Bishop et al.,, 1999), enquanto outros, consideram o transporte a curtas
distancias (Symons e Reid, 2004), envolvendo alguns conjugados hidrolisaveis
(Bajguz e Tretyn, 2003). Ja o imazapyr é facilmente absorvido pelo sistema
radicular e pelas folhas, sendo rapidamente translocado via xilema e floema para
toda a planta (Shaner, 1988).

Alguns trabalhos tém sido realizados mostrando a inter-relagdo existente de
BRs e outros horménios, como &cido abscisico (ABA) (Abraham et al., 2003), etileno
(Mussig et al., 2003) e jasmonato (Schaller et al., 2000). Contudo, ainda € incipiente
os trabalhos relacionados a interacdo hormonal com produtos utilizados nos plantios
comerciais, principalmente com relagao a herbicidas, haja vista que a aplicagao de
compostos exodgenos a planta pode causar alteragdes nas concentragdes hormonais
enddgenas. E dentro deste contexto que se insere o objetivo deste trabalho, que foi
verificar se BB16 (um analogo de BR) teria algum efeito protetor em mudas de

eucalipto submetidas a aplicagao do herbicida imazapyr.

MATERIAL E METODOS

As mudas de Eucalyptus grandis utilizadas neste ensaio foram
provenientes de propagacgao vegetativa (clone CAF01), com trés meses de idade,
e altura variando de 20 a 25 cm, produzidas em recipientes de polipropileno preto
(tubetes) de 55 cm® de capacidade, em substrato composto de casca de arroz
carbonizada e vermiculita, na proporcéo de 1:1 v/v. O experimento foi instalado
em sistema hidropdnico utilizando-se vasos plasticos com 2,500 L de solucéo
nutritiva, a qual teve o pH corrigido a cada dois dias para 5,50 + 0,10, utilizando
hidroxido de sodio ou acido cloridrico para a corregdo. Os vasos receberam

revestimento prateado nas paredes externas e foram envoltos internamente por
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camada plastica transparente. As tampas destes apresentavam duas perfuragdes
com diametros de 14 mm (sendo uma destas, utilizada para o recebimento da
muda de eucalipto) e uma perfuracdo de 2 mm, destinada a passagem da
mangueira condutora de aeragao para a solugao, ligada a um compressor com
fluxo continuo de ar.

No transplante foram utilizadas mudas homogéneas em altura, as quais
tiveram o sistema radicular cuidadosamente lavado e, de imediato, transferidas
para solugao nutritiva de Clark (Clark, 1975), sendo uma muda por vaso, onde
permaneceram por 32 dias (fase de adaptagao a solugao) para emissao de novas
folhas e raizes. A solugao nutritiva foi trocada semanalmente, sendo a ultima troca
no dia anterior a aplicacao foliar dos compostos. Para a aplicacdo de BB16
utilizaram-se borrifadores manuais e para aplicagcao do herbicida, um pulverizador
costal pressurizado a CO, com 30 Ib pol? e volume de calda de 200 L ha™,
equipado com um bico de jato plano (tipo leque) Teejet DG95.02 EVS, tendo-se o
cuidado prévio de cobrir a superficie dos vasos com dupla camada plastica, para
evitar a contaminagao da solugao nutritiva.

Os compostos exdgenos utilizados foram constituidos pelo herbicida
imazapyr, na dose 0,750 kg ha™' do ingrediente ativo, aplicado antes, ou apds, a
aplicacdo de 50 mL/muda de BB16 (analogo espirostanico da castasterona —
(25R)-20,3a-dihidroxi-5a-espirostan-6-ona), este em duas concentragdes (0,08 e
0,16 mg L™), sendo estas simbolizadas por BB16(-) e BB16(+), respectivamente.
O experimento foi composto de seis tratamentos: controle (sem aplicagdo de
BB16 ou imazapyr); imazapyr; BB16, em ambas concentragcdes, com a aplicagao
imediatamente apos o herbicida (1+BB16(-) e 1+BB16(+), respectivamente) e
imazapyr, com a aplicagdo imediatamente apds o BB16, este nas concentragdes
de 0,08 ou 0,16 mg L (BB16(-)+| e BB16(+)+l, respectivamente). O segundo
composto foi aplicado somente quando as folhas haviam secado, para que nao
ocorresse escorrimento superficial do produto previamente aplicado.

As avaliagdes consistiram de cinco medi¢des diarias (as 8, 10, 12, 14 e 16
horas) do teor relativo de clorofila na terceira folha totalmente expandida (da parte
apical para base da muda), desde o dia da aplicagao dos tratamentos (DAT) até
35 dias apos, utilizando-se um medidor portatil de clorofila (modelo SPAD-502 -
Soil Plant Analysis Development, Minolta), tomando-se a média de cinco

medi¢gdes da mesma folha em cada horario de avaliagdo. Foram realizadas
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avaliacbes semanais de altura (relativa a distancia entre o colo e a inser¢ao da
folha mais nova no apice da muda) e diametro (medido a 2,5 cm do colo da muda)
utilizando-se uma régua graduada e um paquimetro digital, respectivamente, além
de avaliagbes visuais de intoxicagdo documentadas através de fotografias. A
determinacao da biomassa seca de parte aérea e do sistema radicular foi
realizada 35 DAT, quando foram individualizadas parte aérea e raizes,
acondicionando-as separadamente em sacos de papel e colocadas em estufa
com circulagéo de ar, a 72 + 1 °C, por 72 horas.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado em
parcelas subdivididas no tempo (épocas de avaliagbes biométricas) com seis
tratamentos, correspondentes a testemunha, a dose do herbicida e a interagao
desta com as doses de BB16 (aplicado antes ou apds o imazapyr), e cinco
repeticoes. A analise de variancia foi realizada, utilizando-se o pacote estatistico
SAS (SAS, 1999), apés ter-se verificado as pressuposi¢gdes da mesma (Demétrio,
1978) e, quando o teste F foi significativo, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as mensuragdes diarias, os valores do medidor portatil de
clorofila (SPAD) ndo apresentaram variagdes, em relagdo ao horario de medigéo,
0 que confirma as observagdes de Reis (2003) na cultura do maméo. Por este
motivo, foram tomadas as medidas obtidas as 16 horas como representativas do
dia de avaliacdo. No entanto, ao longo do periodo experimental, houve variagao
significativa dos valores de SPAD para os tratamentos que receberam a aplicagao
prévia de BB16 (em ambas concentragdes), em relagdo aos demais.

A partir do oitavo DAT néao foi possivel fazer as leituras de SPAD no
tratamento BB16(-) + | em decorréncia da desidratagao total da folha-medida, o
que se repetiu para o tratamento BB16(+) + | a partir do 11° DAT (Figura 1).
Verificou-se, entretanto, que nestes tratamentos, o inicio de desidratacdo das
folhas foi a partir do apice do limbo foliar, com evolugdo do sintoma em direcdo a
base da folha. Em decorréncia da mensuracdo com SPAD ter sido realizada no

terco inferior do limbo foliar, € provavel que com a evolugao da desidratagao
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tenha havido migracao de cloroplastos para as areas assintomaticas, como ocorre
quando as folhas sdo submetidas ao estresse por luz (DeBlasio et al., 2003),
promovendo altas concentracbes de clorofilas nestas regides, o que pode ter
provocado elevagao dos valores SPAD, verificados ao quarto DAT.

O SPAD, que permite leituras instantaneas do teor relativo de clorofila na
folha sem destrui-la (Argenta et al., 2001), n&o detectou variacdo de coloracéo da
folha-medida no tratamento que recebeu somente a aplicacdo de imazapyr
(Figura 1), apesar das alteracdes verificadas nas demais variaveis analisadas.
Todavia, foi verificado que, sob a aplicagao do herbicida, as folhas mais novas
(dos ramos apicais) ao quarto DAT apresentaram coloracdo avermelhada nos
bordos do limbo foliar, sintoma este que evoluiu para enegrecimento do mesmo,

culminando com a desidratagao total do limbo destas folhas.

a
<
A
7
D
=
2 !
5 25 A \\\ —— Controle
= \ ................... Imazapyr
> 20 A v | + BB16(-)
15 ——— - 1+ BB16(+)
— — — BB1B(-) +1
10 - - e BB16(+) + |
5 .
Vi \
0 - T T \ T == T T _l T _l T l_ 1
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Dias apos a aplicacido dos tratamentos

Figura 1 — Valores do conteudo relativo de clorofila (SPAD) na terceira folha
totalmente expandida de mudas de Eucalyptus grandis, em relagdo aos dias
apos a aplicagao dos tratamentos.

Uma vez que o imazapyr inibe a atividade da ALS e, por conseguinte,
interfere na sintese de proteinas, o local de maior acdo deste herbicida sao os
meristemas apicais, razdo pela qual, os sintomas de intoxicacdo causados por
este herbicida sdo percebidos, primariamente, nestas regidées. O inicio de
enegrecimento dos bordos do limbo foliar nas brotacbées mais novas do apice

caulinar, das mudas que receberam a aplicacdo de imazapyr apés a de BB16 (em
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ambas concentragdes), pdde ser percebido aos trés DAT. Com a evolugao deste
sintoma, verificou-se irradiagdo do mesmo ao longo do limbo, com posterior
necrose do tecido, fruto da agdo sinérgica do analogo de brassinosteréide com o
herbicida. Ja aos 18 DAT péde ser verificada total necrose das folhas terminais dos
ramos apicais nos tratamentos constituidos da aplicacdo de imazapyr, isolado ou

precedido da pulverizagdo das folhas com BB16 (ambas concentragdes) (Figura 2).

Controle I+ BB16(-) I+ BB16(+)

2 . y
Y

Figura 2 — Sintomas visuais de intoxicagao nas folhas terminais dos ramos apicais
de mudas de Eucalyptus grandis, aos 18 DAT.

Na primeira semana de avaliagao, foi possivel verificar, mediante analise
da variavel didametro, que os tratamentos que receberam a aplicacdo prévia de
BB16 (independente de sua concentragao) diferiram estatisticamente dos demais;
o mesmo nao foi verificado sob a andlise da variavel altura, onde ndo houve
diferenca entre os tratamentos na primeira semana de avaliagdo. Todavia, nas
semanas seguintes, a testemunha e os tratamentos | + BB16(-) e | + BB16(+)
apresentaram maiores incrementos nas variaveis biométricas analisadas, em
relagdo ao tratamento representado pela aplicagdo somente de imazapyr, sendo
superior a BB16(-) + | e BB16(+) + | (Figura 3).

Como as variagbes para didmetro e altura ndo foram significativamente
diferentes, ao longo das avaliagdes, para os tratamentos BB16(-) + | e BB16(+) +

|, adotou-se a média dos valores neste periodo.
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Figura 3 — Diametro (A) e altura (B) de mudas de Eucalyptus grandis, ao longo dos
35 dias de avaliagao.

Com relagdo ao ganho de biomassa seca do sistema radicular, ao longo
do periodo experimental, os tratamentos que receberam a aplicagdo somente de
imazapyr e os tratamentos BB16(-) + | e BB16(+) + | n&o diferiram entre si.
Entretanto, foram significativamente inferiores aos demais tratamentos, tendo-se
observado, para estes ultimos, comportamento semelhante (Figura 4A). Todavia,
quanto a biomassa seca da parte aérea, o tratamento composto pela aplicagao
somente do herbicida refletiu em maior biomassa em relacédo a BB16(-) + | e
BB16(+) + I, sendo, contudo, inferior a biomassa apresentada quando as mudas

foram tratadas com aplicacédo de | + BB16(-) ou | + BB16(+) (Figuras 4B e 5).
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Figura 4 — Biomassa seca do sistema radicular (A) e da parte aérea (B) de mudas
de Eucalyptus grandis aos 35 DAT: testemunha (1), imazapyr (2), | + BB16(-)
(3), 1 + BB16(+) (4), BB16(-) + 1 (5) e BB16(+) + | (6).

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 5 — Sintomas visuais de intoxicagdo em mudas de Eucalyptus grandis por
imazapyr, associado ou nao, a aplicagao do analogo de brassinosterdide, aos
22 DAT.

Uma das importantes caracteristicas dos brassinosterdides (BR) é seu
potencial de aumentar a tolerancia de plantas a um amplo espectro de estresses.
A despeito disto, poucos estudos tém sido realizados visando elucidar o(s)
mecanismo(s) pelo(s) qual(ais) os BR promovem essa tolerancia nas plantas
(Krishna, 2003). Neste ensaio foi observada completa auséncia de sintomas visuais
de intoxicagdo em mudas que receberam a aplicagdo de BB16 apds a de imazapyr.

Mudangas fisiolégicas ocorridas apdés a aplicagdo de imazapyr incluem
acumulo de a-oxobutirato ou derivados do processo de inibicdo da ALS,
desequilibrio no conteudo de aminoacidos, inibi¢do da sintese de DNA e da divisao
celular, além de reduc&o na translocagéo de fotoassimilados (Duggleby e Pang,
2000). Todavia, os efeitos dos herbicidas inibidores da ALS podem ser revertidos
por suplementacdo com os aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e
valina) (Chaleff e Mauvais, 1984; La Rossa e Schloss, 1984; Ray, 1984).

Como os brassinosterdides podem ser utilizados como substrato para
enzimas de detoxificagcdo, como as sulfotransferases (as quais constituem o
primeiro passo no processo de defesa da planta a presenca de agentes
xenobioticos), devido a alta afinidade de BR com estas enzimas (Mulder e Jakoby,

1990), é possivel que haja interacdo destes com a presenca de produtos
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aplicados exogenamente a planta. Marsolais et al. (2004) verificaram que a
indugao de genes que codificam uma sulfotransferase de Brassica napus (BNST)
tem como substrato preferencial precursores de 24-epibrassinolida, 24-
epicastasterona e 24-epiteasterona. Estes autores reportam que enzimas BNST,
provavelmente, constituem um componente do sistema de detoxificagdo a
aplicacdo de herbicidas em B. napus e, provavelmente, as sulfotransferases
possam participar em reagdes de detoxificagdo de agentes quimicos em algumas
especies.

Outros horménios, como as giberelinas, tém o potencial de serem
utilizados como antidotos a aplicacdo de herbicidas. Wilkinson (1988) verificou
que a aplicagao de GA3; (acido giberélico) em plantulas de soja reverteu os efeitos
téxicos causados por metolachlor (um herbicida inibidor da sintese de acidos
graxos de cadeias muito longas, pertencente a classe quimica das
cloroacetanilidas). Sendo assim, a utilizacdo de BB16 em mudas previamente
submetidas ao estresse quimico (aplicacdo de imazapyr), pode ter estimulado
mecanismos de detoxificagdo, envolvendo possivelmente sulfotransferases, o que
resultou em aspecto visual semelhante as mudas-controle.

O receptor de BRs (proteina BRI1 - Brassinolide insensitive 1 — mutante
de Arabidopsis insensivel a brassinosteroides), o qual esta localizado na
membrana plasmatica (Friedrichsen et al., 2000), possui um dominio extracelular
(N-terminal), que nada mais € do que um receptor rico em leucina (Bishop e
Yokota, 2001), acoplado a um dominio transmembranar e um dominio
serina/treonina cinase (C-terminal) no citoplasma, o qual é ativado através de
fosforilagdo e serve para transdugao do sinal apds a interagao do horménio e do
dominio N-terminal (Friedrichsen et al., 2000). Diversos autores tém apontado que
a expressao de determinados grupos de genes é significativamente alterada pela
aplicacdo de BR e, somente a identificacdo dos genes regulados por este
horménio pode ajudar a identificar as diferentes respostas observadas em plantas
tratadas com BR (Clouse, 2002; Mussig et al., 2003). Portanto, a aplicagdo de
imazapyr previamente a de BB16 pode ter promovido indugcdo de genes que
codificam a sintese de mais receptores para este horménio, aumentando, assim,
os sitios de ligagéo, acarretando em maior agao protetora sobre a planta em

relagao ao estresse quimico produzido.
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Contudo, as mudas que foram pulverizadas com BB16 (com posterior
aplicacdo do herbicida) apresentaram sintomas visuais de intoxicagéo
semelhantes aos apresentados pelas mudas sob aplicagcdo somente de imazapyr.
Logo, o pré-tratamento com o analogo de castasterona (BB16), apesar do mesmo
ter sido aplicado poucos minutos antes do herbicida, ndo conferiu tolerancia
destas mudas ao imazapyr.

Comportamento semelhante foi verificado por Krishna (2003) ao avaliar a
inter-relacdo brassinosterdides e a acédo patogénica de Verticillium dahliae em
plantas de tomate. Este autor observou que as raizes inoculadas com este
patdgeno e crescidas por 14 dias em presenca de epi-brassinolideo (EBR) nao
demonstraram sintomas, ou estes foram de pequena intensidade; todavia, as
plantas ndo tratadas com EBR apresentaram moderado ou severo sintoma
caracteristico do processo de infecgdo deste fungo. A exposi¢ao das plantulas por
curto espaco de tempo a EBR, antes da inoculagdo de V. dahliae, ndo reduziu os
sintomas da doenga, o que demonstra, que EBR s6 foi efetivo quando o patégeno
ja estava presente nos tecidos da planta.

A aplicacao prévia de BR pode ter induzido a sintese de proteinas através
do estimulo na transcricdio de RNAm (Hu et al., 2000) e, como grande parte
destas s&o constituidas dos aminoacidos ramificados leucina, isoleucina e valina,
pode ter ocorrido elevacdo do conteudo de ALS nas células e,
consequentemente, maior quantidade de substrato para atuacdo dos herbicidas

inibidores desta enzima, logo, maior velocidade de atuacéo destes.

CONCLUSOES

Neste ensaio verificou-se que BB16, um analogo de brassinosterdide,
reduziu os efeitos toxicos as mudas E. grandis tratadas com imazapyr, quando o
horménio foi aplicado imediatamente apds o herbicida. Em virtude disto, estas
mudas nao apresentaram sintomas visuais de intoxicacéo, além de nao diferirem
estatisticamente quanto a altura, didmetro e biomassas seca da parte aérea e do

sistema radicular, em relagao ao tratamento controle.
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3.3. INTERFERENCIA DOS HERBICIDAS GLYPHOSATE E IMAZAPYR,
ASSOCIADOS A UM ANALOGO DE BRASSINOSTEROIDE, NO APARATO
FOTOSSINTETICO DE MUDAS DE Eucalyptus grandis

RESUMO

Os efeitos da aplicagdo dos herbicidas imazapyr e glyphosate e as suas
interagcbes com um analogo espirostanico da castasterona (BB16), no crescimento
de mudas clonais de Eucalyptus grandis, foram avaliados através de ensaio em
sistema hidropénico. Utilizou-se um pulverizador costal pressurizado a CO, para
aplicagdo de BB16 (nas concentracdes de 0,08 e 0,16 mg L™, BB16(-) e BB16(+)
respectivamente) e para as aplicacdes de imazapyr (0,750 kg ha™” i.a.) e de
glyphosate (1,440 kg ha™ i.a.). Os tratamentos foram constituidos pelo controle,
BB16(-), BB16(+), glyphosate, imazapyr, além da interagdo horménio-herbicida,
em intervalo de 12 horas entre a aplicacdo de BB16 e de cada herbicida, e vice-
versa. A mensuragao da fluorescéncia da clorofila a foi realizada duas vezes ao
dia, na terceira folha totalmente expandida, além das avaliacbes de altura,
didmetro e biomassas secas da parte aérea (BSPA) e raizes (BSR). O controle,
BB16(-) e BB16(+) diferiram dos demais tratamentos para BSPA, contudo, para
BSR, altura e diametro n&o houve diferenga significativa entre os tratamentos. As
médias dos parametros de fluorescéncia, obtidas para os tratamentos que

receberam a aplicagdo dos herbicidas, foram inferiores ao controle, BB16(-) e



47

BB16(+). Ao final do ensaio, as mudas que receberam glyphosate apresentavam-
se necroticas, enquanto as que receberam imazapyr associado ao BB16,
manifestaram apenas extremidades dos ramos laterais necrosadas. Os herbicidas
testados causaram efeitos deletérios no aparato fotossintético de E. grandis,
todavia a aplicacdo de BB16 associada a imazapyr foi capaz de diminuir a

intoxicagcao causada por este herbicida.

INTERFERENCE OF IMAZAPYR AND GLYPHOSATE HERBICIDES,
ASSOCIATED TO A BRASSINOSTEROID ANALOGUE, IN PHOTOSYNTHETIC
APPARATUS OF Eucalyptus grandis SEEDLINGS

ABSTRACT

The effects of imazapyr and glyphosate applications and, the interaction of
these with a spirostanic analogue of castasterone (BB16), in the growth of
seedling clones of Eucalyptus grandis were evaluated through an assay under
hydroponic system. It was used a CO; pressurized backpack sprayer to the BB16
application (in the concentrations of 0.08 and 0.16 mg L™, BB16(-) and BB16(+)
respectively) and the same sprayer was used to the applications of imazapyr
(0.750 kg ha™' a.i) and glyphosate (1.440 kg ha' a.i). The treatments were
constituted of control, BB16(-), BB16(+), glyphosate, imazapyr besides the
hormone-herbicide interaction, in a break of 12 hours between the BB16 application
and of each one of the herbicides and, vice versa. The chlorophyll a fluorescence
measurement was realized twice a day in the third youngest totally expanded leaf
besides the evaluations of height, diameter and dry matter of the shoot (DMS) and
roots (DMR). The control, BB16(-) and BB16(+) differed from the other treatments to
DMS; however, to DMR, height and diameter did not have significant difference
among the treatments. The means of the fluorescence parameters, obtained for the
treatments that received the herbicides application, were lower in relation to control,
BB16(-) and BB16(+). At the end of the assay, the seedlings that received the
glyphosate exhibited necrosis, while the seedlings that received imazapyr
associated to BB16, showed only necrotic lesion in the terminal of the lateral

branches. The herbicides analyzed caused deleterious effects in the photosynthetic



48

apparatus of the E. grandis, however the BB16 application associated to imazapyr

was able to decrease the intoxication caused by this herbicide.

INTRODUCAO

No processo fotossintético, a luz é absorvida por pigmentos do complexo-
antena, que excitados, transferem energia para os centros de reacdo dos
fotossistemas | e Il (P00 € Psso, respectivamente) (Young e Frank, 1996). Quando
ocorre excesso de energia, esta pode ser dissipada na forma de fluorescéncia da
clorofila (Krause e Winter, 1996), sendo esta uma das formas de monitoramento
da inibicdo ou reducdo na transferéncia de elétrons entre os fotossistemas da
planta sob estresse. A redugdo na dissipacdo da energia pelo processo
fotoquimico é refletida por incremento correspondente na fluorescéncia, a qual
pode ser observada ainda em folhas intactas (Maxwell e Johnson, 2000). Em
funcdo da aplicacédo de herbicidas, mesmo quando o sintoma ainda nao € visivel,
ocorrem injurias causadas ao aparelho fotossintético, reduzindo a capacidade de
realizacao de fotossintese pela planta, e esta alteracao pode ser avaliada através
da analise da fluorescéncia da clorofila a (Catunda et al., 2005).

A mensuragdao de fluorescéncia € um método rapido, simples e nao-
invasivo, sendo largamente utilizada no entendimento dos mecanismos da
fotossintese, bem como na avaliacdo da capacidade fotossintética alterada por
estresses bidticos ou abidticos pelos quais as plantas possam passar, como
temperatura (Oliveira et al.,, 2002), radiagdo (Mazza et al., 2000), deficiéncia
hidrica (Roden e Ball, 1996) ou mineral (Castro, 2005), salinidade (Belkhodja et
al., 1994), presenga de insetos (Bown et al., 2002) ou fungos (Peterson e Aylor,
1995) e herbicidas (Ireland et al., 1986). Para este tipo de avaliagao sao utilizados
fluorémetros de luz modulada (Schreiber et al., 1996), cujas aplicagbes variam
desde a rapida identificagdo de injurias causadas ao aparelho fotossintético, até
analise detalhada da alteragdo da capacidade fotossintética da planta. Uma das
grandes vantagens do uso deste método é o fato da medigdo néo ser destrutiva,
sendo possivel de ser realizada tanto em laboratério quanto em campo.

Utilizando um fluorémetro de luz modulada obtém-se os valores de F,

que representa a fluorescéncia inicial correspondente a fracdo da energia
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absorvida pelo complexo-antena e ndo transmitida, portanto, ndo absorvida pelos
pigmentos fotossintéticos (Rascher et al., 2000); Fn, que é a fluorescéncia
maxima e; a relacdo F,/F, que representa o rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (PS Il). A relagao F./Fn, pode variar de 0,75 a 0,85 em plantas nao
submetidas a estresses (Bolhar-Nordenkamph et al., 1989), sendo a redugéao
desta razdo um excelente indicador de efeito fotoinibitério quando as plantas
estdo submetidas ao estresse quimico (Araus e Hogan, 1994).

Objetivando-se avaliar os efeitos no aparato fotossintético e no crescimento
de mudas Eucalyptus grandis em decorréncia da aplicagao dos herbicidas imazapyr
(inibidor da enzima acetolactato sintase) e glyphosate (inibidor da enzima 3-
enoilpiruvilxiqguimato-5-fosfato sintase) e, a suas interagbes com um analogo de

brassinosteroide, foi realizado um ensaio em condi¢des de casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em sistema hidropénico, utilizando-se vasos
plasticos com 2,500 L de solugéo nutritiva, a qual teve o pH corrigido a cada dois
dias para 5,50 + 0,10. Os vasos receberam revestimento prateado nas paredes
externas e foram envoltos internamente por camada plastica transparente. As
tampas destes apresentavam duas perfuragdes com didmetros de 14 mm (sendo
uma destas, utilizada para o recebimento da muda de eucalipto) e uma perfuragao
de 2 mm, destinada a passagem da mangueira condutora de aeragdo para a
solucgédo, ligada a um compressor com fluxo continuo de ar.

As mudas de eucalipto utilizadas foram provenientes de propagacao
vegetativa (clone CAF13), com 105 dias de idade e altura média de 32,8 cm,
produzidas em recipientes de polipropileno preto (tubetes) de 55 cm® de
capacidade, com substrato composto de casca de arroz carbonizada e vermiculita
na proporgao de 1:1 v/v.

No transplante foram utilizadas mudas homogéneas em altura, as quais
tiveram o sistema radicular cuidadosamente lavado e, de imediato, transferidas
para solugao nutritiva de Clark (Clark, 1975), sendo uma muda por vaso, onde
permaneceram por 60 dias (fase adaptativa), para emissdo de novas folhas e

raizes. A solugao nutritiva foi trocada semanalmente, sendo a ultima troca no dia
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da aplicagao foliar dos compostos, esta realizada com pulverizador costal
pressurizado a CO, com 30 Ib pol? e volume de calda de 200 L ha™, equipado
com um bico de jato plano (tipo leque) Teejet DG95.02 EVS, tendo-se o cuidado
prévio de cobrir a superficie dos vasos com dupla camada plastica, para evitar a
contaminacgao da solugao nutritiva.

Os compostos exdgenos aplicados foram constituidos pelos herbicidas
glyphosate e imazapyr, na dosagem de 1,440 e 0,750 kg ha-1 do ingrediente
ativo, respectivamente. Além da aplicacdo do horménio BB16 (BIOBRAS-16,
analogo espirostanico da castasterona — (25R)-2a,3a-dihidroxi-5a-espirostan-6-
ona), este em duas concentragdes (0,08 e 0,16 mg L-1), simbolizadas por BB16(-)
e BB16(+), respectivamente.

O ensaio consistiu da avaliagdo dos efeitos dos tratamentos controle (sem
a aplicacdo de compostos exdgenos), da aplicagdo de BB16(-), BB16(+),
glyphosate (G), imazapyr (I), além da interacdo hormdnio-herbicida. A aplicagéo
destes compostos foi realizada em um intervalo de 12 horas entre elas, o que
configura a aplicacdo de glyphosate ou imazapyr 12 horas apés a de BB16 (em
ambas concentracgdes), e vice-versa.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 13
tratamentos e quatro repeti¢cdes, e os dados obtidos foram submetidos a analise
de variéncia, utilizando-se o pacote estatistico SAS (SAS, 1999).

A formulagao do BIOBRAS-16 foi preparada pelo Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade de La Habana, contendo, como ingrediente ativo, um
analogo espirostanico poli-hidroxilado de formula C,7H4205 (Coll et al., 1995).

O monitoramento da fluorescéncia foi realizado as 16 horas a temperatura
ambiente, tomando-se medida da terceira folha totalmente expandida (da parte
apical para base da muda). Esta folha foi pré-adaptada ao escuro, com a
utilizacdo de pingas, por 30 minutos antes das determinacdes de fluorescéncia,
uma vez que este tempo é suficiente para a “estabilizacdo” do sistema
transportador de elétrons do processo fotossintético, admitindo-se que todos os
centros de reagao tenham adquirido a condi¢do de abertos (Q, oxidada) (Bolhar-
Nordenkamph et al., 1989). Apéds este periodo, a iluminagao foi fornecida por meio
de um conjunto de 6 LEDs com comprimento de onda de 650 nm na superficie da
amostra para fornecer energia luminosa homogénea de 3.000 umoles m? s™', em

100% da intensidade luminosa, sob uma area de 4 mm de didmetro. Por meio de
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um fluorbmetro de luz ndo-modulada modelo PEA (Hansatech Instruments Ltd,
King’s Lynn, Norfolk, UK) foi possivel obter as variaveis F, (fluorescéncia inicial),
Fm (fluorescéncia maxima) e a relagao F./Fr, (eficiéncia fotoquimica do PS II).
Utilizando o programa computacional Biolyzer (R.J. Strasser, University of
Geneva, Laboratory of Bioenergetics, Switzerland), foram obtidos alguns
indicadores do desempenho do processo fotossintético, como ABS/RC (referente
a quantidade de energia absorvida pelos pigmentos no complexo-antena do PS I,
por unidade de centro de reagao ativo) e DI,/RC (energia dissipada por unidade
de centro de reagao ativo) (Strasser e Strasser, 1995; Strasser et al., 2000).
Semanalmente, foram aferidos o diametro (tomado a 2,5 cm do colo da
muda) e a altura (esta relativa a distancia entre o colo e a insergédo da folha mais
nova no apice da muda), utilizando-se um paquimetro digital e régua graduada,
respectivamente; além de avaliagcdes visuais de intoxicagdo documentadas através
de fotografias. Ao final do ensaio (12 dias apds a aplicagao dos tratamentos —
DAT), apds a seccao do caule a altura da insergdo das raizes, as mudas foram
coletadas, acondicionadas separadamente em sacos de papel e colocadas em
estufa com circulagéo de ar, a 72 + 1 °C, por aproximadamente 72 horas, para

determinacao das biomassas secas de parte aérea e do sistema radicular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos controle, BB16(-) e BB16(+) promoveram maior
incremento na biomassa seca da parte aérea, sendo significativamente maior ao
apresentado pelos demais tratamentos. No entanto, quanto ao ganho de
biomassa pelo sistema radicular e, com relagdo as variaveis biométricas, o
mesmo ndo foi verificado, dado a nao-significancia entre a biomassa seca das
raizes para os tratamentos avaliados, bem como altura e didmetro das mudas
(Figura 1), provavelmente devido ao curto intervalo de tempo para analise final do
experimento.

Todavia, mesmo n&o apresentando diferengas de intoxicacdo mediante a
analise de variaveis biométricas, péde ser verificado discrepancias entre os
tratamentos, ao se analisar os parametros da fluorescéncia (Figuras 2 e 3). O uso

de varios destes parametros, advindos da curva de Kautsky — ou curva de
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indugao de fluorescéncia — € pratica comum em pesquisas com estresses em
plantas (Habash et al., 1985; Govindjee, 1995; Lazar et al., 1997; Misra et al.,

2001).
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Figura 1 — Biomassa seca da parte aérea (A) e do sistema radicular (B), didmetro
(C) e altura (D) de mudas de Eucalyptus grandis aos 12 DAT em fung¢do dos
tratamentos: 1-testemunha; 2-BB16(-); 3-BB16(+); 4-glyphosate; 5-imazapyr;
6-BB16(-)+G; 7-BB16(-)+l; 8-BB16(+)+G; 9-BB16(+)+l; 10-G+ BB16(-); 11-G+
BB16(+); 12-1+ BB16(-) e 13-1+ BB16 (+).
Médias seguidas de letras iguais, dentro de cada parametro analisado, nao diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Em fungdo da similaridade dos comportamentos apresentados pelas

concentragbes de BB16, optou-se por demonstrar, graficamente, os dados,

utilizando somente a maior concentracdo deste (0,16 mg L), simbolizada por

BB16(+). Desta forma, todos os tratamentos que receberam a aplicagao prévia, ou

posterior, deste analogo de brassinosterdide, foram representados apenas pela

interagdo com a concentragéo de 0,16 mg L™,

Independentemente do parametro avaliado, a partir do quarto dia, em

virtude da desidratacao total da folha-medida, n&o foi possivel fazer mensuracdes

do aparato fotossintético no tratamento que recebeu a aplicagao de glyphosate e,
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Figura 2 — Valores meédios dos paréametros fotossintéticos mensurados as 16 h ao
longo do periodo experimental em mudas de Eucalyptus grandis. A - ABS/RC
(energia absorvida por unidade de centro de reagdo ativo) e B - DI,/RC

(energia dissipada por centro de reagéao ativo).
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Figura 3 — Valores médios dos parametros fotossintéticos mensurados as 16 h ao
longo do periodo experimental em mudas de Eucalyptus grandis. A - Fq
(fluorescéncia inicial), B - F, (fluorescéncia maxima) e C - F,/Fn (eficiéncia
quantica do fotossitema II).
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12 horas apos, a de BB16; o mesmo ocorreu ao quinto dia, quando se aplicou
somente glyphosate ou quando este foi utilizado apés a aplicagédo de BB16.

O tratamento que recebeu a aplicacdo de BB16 apds a de imazapyr
causou significativo efeito deletério ao aparato fotossintético da muda, dado que,
ao final do periodo experimental, pdde-se verificar que o valor da razdao ABS/RC
foi maior para este tratamento (Figura 2A). Em virtude de este tratamento ter
resultado em alta destruicdo dos centros de reacdo ativos (RC), menor
quantidade destes centros estavam disponiveis para absor¢do da energia
luminosa. Sendo RC o denominador da razdo ABS/RC, verificou-se que os altos
valores apresentados pela mesma se devem aos menores valores do divisor da
razdo. Idéntico comportamento constatou-se com relagédo a energia dissipada por
centro de reacgéo ativo (DI,/RC) (Figura 2B).

O valor da fluorescéncia inicial (F,) pode ser elevado, caso os centros de
reacao do PS Il estejam comprometidos ou, se a transferéncia da energia de
excitacdo do complexo-antena para os centros de reacgdo esteja prejudicada
(Bolhar-Nordenkamph et al., 1989). Para o tratamento Imazapyr + BB16(+)
verificou-se que os elevados valores de F, (Figura 3A) representaram alto nivel de
fluorescéncia emanada quando a quinona a (Q,) estava no seu estado de maxima
oxidacdo, portanto, quando os centros de reacdo do PS Il estavam totalmente
abertos (Baker e Rosenqvist, 2004). Nesta situagéo, quanto maior for o valor de
Fo, maior sera a tentativa dos fotosssistemas em dissipar, na forma de
fluorescéncia, o excesso de energia ndo aproveitado.

Neste caso, devido a interferéncia dos tratamentos imazapyr (1), | +
BB16(-) e | + BB16(+) no aparato fotossintético, menor quantidade de energia
estava sendo utilizada para reduzir a Q,, haja vista os baixos valores de Fp
apresentados (Figura 3B), sendo estes referentes ao nivel de fluorescéncia
quando a Q, esta totalmente reduzida, isto €, quando os centros de reagao do PS
Il estdo fechados (Baker e Rosenqvist, 2004).

Ao se comparar as curvas de fluorescéncia maxima, percebe-se que os
tratamentos controle e BB16(+) apresentaram maiores valores, ao passo que 0s
tratamentos que receberam a aplicagdo de imazapyr (com ou sem o analogo de
brassinosteroide) apresentaram os menores valores para este parametro, sendo
que, 0s que receberam a aplicagado de glyphosate nao persistiram até a ultima

avaliagao, dado a morte das mudas nos primeiros dias de avaliagao (Figura 3B).
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Elevados valores de F,/Fn (0,75 a 0,85) refletem adequada taxa de
conversdo de energia luminosa em fluxo de elétrons no fotossistema Il. Nestes
casos, necessita-se de eficiente estruturagdo do PS Il, a qual é obtida mediante
quantidade consideravel de moléculas de clorofilas ndo-degradadas e ordenagéao
dos polipeptideos que compdem este fotossistema (Bolhar-Nordenkamph et al.,
1989). Pbde-se verificar, no entanto, que, a partir do quarto DAT, o aparato
fotossintético das mudas que receberam a aplicagdo dos herbicidas (precedidos
ou ndo da aplicacédo de BB16), sofreu drastica interferéncia, dado os valores de
F\/Fn inferiores a 0,75 (Figura 3C). Todavia, a partir do quinto DAT, somente os
tratamentos controle e BB16(+) demonstraram razdo maior que 0,7; enquanto que
para os tratamentos que receberam glyphosate (antes ou apds este analogo
hormonal) n&o foi possivel obter os valores de F./F, (Figura 3C), em fungéo da
necrose da folha-medida.

Nos tratamentos compostos pela aplicagdo dos herbicidas, obtiveram-se
médias de rendimento quantico maximo do PS Il inferiores aos das mudas-
controle e aos das que receberam aplicagdo somente de BB16, sendo que nestas
ultimas, o valor da relagéo F./Fn, foi superior a 0,80 ao longo do ensaio (Figura
3C), sugerindo que os herbicidas tenham provocado redug¢ao no fluxo de elétrons
entre os fotossistemas, com consequente redugdo na quantidade de energia
aproveitada pela planta para a realizacdo dos processos fotoquimicos, como
fixacdo de CO; e reducao de NADPH.

Verificou-se que nao houve interacdo das aplicagdes do herbicida
glyphosate com BB16, sendo este aplicado previamente ou ndo; no entanto,
quando se aplicou imazapyr, constatou-se interagcdo com o analogo hormonal,
uma vez que, ao término do periodo experimental, as mudas submetidas a
interacdo imazapyr-BB16 apresentaram sintomas visuais dispares das que
receberam glyphosate, sendo que neste ultimo caso, ocorreu necrose total das
mesmas (Figura 4). Supbe-se que a interacdo BB16 e imazapyr esteja
relacionada ao aminoacido leucina, dado que para a ligagdo deste horménio a
célula faz-se necessaria a presenga do receptor BRI1, sendo este associado a
membrana plasmatica, constituido de uma terminagédo N (extracelular) rica deste
aminoacido (Li e Chory, 1997; Friedrichsen et al., 2000; Bishop e Yokota, 2001).
O menor conteudo de leucina em mudas tratadas com imazapyr reduziria o

numero de receptores de BB16, consequentemente, menor quantidade deste
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hormonio ligar-se-ia as células, desencadeando o processo de protecdo a agao
do herbicida.

Com a aplicagéo de glyphosate, tem-se a inibicdo da enzima EPSPs (3-
enoilpiruvilxiquimato-5-fosfato  sintase), a qual participa da sintese dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano (Sikorski e Gruys, 1997)
(sendo que estes nao s&o requeridos primordialmente para sintese dos
receptores de BR), dai a n&o interagcdo glyphosate-BB16, portanto, aplicar este
herbicida antes ou apds o horménio ndo confere efeito protetor por BB16.

A emissdo da fluorescéncia da clorofila € um indicador do desempenho
fotossintético da planta, sendo assim, os parametros da fluorescéncia tém sido
utilizados para relatar a taxa de assimilagado fotossintética de CO, pelas folhas
(Siebke et al., 1997) e no estudo do aparato fotossintético (Maxwell e Johnson,
2000). Consequentemente, alteragdes no metabolismo fotossintético implicam em
modificagdes na cinética de emissao de fluorescéncia caracteristica da planta.

Ha evidéncias de que muitos inibidores de processos metabdlicos, que
nao estdo diretamente ligados ao processo fotossintético, podem causar
modificagdes na cinética da fluorescéncia (Christensen et al., 2003). Os
herbicidas, de forma geral, podem atuar desta maneira (Barbagallo et al., 2003).
O glyphosate, por exemplo, interrompe a sintese de aminoacidos aromaticos por
bloquear a rota do acido xiquimico, induzindo a significativas alteragbes na
emissdo de fluorescéncia (Ireland et al., 1986), associado a modificagdes no
metabolismo do carbono fotossintético (Madsen et al., 1995).

Desta forma, a inibicdo de reagbes metabdlicas n&o envolvidas
diretamente na fotossintese pode modificar a sintese de intermediarios utilizados
no processo fotossintético e, assim, interferir na fotossintese e na emissido de
fluorescéncia (Baker e Rosenqvist, 2004). O que pdde ser verificado no caso da

aplicagéo dos inibidores de aminoacidos imazapyr e glyphosate.

CONCLUSOES

Com relacao as variaveis biométricas, nao foi verificada interferéncia dos

herbicidas, se comparado aos controles. Contudo, imazapyr e glyphosate
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causaram efeitos deletérios indiretos no processo fotossintético, mesmo antes da
verificagdo dos sintomas visuais de toxidez.

Quando os herbicidas foram associados a aplicagdo do analogo de
brassinosterdide (BB16), os efeitos de intoxicagao foram menos expressivos sob

a utilizacado de imazapyr.



Figura 3 — Aspecto visual das mudas de Eucalyptus

tratamentos.

grandis aos 12 dias apés a aplicagao dos
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4. RESUMOS E CONCLUSOES

Foram realizados trés experimentos em casa de vegetagdo, com o0s
objetivos de avaliar os efeitos da exsudagéao radicular de imazapyr por Eucalyptus
grandis, identificar alteracdes celulares em fungado da presenca deste e verificar a
possivel interacdo entre os herbicidas utilizados no controle de brotacbes em
eucaliptais com o analogo de brassinosteroide.

As mudas-controle e as que receberam a aplicagéo de imazapyr (1,500 kg
ha™), 15 dias apds a utilizacdo deste, foram retiradas da solugdo e, em seus
respectivos lugares, foi transplantada uma muda do mesmo clone (por vaso)
constituindo-se o bioindicador (BIO) dos efeitos da exsudagao radicular. Foram
coletadas amostras de gemas apicais de ramos, para analise ultraestrutural por
microscopia eletrénica de transmissdo, 72 horas apds o transplante dos BIOs,
além da avaliacdo dos efeitos da exsudagdo sobre o crescimento destes,
realizada aos 60 dias apos o transplante.

Os exsudados radiculares das mudas submetidas a aplicacdo de
imazapyr causaram alteragdes significativas nas variaveis biométricas estudadas,
sendo que os BIOs apresentaram citdlise em funcdo da acdo de exsudados
radiculares, contendo, possivelmente, imazapyr e, ou, produtos do processo de
metabolizagcdo deste pelas mudas de eucalipto mudangas ultraestruturais nas
células, tais como: aumento do numero de células mesofilicas deformadas,

cloroplastos com pequena quantidade de tilacoides, distorgao de cristas da matriz
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mitocondrial, vacuolizagao do citoplasma e rompimento de parede celular devido
a alteragdes no sistema de endomembranas.

Para a avaliagdo da interacdo do analogo de brassinosteréide (BB16) com
imazapyr, foram realizados dois ensaios, sendo que no primeiro utilizou-se
somente o herbicida imazapyr aplicado imediatamente apos BB16, e vice-versa.
Ja no segundo ensaio, foi utilizado este mesmo herbicida, além de glyphosate,
ambos aplicados no intervalo de 12 horas apds a aplicagdo de BB16, e vice-
versa.

Sob estas condicbes, foi verificado que a aplicagdo de BB16,
imediatamente ap6s a de imazapyr, conferiu tolerancia as mudas aos efeitos
téxicos do herbicida; no entanto, ndo proporcionando protecdo quando aplicado
12 horas antes de BB16. Além disso, foi verificado que os herbicidas causaram
efeitos deletérios ao aparato fotossintético das mudas de eucalipto, sendo que a
aplicagao de glyphosate resultou em menor tempo para expressao dos sintomas
de intoxicagao.

Sugere-se a instalacdo de novos experimentos para elucidar se BRI1
(receptor de brassinosteroide) participa diretamente na sinalizagdo de respostas
ao estresse através de interagdes com herbicidas, principalmente os pertencentes
aos grupos quimicos inibidores da enzima acetolactato sintase. Além da
necessidade de analises de sintese de proteinas e do conteudo de aminoacidos,

com o objetivo de compreender a rota de interagao BB16-herbicidas.
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Figura 1A — Modelo “pipeline” de fluxo de energia da area foliar amostrada de
mudas de eucalipto, para os tratamentos controle (1), glyphosate (2),
BB16(+)+glyphosate (3), glyphosate+ BB16(+) (4), BB16(+) (5), imazapyr (6),
BB16(+)+imazapyr (7), imazapyr+ BB16(+) (8), ao quarto dia apds a aplicagéo
dos tratamentos. ABS/CSo - energia absorvida por secgdo transversal;
TRo/CSo — quantidade de energia capturada que reduziu a quinona a, por
secao transversal; ETo/CSo — quantidade de energia utilizada no transporte de
elétrons por secgado transversal; DIo/CSo — energia dissipada por secgao

transversal.



