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RESUMO

SANTOS, Leonardo David Tuffi, D.S., Universidade Federa de Vicosa, junho de 2006.
Efeitos diretos e indiretos do glyphosate em eucalipto. Orientador: Francisco Affonso
Ferreira. Co-Orientadores: Renata Maria Strozi Alves Meira, Acelino Couto Alfenas e
Lino Roberto Ferreira.

O glyphosate € o herbicida mais utilizado no controle de plantas daninhas em &reas de
plantios comerciais de eucalipto. Nessas areas, o contato indesejado do glyphosate, via deriva,
causa freqliente intoxicagcdo das plantas de eucalipto, mesmo onde altos niveis tecnol 6gicos
para aplicagdo sdo adotados. Diante da importancia do glyphosate na eucaliptocultura e da
necessidade de conhecer os reais efeitos desse herbicida sobre o eucalipto e seu agrossistema,
foram realizados cinco experimentos, para avaliar: o crescimento e a micromorfologia foliar
de clones de eucalipto submetidos a deriva de glyphosate, simulada por meio de subdoses (0;
43,2; 86,4; 172,8 e 3456 g ha' de glyphosate); as caracteristicas epidérmicas de cinco
espécies de eucalipto e suarelacdo com atolerancia diferencial ao glyphosate; o crescimento e
a producdo de madeira durante o ciclo do eucalipto em plantas com diferentes niveis de
intoxicagao por glyphosate; e os efeitos do glyphosate na severidade da ferrugem (Puccinia
psidii) do eucalipto em clones com diferentes niveis de resisténcia a doenca. As notas de
intoxicacdo pelo glyphosate sdo baseadas na porcentagem visual da &reafoliar das plantas com
sintomas de intoxicacdo em relacéo atestemunha, variando de 0 a 100% de intoxicacdo, sendo
0 auséncia de sintomas visivelis e 100% a morte das plantas. As injUrias provocadas pela
deriva do glyphosate foram proporcionais ao aumento das subdoses, sendo representadas por
murcha, clorose progredindo para necrose, enrolamento das folhas e morte dos apices dos
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ramos. Os danos micromorfolégicos foram encontrados em tecidos aparentemente sadios a
olho nu, sendo representados por erosdo de ceras epicuticulares, hiperplasia celular e necroses
seguidas por colonizagdo de fungos. Existe diferenca entre clones e entre espécies quanto a
tolerancia ao glyphosate, via deriva, com destaque para E. resinifera, que foi mais tolerante
guando comparado com E. saligna, E. grandis, E. pellita e E. urophylla. No estudo anatémico
da epiderme foliar das cinco espécies encontrou-se alta correlagdo positiva (0,94**) entre a
intoxicagdo das plantas por glyphosate e 0 nimero de células epidérmicas da face adaxial da
epiderme, o que ndo foi observado para indice estomético, densidade de estbmatos e densidade
de cavidades, indicando um possivel envolvimento do nimero de células da face adaxial da
epiderme com a tolerancia diferencial ao glyphosate. No campo, a deriva de glyphosate
influenciou o crescimento e a producéo de madeira de eucalipto. Plantas com intoxicacdo
inicial acima de 21% apresentaram menor crescimento na avaliagdo realizada aos 360 dias
apos aplicacdo do herbicida (DAA), com menor altura e didmetro quando comparadas com
plantas testemunhas. Os danos causados pela deriva do glyphosate afetaram 0 crescimento
volumétrico verificado aos 360 DAA; plantas com 21 — 30, 31 —40 e 41 — 50% de intoxicacéo
apresentaram reducdo no volume de madeira de 17, 26 e 48%, respectivamente, em relagdo a
testemunha. Por outro lado, em condic¢Bes controladas, o glyphosate ndo reduziu o nivel de
resisténcia a ferrugem (P. psidii) do eucalipto nos clones resistentes, havendo diminuicéo do
nimero de urediniésporos por pustulas, uredinidsporos por area e na érea afetada pela
ferrugem nos clones suscetiveis ao patdgeno. Os resultados confirmam os efeitos negativos da
deriva de glyphosate no crescimento de eucalipto, ressaltando a tolerancia diferencial ao
herbicida entre genétipos e a ndo ligacdo do glyphosate, via deriva, com o aumento da
severidade da ferrugem causada por P. psidii. Os efeitos da deriva do glyphosate no
crescimento e na producdo de madeira seréo avaliados durante o ciclo da cultura, e os efeitos
do herbicida no fungo P. psidii devem ser avaliados in vitro para melhor entendimento da

relacdo patdgeno x glyphosate x hospedeiro.
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ABSTRACT

SANTOS, Leonardo David Tuffi, D.S., Universidade Federal de Vigosa, June 2006. Direct
and indirect effects of glyphosate on eucalypt. Advisor: Francisco Affonso Ferreira. Co-
Advisors. Renata Maria Strozi Alves Meira, Acelino Couto Alfenas and Lino Roberto
Ferreira

Glyphosate is the most utilized herbicide to weeding control in commercia eucalypt
plantations. In these areas, the undesirable contact, through drift, causes a frequent
intoxication on eucalypt plants even where high-technology application methods have been
adopted. Once glyphosate is of utmost importance in eucalypt culture and also the need to get
to know the actua effects of this herbicide on the plant itself and its agrosystem, five
experiments have been carried out to evaluate the growth and the leaf micromorphology of
eucalypt clones submitted to glyphosate drift, ssimulated by means of the following subdoses
(0; 43,2; 86,4; 172,8 and 345,6 g ha™ of glyphosate); the epidermic characteristics of five
eucalypt species and its relationship with the differential tolerance to glyphosate; to
accompany the growth and the production of wood during its cycle at different levels of
intoxication by glyphosate and its effects on the severity of rust (Puccinia psidii) on clones of
eucalypt with different levels of resistance. The intoxication grades are based on the visuad
percentage of leaf area of plants with symptoms of intoxication in relation to the control,
ranging from O to 100% of intoxication, with O being absence of symptoms whereas 100%
death. Injuries due to glyphosate have been proportional to the increment of subdoses, being
represented by leaf wilt, chlorosis towards necrosis, leaf curling and death of apex. Micro-
morphological damages have been found on tissues apparently healthy at naked eye, being
represented by erosion of ceras epicuticulares, cellular hyperplasia and necrosis followed by
fungi colonization. There has been a difference between clones and inter-species as to
glyfosate tolerance, via drift, highlighting Eucalyptus resinifera which has been the most
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tolerant when compared to E. saligna, E. grandis, E. pellita and E. urophylla. On the
anatomical study of leaf epidermis of the five species has been encountered a high positive
correlation (0,94**) between plant intoxication and the number of epidermic cells of the
adaxia face; it has not been observed for stomata index, stomata density and cavity density,
indicating a possible involvement of the number of cells of adaxial face of epidermis with the
differential tolerance to glyphosate. At field conditions, the drift has influenced the growth and
wood production. Plants with initial intoxication above 21% presented lesser growth when
evaluated 360 days after application (DAA), lesser height and diameter when compared to the
control. The drift damage affected the volumetric growth verified at 360 DAA, being the
plants with 21 — 30, 31 — 40 and 41 — 50% intoxication rates the ones which presented
reduction in wood volume of 17, 26 e 48%, respectively, in relation to the control. On the
other hand, under controlled conditions, glyphosate has not reduced the level of resistance to
eucalypt rust (P. psidii) on resistant clones, there has been a reduction in numbers of
urediniospores per pustules, urediniospores per area and in the area affected by rust on clones
non-resistant to the patogen. The results confirm the negative effects of glyphosate drift in
eucalypt growth, highlighting the differential tolerance to the herbicide among different
genotypes and the absence of connection between glyphosate drift and the increment of
severity of rust caused by P. psidii. The effects of glyphosate drift on growth and wood
production will be evaluated during the cycle of the culture and the effects of the herbicide on
P. psidii should be evaluated in vitro so as to understand better the relationship between
patogen x glyphosate x hust.



INTRODUCAO

O eucalipto é aesséncia florestal mais plantada no Brasil, o que se deve basicamente as
caracteristicas de rapido crescimento das espécies, boa adaptacdo as condicdes edafocliméticas
existentes no pais e fornecimento de matéria-prima de qualidade para os diversos segmentos
do setor florestal. No agronegdcio brasileiro, o setor madeireiro s foi superado pelo complexo
soja, avancando cada vez mais na agregacao de valores e na cadeia produtiva (Baena, 2005).

Apesar de o0 género Eucalyptus possuir espécies de rapido crescimento e de apresentar
boa competitividade quanto a seu estabel ecimento no campo, isso ndo o isenta da interferéncia
das plantas daninhas, que tem como conseqiiéncia o decréscimo quantitativo e qualitativo da
sua producdo. Esse fato coloca as plantas daninhas como um dos principais problemas para
implantacdo e manutencdo de florestas de eucalipto, tornando o manejo adequado da flora
invasora indispensavel.

Devido as grandes éreas cultivadas, a escassez de méo-de-obra e ao menor custo dos
métodos quimicos de controle das plantas daninhas, esta tecnologia tem sido a mais adotada
pelas empresas florestais, sendo o herbicida glyphosate o mais utilizado em plantios
comerciais de eucalipto. Dentre as vantagens que justificam o uso do glyphosate, podem-se
ressaltar o efetivo controle de grande nimero de espécies daninhas mono e dicotileddness,
perenes e anuais; o fato de ele ser considerado de baixo impacto ambiental (Malik et al.,
1989); e o0 seu baixo custo, por area controlada, em comparacdo a outros herbicidas.

Adicionamente, existe caréncia de outros herbicidas registrados para a cultura de eucalipto,



além da liberacdo, por parte das certificadoras florestais, para utilizacdo de agrotéxicos no
sistema de producéo.

O glyphosate [N-(fosfonometil)glicina] pertence ao grupo quimico dos aminoacidos
fosfonados, tendo como precursor a glicina. E um herbicida sistémico, néo-seletivo, aplicado
em pos-emergéncia e de amplo espectro de controle, tendo como mecanismo de acdo o
acoplamento a enzima enol piruvil shiquimato-3-fosfato sintase (EPSP), impedindo a formagéo
do Corismato e, subsegiientemente, dos aminoacidos aromaticos: triptofano, fenilalanina e
tirosina (Buchanan et a., 2000).

No Brasil, diferentes formulactes desse herbicida tem sido utilizadas, tanto no preparo
da area quanto no manejo de plantas daninhas na formagcdo e manutencéo de florestas de
eucalipto (Tuffi Santos et al., 2006). Todavia, mesmo em empresas gue adotam elevado nivel
tecnol 6gico verifica-se a ocorréncia de deriva do glyphosate durante as aplicagdes dirigidas ao
controle de plantas daninhas, a qual atinge principal mente os ramos mais baixos das plantas de
eucalipto. Em consequiéncia desse fato, tem-se observado regularmente a ocorréncia de
intoxicagdo na parte aérea, causada pelo herbicida

Atualmente, tem-se levantado a hipdtese de associagdo das injUrias causadas pela
deriva do glyphosate com a incidéncia e severidade da ferrugem, causada por Puccinia psidii.
Relatos de pessoas ligadas ao manegjo florestal e observactes de campo nas empresas do setor
sugerem maior severidade da ferrugem do eucalipto em plantas com sintomas de intoxicagéo
por glyphosate. Além disso, diferenca de toleréncia ao glyphosate entre os diferentes
gendtipos cultivados tem sido observada. O efeito do glyphosate em plantas expostas a deriva
e sua relacdo com as doengas de plantas possuem fundamentos tedricos, uma vez que seu
mecanismo de acdo interfere diretamente nas rotas responsaveis pela produgdo de lignina,
fitoalexinas (Lévesgue e Rahe, 1992; Rizzardi et a., 2003) e de outros compostos, como o
acido salicilico, ligados aos mecanismos de defesa das plantas (Duke et al., 2006). Além disso,
as injurias causadas pelo glyphosate nas folhas podem funcionar como porta de entrada para
penetracdo de patdgenos em plantas de eucalipto.

Diante da fregtiéncia e importancia do uso do glyphosate em plantios florestais,
questdes sobre o impacto do herbicida no crescimento e no desenvolvimento de diferentes
gendtipos de eucalipto e de seu envolvimento com a severidade da ferrugem (Puccinia psidii)

sd0 relevantes para o manegjo florestal e aos programas de melhoramento da espécie.



Diante do exposto objetivou-se estudar:

- O crescimento e a producdo de madeira durante o ciclo do eucalipto em plantas com
diferentes niveis de intoxicagdo por glyphosate.

- O efeito do glyphosate, via deriva, sobre o crescimento e a morfoanatomia de
diferentes gendtipos de eucalipto.

- A epidermefoliar de diferentes espécies de eucalipto, correlacionando com atolerancia
diferencial ao glyphosate.

- Os efeitos do glyphosate na severidade da ferrugem (Puccinia psidii) em clones com

diferentes niveis de resisténcia a doenca.

LITERATURA CITADA

BAENA, E.S. A rentabilidade econdbmica da cultura do eucalipto e sua contribuicdo ao
agronegocio brasileiro. Conhecimento Interativo, v.1, n.1, p.3-9, 2005.

BUCHANAN, B.B.; GRUISSEM, W.; JONES, R.L. Biochemistry and molecular biology of
plants. 3 ed., Rocjville, Maryland: American Society of Plant Physiologists 2000. 1367p.

DUKE, S.O.; CEDERGREEN, N.; E.D. VELINI; BELZ, R.G.. Hormesis: Is it an important
factor in herbicide use and alelopathy. Outlooks on Pest Management, v.17, n.1, p.29-33,
2006.

LEVESQUE, C.A.; RAHE, J.E. Herbicide interaction with fungal root pathogens, with special
reference to glyphosate. Annual Review Phytopathology, v.30, p.579-602, 1992.

MALIK, J; BARRY, G.; KISHORE, G. The herbicide glyphosate. Biofactores, v. 2, p.17-25,
1989.

RIZZARD, M.A.; FLECK, N.G.; AGOSTINETO, D.; BALBINOT JR, A.A. Acéo dos
herbicidas sobre o mecanismo de defesa das plantas aos patégenos. Ciéncia Rural, v.33, n.5,
p. 957-965, 2003.

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



1. CRESCIMENTO DO EUCALIPTO SOB EFEITO DA DERIVA DE GLYPHOSATE

Eucalyptus growth under the effect of glyphosate drift

RESUMO: Um dos questionamentos no setor florestal é sobre os possiveis efeitos negativos
da deriva de glyphosate sobre plantas de eucalipto, ao longo de seu ciclo. Aos 30 dias apés a
aplicacdo (DAA) de 1.440 g ha™ de glyphosate, visando o controle de plantas daninhas em
talhdo de Eucalyptus grandis x E. urophylla (hibrido urograndis) com 120 dias ap6s o
transplantio, foram selecionadas 120 plantas ao acaso, que apresentavam graus de intoxicagdo
variaveis. Constituiram os tratamentos os intervalos. 0 —5, 6 — 10, 11 - 20,21 - 30,31 -40e
41 — 50% de intoxicacéo das plantas, 0 — 5% foi considerado testemunha. Foram realizadas
avaliacbes de altura e didmetro, apos a selecdo das plantas, até 360 DAA, sendo
acompanhados durante este periodo os sintomas de intoxicagdo. Aos 360 DAA foi estimado o
volume de madeira (m®) e calculado o ganho em altura e diametro durante o periodo de
avaliacdo. O controle de plantas daninhas na érea foi uniforme. Plantas com intoxicacdo inicial
acima de 31% apresentaram menor altura e didmetro aos 270 DAA. O ganho em altura foi
menor em plantas com intoxicacdo inicial acima de 41%. Observou-se menor diametro a partir
de 21% de intoxicacdo, e em plantas com 41 — 50% de intoxicacdo foram observados os
menores valores de crescimento diamétrico. Os danos causados pela deriva do glyphosate
afetaram a producdo de madeira aos 270 DAA; plantas com 21 — 30, 31 — 40 e 41 — 50% de
intoxicagdo apresentaram reducdo no volume de madeira de 18, 26 e 48%, respectivamente,



em relacdo a testemunha. Os resultados confirmam os prejuizos ocasionados pela deriva do
glyphosate em plantas de eucalipto. Entretanto, novas avaliagbes devem ser realizadas para
acompanhamento do crescimento e desenvolvimento das plantas até o final do ciclo do
eucalipto, visando elucidar os efeitos da deriva do glyphosate sobre a producéo final da

cultura.

Palavras-chave: producdo de madeira, Eucalyptus spp., deriva, glyphosate.

Abstract: The possible negative effects of glyphosate drift on eucalyptus plants throughout its
cycle are one of the many queries in forestry. At day 30 after application of 1.440 g ha
glyphosate, aiming to weed controlling em talhdo of Eucalyptus grandis x E. urophylla
(urograndis hybrid) at 120 days after transplantation, 120 plants have been selected at random,
which presented variable degrees of intoxication. The treatments have been constituted by the
following intervals. 0 — 5; 6 — 10; 11 — 20; 21 — 30; 31 — 40 and 41 — 50% of plant
intoxication, 0 — 5% has been considered the control treatment. There have been evaluations of
height and diameter, after plant selection, up until 360 days after application (360 DAA) and
also monitored the symptoms of intoxication in the mean while. At 360 DAA the wood
volume (m®) was estimated and the gain in height and diameter was calculated during the
period of evaluation. Weed controlling in the area was uniform. Plants with initial intoxication
above 31% presented lesser height and diameter at 270 DAA height gains were lesser in plants
with initial intoxication above 41%. It has been observed lesser diameter as from 21%
intoxication, being for the plants with 41-50% intoxication observed the lesser values for
diameter growth. The damage caused by the drift affected the wood production at 270 DAA,
being the plants with 21 — 30, 31 — 40 e 41 — 50% intoxication the ones which presented
reduction in wood volume of 18, 26 e 48%, respectively, in relation to control treatment. The
results have confirmed the loss due to glyphosate drift in eucalyptus plants; however, new
evaluations should be done in order to accompany the growth and development of the plants
up until the end of its cycle so as to elucidate the drift effects over the final production.

Keywords: wood production, Eucalyptus ssp., drift, glyphosate.



1.1 INTRODUCAO

A situacdo do setor florestal no Brasil em 2005 indica sua expansdo em todo o pais.
Segundo dados da Sociedade Brasileira de Silvicultura (SBS, 2005), foram plantados cerca de
550 mil hectares de florestas em 2005, 0 que corresponde a aproximadamente 18% a mais que
em 2004. O territério naciona possui, hoje, mais de 5 milhBes de hectares de plantios
florestais, sendo Minas Gerais 0 estado com maior representatividade no negocio florestal
brasileiro. Neste Estado, o0 setor contribui, anualmente, com cerca de R$420 milhdes para a
receita estadual, sendo responsavel por aproximadamente 163 mil empregos diretos e 644 mil
indiretos. Considerando os resultados de 2005, se o ritmo de crescimento persistir, o pais
estard afastando o risco de um “apagéo florestal” (AMS, 2006).

A presenca das plantas daninhas nos plantios comerciais de florestas é considerada um
dos maiores problemas naimplantacéo, manutencéo e reforma das florestas de eucalipto. Entre
as justificativas para preocupacdo com controle de plantas daninhas estédo 0s prejuizos ao
crescimento, umavez gque elas competem por luz, nutrientes e &gua e exercem interferéncia de
natureza alelopatica, além de aumentar riscos de incéndio e dificultar os demais tratos
silviculturais (Pitelli, 1987; Pitelli e Marchi, 1991).

O glyphosate € um dos poucos principios ativos registrados para a cultura, fato que,
somado as caracteristicas favoréveis desse produto, leva a ampla utilizacdo desse herbicida no
manejo de plantas daninhas em cultivos comerciais de eucalipto. O controle da flora invasora
com glyphosate, em aplicacfes dirigidas, € intenso nos dois primeiros anos de implantacéo da
cultura, podendo, em caso de reinfestagdo, estender-se por quase todo o ciclo por questdes de
operacionalidade e ganhos na produtividade.

Por se tratar de um herbicida ndo-seletivo, sintomas de intoxicagdo em plantas de
eucalipto causados pelo contato do glyphosate com as folhas, principalmente via deriva, tém
sido relatados com freqUéncia (Tuffi Santos et al., 2005). Esses sintomas sdo caracterizados
por cloroses foliares, evoluindo, em alguns casos, para necroses, enrolamento das folhas e
superbrotacdo. A deriva pode acarretar prejuizos no crescimento do eucalipto ou mesmo a
diminuicdo do estande, devido a morte de plantas mais jovens (Tuffi Santos et al., 20053,
Tuffi Santos et al., 2005b).

Existe caréncia de pesquisas voltadas para elucidar os efeitos da deriva do glyphosate
sobre plantas de eucalipto ao longo de seu ciclo, principalmente sobre a produtividade da



cultura. Tais informacfes sdo relevantes ao setor florestal, sendo de grande interesse dos
produtores e das empresas florestais. Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos da

deriva de glyphosate no crescimento e na producdo de madeira de eucalipto.
1.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em plantio clonal de Eucalyptus grandis Hill ex Maden x
E. urophylla Blade (hibrido urograndis), entre margco de 2005 e abril de 2006. O talh&o de
eucalipto foi plantado em espacamento 3 x 3 m, em area de aproximadamente 2 hectares, no
municipio de Senador Firmino-MG, em altitude média de 750 m, temperatura e indice
pluviométrico com médias anuais de 21,9 °C e 1400 mm, respectivamente.

A aplicagdo do glyphosate (1.440 g ea ha®) foi feita por funcionérios da fazenda
previamente treinados, visando o controle das plantas daninhas, sendo aplicado volume de
calda de aproximadamente 90 L ha™. As plantas de eucalipto estavam com 120 dias apds o
transplantio e com media de 1,42 m de atura. Na aplicacdo do glyphosate utilizou-se
pulverizador costal, munido de bico LA-1JC Yamaho (bico espuma coreano) e vavula
reguladora de pressdo (Jacto) de 30 Lb pol®. Houve contato do glyphosate, via calda de
aplicacdo, com algumas plantas de eucalipto, possibilitando aos 30 dias apds a aplicacdo
(DAA) a selecdo de plantas, com graus de intoxicagcdo variaveis. Os distintos graus de
intoxicacdo foram separados em interval 0s que constituiram seis tratamentos. 0-5, 6-10, 11—
20, 21-30, 31-40 e 41-50% de intoxicagdo das plantas; o intervalo de 0-5% correspondeu a
testemunha. Os tratamentos foram atribuidos de acordo com escala de notas de 0 a 100% de
intoxicacdo (Frans, 1979), em que 0% corresponde a auséncia de intoxicagcdo e 100% a morte
das plantas. Nessa escala, a nota é atribuida a area com sintomas de intoxicag&o por planta em
relacdo a testemunha sem herbicida. Cada planta selecionada foi considerada como parcela
experimental, sendo 20 repeticdes por intervalo.

Apbs selecdo e enquadramento dentro dos diferentes interval os de intoxicagao, foram
realizadas avaliagbes de altura (regido do coleto até o apice da planta), com um bambu
graduado, e do diametro das plantas a 1,30 m de altura (DAP) aos 45, 180, 270 e 360 DAA.
Em todas as avaliacBes, foi acompanhada a evolugdo dos sintomas visuais de intoxicacdo pelo

glyphosate.



Com base na avaliacgo realizada aos 360 DAA, estimou-se o volume de madeira (m?),
e calculou-se 0 ganho em altura e didmetro durante o periodo de avaliagdo. O célculo do
ganho em diametro e altura foi realizado pela diferenca entre a avaliagéo realizada aos 360
DAA eaefetuada aos 30 DAA.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste t
a 5% de probabilidade.

2.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

Sintomas visuais de intoxicacdo foram observados em avaliacOes realizadas até 180
dias apds aplicacdo (DAA) (Figura 1). Nas avaliagdes seguintes verificou-se, para todos os
tratamentos, recuperacdo das plantas de eucalipto quanto aos sintomas de intoxicagéo,
diminuindo o efeito visual negativo das injurias causadas pela deriva do glyphosate.

Tuffi Santos et al. (2005a), trabalhando com simulacdo de deriva em eucalipto,
observaram que 0 aparecimento dos sintomas esta relacionado com a quantidade de produto
em contato com as plantas e que eles eram observados ja a partir do quinto dia apds aplicagao.
Os mesmos autores observaram recuperacéo, aos 45 DAA, das plantas tratadas com doses de
172,8 g ha' de glyphosate, com emissdo de novas brotagdes, porém com sintomas de
intoxicagao nas partes mais velhas.

Apesar da recuperacéo visual do eucalipto, plantas inicialmente com porcentagem de
intoxicacdo acima de 31% apresentaram menor altura aos 360 DAA (Tabela 1), com ganho em
altura inferior ao de plantas contidas na faixa de 41-50% de intoxicacdo. Entre os intervalos
de intoxicagdo nota-se variac8o crescente na altura até os 180 DAA, com tendéncia de
diminuicdo das diferencas apds essa avaliacdo (Figura 2). Esse comportamento indica a
recuperacdo das plantas com porcentagem de intoxicagéo acima de 31%.
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Figura 1- Intoxicacdo pela deriva de glyphosate em plantas de eucalipto em fungdo do tempo
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Observou-se menor didmetro a partir de 21% de intoxicacdo; em plantas com 41-50%
foram observados os menores valores entre os tratamentos. O ganho em didmetro de plantas
com intoxicagdo inicial acima de 21% foi inferior ao observado para a testemunha, com os
menores valores de crescimento encontrados para esta variavel em plantas com intoxicagédo
acimade 41% (Tabela 1).

Em consegiiéncia da altura e do diametro de plantas inferiores, o volume de madeira
foi influenciado pelo glyphosate, e plantas com intoxicacdo a partir de 21% tiveram
crescimento volumétrico de madeira inferior aos demais tratamentos. Plantas que aos 30 DAA
apresentavam grau de intoxicagdo entre 41-50%, foram as que apresentaram menores volumes
de madeira (Tabela 1). Os intervalos de 21-30, 3140 e 41-50% de intoxicacdo apresentaram
reducdo de 17, 26 e 48%, respectivamente, do volume de madeira em relagéo a testemunha.

O glyphosate é um produto sistémico, ndo-seletivo e altamente solUvel em égua; seu
mecanismo de acdo baseia-se na interrupcdo da rota do &cido chiquimico, responsavel pela
producdo dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, essenciais para a
sintese protéica e divisao celular em regides meristematicas da planta (Cole et al., 1983; Foley
et a., 1983; Hess, 1994). O glyphosate causa distlrbios nas principais rotas metabdlicas das
plantas, levando a inanicdo (Hess, 1994). Desse modo, plantas de eucalipto em contato com o
glyphosate apresentam seu crescimento retardado, sendo a amplitude da reducédo do
crescimento dependente da dose de glyphosate a que a planta foi submetida, corroborando
valores encontrados em experimentos em casa de vegetacdo (Tuffi Santos et. al., 2005a).

Entre as vantagens da homogeneidade obtida por plantios clonais de eucalipto estéo a
maior produtividade e a melhor qualidade da madeira (Carvalho, 1994). Os danos causados
pelo glyphosate na ocorréncia de deriva, distribuidos em intensidade varidvel dentro dos
talhGes de plantio clonal, provocam a heterogeneidade entre planta,s 0 que pode acarretar uma
competicdo intraclonal desfavoravel para plantas de eucalipto que tiveram seu crescimento
inibido pelo herbicida. Adicionamente, a qualidade da madeira - que tem sido uma das buscas
dos programas de melhoramento genético - pode ser influenciada pelos efeitos do glyphosate,
tendo em vista as alteragdes na producdo de lignina em plantas tratadas com esse herbicida
(Rizzardi et a., 2003).

Os prejuizos da deriva do glyphosate sobre plantas de eucalipto reforcam a necessidade

de cuidados quanto a tecnologia de aplicagdo em é&reas de reflorestamento, principal mente no
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gue se refere ao treinamento dos aplicadores. Novas avaliaghes serdo redizadas para
acompanhamento do crescimento e desenvolvimento das plantas até o final do ciclo produtivo
da cultura, visando o melhor entendimento dos efeitos do glyphosate sobre a producéo e
qualidade da madeira de eucalipto.

Tabela 1 — Crescimento de plantas de eucalipto expostas a deriva de glyphosate aos 360 dias
apos aplicacao

irﬁcrn?(lijzacc;\o Altura Diémetro V30I ume Ganho em _ AGanho em
(%) (m) (cm) (m*/planta) atura (m) diédmetro (cm)
0-5 8,970 A” 8,599 A 0,053 A 7,321 A 6,106 A
6-10 8,960 A 8,520 A 0,051 A 7,303 A 5,967 A
11-20 9,055 A 8,743 A 0,055 A 7,339 A 6,112 A
21-30 8,660 AB 8,040 B 0,044B 7,004 AB 5,336 B
31-40 8,662 AB 7,519C 0,039C 7,167 AB 5,263 B
41 -50 8,420 B 6,767 D 0,031D 6,846 B 4,491 C
DMS 0,507 0,382 0,0054 0,358 0,416
C.V (%) 6,27 7,67 19,01 8,08 12,11

Y"Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre s a 5% de probabilidade pelo
Teste t. Média de 20 plantas.

2.4 CONCLUSOES

Aos 180 dias apds a aplicacdo (DAA), os sintomas visuais de intoxicagdo ndo sdo mais
perceptiveis. Plantas com intoxicacdo inicia acima de 21% tiveram crescimento inferior ao
daguelas sem intoxicacdo. Por sua vez plantas com intoxicacdo dentro dos intervalos 6-10 e
de 11-20 ndo tiveram seu crescimento afetado. Plantas com 21 — 30, 31 — 40 e 41 — 50% de
intoxicagao apresentaram reducdo no volume de madeira, aos 360 DAA, de 18, 26 e 48%,
respectivamente, em relacdo a testemunha.
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2. INTOXICACAO DE ESPECIES DE EUCALIPTO SUBMETIDASA DERIVA DO
GLYPHOSATE

Intoxication of eucalypt species under glyphosate drift

RESUMO: O glyphosate é o herbicida mais utilizado em florestas plantadas de eucalipto.
Nessas &reas tem sido freqlente a observacdo de sintomas de intoxicagdo devido a deriva
Entretanto, trabalhos de pesquisa e observagdes de campo indicam comportamento diferencial
entre as espécies e os clones de eucalipto quando em contato com o glyphosate. No presente
trabalho objetivou-se avaliar os efeitos da deriva simulada de glyphosate, por meio de doses
reduzidas, no crescimento de cinco espécies de eucalipto. Utilizou-se 0 esquema fatorial 5x5,
sendo cinco espécies (Eucalyptus urophylla, E. grandis, E. pellita, E. resinifera e E. saligna) e
cinco doses (0; 43,2; 86,4; 172,8 e 345,6 g ha' de glyphosate), no delineamento em blocos
casualizados com quatro repeticdes. A aplicacdo do herbicidafoi realizada sobre as plantas, de
modo que ndo atingisse o tergo superior, 23 dias apds o plantio destas. Os sintomas de
intoxicagdo causados pelo glyphosate foram semelhantes nas diferentes espécies, sendo
caracterizados por murcha, clorose, enrolamento foliar e, no caso de maiores doses, por
necroses e senescéncia foliar. Plantas submetidas a doses acima de 86,4 g ha’ de glyphosate
foram severamente intoxicadas, afetando o0 seu crescimento, resultando em menor altura,
didmetro do caule e massa seca aos 45 dias apos aplicagdo do herbicida. Entre as espécies
estudadas, E. resinifera foi a mais tolerante ao glyphosate, apresentando menores valores de
intoxicacdo e maior incremento em altura e didmetro mesmo nas plantas submetidas as

maiores doses, 0 que ndo foi observado nas demais espécies.
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Palavras-chave: Eucalyptus spp., herbicida, toleréncia, crescimento.

Abstract: Glyphosate is the most largely used herbicide in eucalypt plantations. In these nesses
intoxication symtoms are often observed due to glyphosate drift. However research works and field
observations indicate different behaviors among eucaypt species and clones with glyphosate
contact. The objective of the present work was to evaluate the effects of simulated glyphosate drift,
by means of subdoses of the herbicide, on the growth and morphology of five eucalypt species. The
factorial model was used with five species (Eucalyptus urophylla, E. grandis, E. pellita, E.
resinifera and E. saligna) and five subdoses (0; 43,2; 86,4; 172,8; and 345,6 g e.a. ha' glyphosate)
in the randomized block design with four repetitions. The glyphosate applications was done on the
plantsin such away asto avoid reaching the upper third part of the plants 23 days after planting the
seedling. After the glyphosate application the intoxication percentage, the height, diameter and dry
matter of the plant were measured. The intoxication symptoms caused by glyphosate were similar
for the different species, as characterized by wilt, chlorosis and leaf curling and in the case of larger
doses by necrosis and leaf senescence. Plants treated with subdoses above 86,4 g ha* glyphosate
were severely intoxicated which affected their growth causing smaller height, diameter and less dry
matter after 45 days of the herbicide application. Plants of the five species treated with doses above
86,4 g ha* glyphosate had their growth threatened. Among the species studied E. resinifera showed
to be move tolerant to glyphosate drift, with the smallest values of intoxication percentage and
increases in height and diameter ever on plants under the greater subdoses, which was not observed

on the other species.

Key words: Eucalyptus spp., herbicide, application technology, tolerance

2.1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus compreende cerca de 800 espécies, sendo muitas delas utilizadas
em cultivos comerciais destinados aos mais diversos usos, como: producdo de celulose e
papel, carvao vegetal, madeira para serraria, construcéo civil e industria de moveis, postes e

moirdes, 6leos essenciais, ornamentagdo, entre outros (Dourojeami, 2004).
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Apesar de 0 género Eucalyptus apresentar espécies de répido crescimento e de boa
competitividade quanto a seu estabelecimento no campo, isso ndo o isenta dos prejuizos
causados pelas plantas daninhas, que tem como conseqiiéncia o decréscimo quantitativo e
qualitativo da sua producdo. A interferéncia das plantas daninhas é mais acentuada nos dois
primeiros anos de crescimento; entretanto, em algumas areas, 0 controle dessas plantas
estende-se até o final do ciclo da cultura, 0 que se justifica por questbes de operacionalidade
na colheita e por ganhos na produtividade. O custo de controle, a demanda de méo-de-obra, a
importancia na busca de maiores producfes por &ea e os efeitos do herbicida no meio
ambiente colocam as plantas daninhas na lista dos piores problemas da eucaliptocultura. De
acordo com Toledo et al. (2003), o controle das plantas daninhas em plantios de eucalipto é
realizado basicamente através de métodos quimicos e mecanicos, isolados ou combinados. No
caso das extensas &reas cultivadas por empresas florestais, a escassez de méo-de-obra e a
necessidade de atingir elevados indices de produtividade tém levado ao aumento do uso do
controle quimico, como alternativa para reducdo dos custos de producédo (Ribeiro, 1988).

O glyphosate é o herbicida mais usado na cultura do eucalipto, principamente pelo
efetivo controle de grande nimero de espécies de plantas daninhas e pelo baixo risco de
contaminacdo ambiental (Malik et a., 1989). Herbicidas a base de glyphosate tém sido usados
tanto no preparo da &rea quanto no controle da rebrota das cepas e na manutencdo de
reflorestamentos de eucalipto. O maior problema do uso desse herbicida em eucalipto € a
deriva, a qual compromete o controle das plantas daninhas e leva ao aumento compensatorio
da dose utilizada, elevando os gastos e causando prejuizos as espécies ndo-alvo e a0 meio
ambiente (Hemphill Jr e Montgomery, 1981).

O efeito da deriva de herbicidas em plantas ndo-alvo esta diretamente ligado a
quantidade do principio ativo que chega as culturas, que por sua vez esta associado as doses
usadas para controle das plantas daninhas. Segundo Rodrigues e Almeida (2005), as doses
recomendadas do glyphosate para o eucaipto variam de 360 a 2.160 g ha’, no controle de
espécies anuais e perenes. A utilizacdo de doses elevadas de glyphosate em éreas infestadas
por plantas daninhas perenes tem potencializado os riscos de danos com a deriva.

Em &reas em que o glyphosate vem sendo utilizado no controle de plantas daninhas em

reflorestamento de eucalipto, s80 observados sintomas de intoxicacdo, em intensidades
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variavels, devido a deriva. Trabalhos de pesguisa e observacdes de campo sugerem
comportamento diferencial entre as espécies e 0s clones de eucalipto perante o glyphosate.
Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos da deriva simulada de glyphosate,

por meio de doses reduzidas, no crescimento de cinco espécies de eucalipto.

22 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa, entre os meses de dezembro de 2004 e fevereiro de 2005.

Mudas padronizadas, produzidas por propagacdo seminifera, de Eucalyptus grandis
Hill ex Maden, E. urophylla Blake, E. saligna Smith, E. pellita Muell e E. resinifera Smith,
com trés meses de idade e aproximadamente 30 cm de altura, foram plantadas em vasos
preenchidos com 10 L de solo argiloso, adubado com 216,6 g de N-P-K (6-30-6) e 12 g de
calcario, cujaproporcéo Ca/lMg erade 4:1 equivaentes. A adubac&o de coberturafoi reaizada
com 12 g vaso’ de N-P-K (20-05-20), parcelados em trés vezes, com intervalos entre as
adubacdes de 20 dias. As plantas de eucalipto receberam irrigagdo por microaspersdo, de
modo que mantivesse a disponibilidade de agua proxima a capacidade de campo.

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, com quatro repeticoes, sendo cada
vaso, contendo uma planta, considerado uma parcela experimental. O ensaio foi instalado em
esguema fatorial 5 x 5 (sendo cinco espécies de eucalipto e cinco doses de glyphosate). As
doses testadas foram: 43,2; 86,4; 172,8 e 345,6 g ha' ea de glyphosate, respectivamente
correspondentes a 3, 6, 12 e 24 % da dose de 1.440 g ha* da formulagéo sal de isopropilamina,
e uma testemunha sem herbicida (dose 0), para fins de comparacdo. O glyphosate, nas
diferentes doses, foi aplicado 40 dias apds o plantio das mudas, quando o eucalipto
apresentava cerca de 45 cm de atura, de modo que n&o atingisse o tergo superior das plantas.

Na aplicagdo utilizou-se pulverizador costal, pressurizado a CO,, mantido a presséo
constante, munido de barra com dois bicos com pontas tipo leque TT 11002, espacados de 0,5
m entre si e operando a 250 kPa de press3o, com volume de calda correspondente 2200 L ha™.
No momento da aplicacdo a umidade relativa do ar era de 85%; atemperatura, de 26,5°C; e a
velocidade do vento, de aproximadamente 2 km h™. As folhas das plantas permaneceram 24
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horas apds a aplicacdo protegidas do contato com agua da chuva ou da irrigacdo, visando
evitar alavagem do herbicida.

Aos 45 dias apds a aplicacdo (DAA), determinou-se a porcentagem de intoxicagdo em
relacdo a testemunha, em escala de 0 a 100%, em que O corresponde a auséncia de sintomas
visivels e 100 a morte das plantas (Frans, 1972). Nesta mesma época foram mensurados a
altura das plantas (regido entre o coleto e o0 dpice) e o didmetro do caule a 1 cm do solo, sendo
os valores subtraidos da altura e didmetro obtidos no dia da aplicacéo do glyphosate obtendo-
se avariagdo em altura e didmetro por planta apds a exposi¢éo a deriva do glyphosate. Aos 45
DAA, a parte aérea das plantas foi cortada rente ao solo e acondicionada em sacos de papel
mantidos em estufa com circulagéo forgada de ar (65 + 3 °C), até atingir peso constante, para
obtencdo da massa seca.

Os dados quantitativos foram submetidos a andlise de varidncia, e as médias
comparadas a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

2.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

A intensidade de intoxicagdo das plantas variou de acordo com as doses testadas
(p<0,05) aos 45 dias apbs aplicacdo (DAA), sendo tanto maior quanto maiores as doses de
glyphosate (Figura 1). Houve variagdo entre as especies (p<0,05) quanto a porcentagem de
intoxicagdo das plantas, sendo ainteracdo doses x espécie ndo significativa (p>0,05).

Nas cinco espécies estudadas verificou-se murcha, clorose e encarquilhamento das
folhas dos &pices das plantas pul verizadas com as doses de 172,8 e 345,6 g ha* e, em menor
intensidade, de 86,4 g ha’ de glyphosate. Os sintomas tornaram-se visiveis a partir do quarto
DAA em E. grandis, E. pellita e E. urophylla e do quinto DAA em E. resinifera e E. saligna.
Aos 15 DAA, as plantas de eucalipto que receberam as doses de 172,8 e 345,6 g ha* de
glyphosate apresentavam folhas coriaceas, apices deformados, necroses bem desenvolvidas
nos bordos das folhas e senescéncia foliar acentuada. Sintomas foliares semelhantes em
plantas de eucalipto submetidas a deriva simulada com glyphosate foram relatados por Tuffi
Santos et al. (2005, 2006).

As doses de 172,8 e 345,6 g ha’ de glyphosate provocaram a morte dos 4pices das
plantas, verificada aos 15 DAA, em Eucalyptus grandis, E. urophylla, E. saligna e E. pellita;
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nessas especies, a intensidade de intoxicacdo das plantas alcancou valores superiores a 62 e
70% aos 45 DAA, respectivamente (Figura 1). Em E. resinifera ndo foi observada a morte dos
dpices, e nessa espécie ocorreu menor intoxicagdo em todas as épocas de avaliacdo,
aproximadamente 50% dos valores das demais espécies (Figura 1), mostrando-se, portanto,
mais tolerante ao glyphosate. Comportamento diferencial entre gendtipos de eucalipto
submetidos a deriva de glyphosate foi relatado por Tuffi Santos et a. (2006).

Plantas de E. urophylla submetidas a 172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate emitiram
novas brotagdes com baixa intensidade de intoxicagdo mesmo quando expostas a maior dose.
Ja em E. pellita e E. grandis, o surgimento de novas brotacbes s6 ocorreu em plantas
pulverizadas com 172,8 g ha* de glyphosate, sendo essas retorcidas, com folhas cloréticas e
de tamanho reduzido. Dantas et al. (2001), trabalhando com glyphosate no controle da rebrota
de cepas em diferentes clones de eucalipto, relataram o surgimento de brotagdes com sintomas
de intoxicagdo. Tuffi Santos et al. (2005) também descreveram a emissdo de brotacdes
normais, e também com sintomas de intoxicacéo, em mudas de eucalipto submetidas as doses
de 172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate, respectivamente.

Houve diferenca (p<0,01) entre doses de glyphosate aplicadas quanto a massa seca,
altura e didmetro das plantas, e, entre as espécies, quanto a altura. N&o foi verificada variagao
entre espécies (p>0,05) quanto & massa seca e ao diametro de plantas, nem para interacéo
doses x espécies (p>0,05), paratodas as varidveis referentes ao crescimento das plantas.

Plantas das cinco espécies submetidas a 172,8 e 3456 g ha' de glyphosate
apresentaram menor massa seca e atura aos 45 DAA em relacdo a testemunha; com 345,6 g
ha' de glyphosate, 0 didmetro das plantas também foi o menor observado entre as doses
testadas. Plantas expostas a 43,2 g ha® apresentaram resultados semelhantes aos da
testemunha (Figura 2 a 4). AsinjUrias severas que induziram a paralisacdo do crescimento e a
senescéncia das folhas justificam os menores valores observados para altura, didametro e

matéria seca das plantas expostas as maiores doses de glyphosate.
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Figura 1- Porcentagem de intoxicacdo de espécies de eucalipto submetidas a doses crescentes
de glyphosate em deriva simulada, 45 dias ap0s aplicacéo.
| __E.resnifera: Y = 33,8941/(1 + exp(-(X — 97,3952)/19,0352)), R? = 0,9987.
- -V - - E.grandis Y = 89,9545/(1 + exp(-(X — 176,3257)/16,230)), R? = 0,9843.
—e—E. pellita; Y = 69,5960/(1 + exp(-(X — 117,8002)/34,9084)), R? = 0,9773.
0. E. saligna: Y = 60,869/(1 + exp(-(X — 122,864)/35,8179)), R? = 0,9749.

--V-- E.urophylla: Y = 68,5549/(1 + exp(-(X — 97,2118)/37,8074)), R? = 0,9970 .

Entre as espécies estudadas, E. resinifera, E. urophylla e E. pellita obtiveram as
maiores alturas aos 45 DAA (Figura 3). Por sua vez, E. salignha apresentou a menor altura
entre as espécies (Figura 3), provavelmente devido aos severos sintomas de intoxicagdo em
plantas expostas a 172,8 e 345,6 g ha’ de glyphosate (Figura 1), principalmente pela morte
dos apices e pela ndo emissdo de brotacGes que retomassem o crescimento das plantas, como
observado nas demais espécies.

E. pelita, E. grandis, E. urophylla e E. saligna apresentaram menor atura apés
exposicao & deriva simulada com as doses de 172,8 e 345,6 g ha’ de glyphosate (Figura 5),
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resultante da morte e senescéncia dos &pices causada pelo herbicida. A dose de 86,4 g ha’ de
glyphosate reduziu a atura das plantas de todas as espécies, exceto em E. resinifera, que nesta
dose apresentou comportamento semelhante ao de plantas ndo expostas ao herbicida, com
ganhos em altura de praticamente o dobro daqueles de individuos das demais espécies (Figura
5). E. resinifera foi a espécie que apresentou as menores reducdes em diametro quando
submetida a deriva do glyphosate, contrastando com E. urophylla, que teve o pior
comportamento quando pulverizada com 172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate (Figura 6).

Os resultados evidenciam os prejuizos da deriva de glyphosate no crescimento de
eucalipto, aertando para os cuidados a serem tomados com a tecnologia de aplicacdo de
herbicidas na eucaliptocultura, principamente na implantacdo, fase em que as plantas de
eucalipto sdo mais sensivels ao glyphosate.

Maior tolerancia a deriva do glyphosate foi constatada em E. resinifera, quando
comparada as demais espécies estudadas. A variacdo na suscetibilidade entre os gendtipos € o
ponto de partida para a busca do entendimento sobre 0s mecanismos envolvidos na tolerancia
de plantas ao glyphosate. H& trabal hos que demonstram que a tolerancia ao glyphosate se deve
a sua penetracdo ou translocacdo diferencial (Sandberg et al., 1980; D’ Anieri et al., 1990;
Satichivi et al., 2000; Monquero et al., 2004). As taxas de absorcéo foliar de herbicidas e,
consequientemente, sua eficacia estdo diretamente ligada aos tipos de estruturas encontradas na
folha e a permeabilidade da cuticula (Baker, 1982), que, por sua vez, dependem da
constituicdo e da polaridade dos componentes da cuticula. Assim, faz-se necessario estudos da
anatomia e micromorfologia foliar de Eucalyptus spp., bem como da constitui¢céo de ceras e
cuticula, que possam fornecer subsidios que expliquem a tolerancia diferencial entre E.

resinifera, E. pellita, E. grandis, E. urophylla e E. saligha ao glyphosate.
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Figura 2: Massa seca de cinco espécies de eucalipto submetidas a diferentes doses de glyphosate em
deriva simulada, aos 45 dias ap0ds aplicacao.

—! —E.resnifera: Y = 90,1473* exp(-0,003285* X) R?=0,83.

--V¥ --E. grandis: Y = 104,0550* exp(-0,004853* X) R?=0,96.

—e—E. pellita: Y = 110,3580* exp(-0,006815* X R?=0,96..
-.0---E. saligna: Y = 99,9819* exp(-0,006707* X) R?=0,81.

- -V- - E. urophylla: Y = 11,88 + 90,1144* exp(-0,08917*X)  R?=0,86.
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Figura 3- Altura de cinco espécies de eucalipto submetidas a diferentes doses de glyphosate em
deriva simulada, 45 dias ap0s aplicacéo.

! __E.resnifera: Y = 52,8071 + 70,5590* exp(-0,005884* X) R?=0,86.
--¥ - - E. grandis: Y = 101,496* exp(-0,002591*X) R?=0,84.
—e—FE. pellita: Y = 44,8468 + 57,9379* exp(-0,01060*X) R?=0,91.
.0--E. saligna: Y = 42,4449 + 48,2006* exp(-0,00884*X) R?=0,88.
- -V- - E. urophylla: Y = 52,6210 + 74,0283*exp(-0,009982*X) R*= 0,82
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Figura 4 - Diametro de cinco espécies de eucalipto submetidas a diferentes doses de
glyphosate em deriva simulada, 45 dias apos aplicacao.

! E.resinifera: Y = 1,1932 — 0,001034X + 2,1074X* R?=0,86
--V¥ --E.grandis: Y = 1,2327 - 0,0010706X R*=0,99.
—e—E. pellita: Y = 1,35-0,001724X  R?=0,97.
-.o---E. saligna: Y = 0,8948/(1 + exp(-(X —83,7896)/-11,9916)) R?=0,99.
--V- - E. urophylla: Y = 1,246 —0,0012037X R?=0,86.
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Figura 5- Variagdo em altura de diferentes espécies de eucalipto no periodo de 45 dias ap6s aplicacdo de
doses de glyphosate em deriva simulada.

069 00 0432 [O864 Mm172,6  [345,2 glha de glyphosate

0.5+ m

0.4+
0.3+

0.2+

- ﬂ
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E. resinifera E. saligha E. Pellita E.grandis E. urophylla
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Figura 6- Variagcdo em didametro do caule de diferentes espécies de eucalipto no periodo de 45 dias apos
aplicacdo de doses de glyphosate em deriva simulada.
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2.4 CONCLUSOES

Os sintomas de murcha, clorose, encarquilhamento foliar, necroses e
senescéncia foliar causados pelo glyphosate foram semel hantes nas diferentes espécies.
Plantas submetidas a doses acima de 86,4 g ha' de glyphosate tiveram o seu
crescimento afetado, resultando em menores altura, diametro do caule e massa seca aos
45 dias apos aplicacdo do herbicida. E. resinifera foi mais tolerante ao glyphosate,
apresentando menor intensidade de intoxicagdo e maior incremento em altura e
didmetro, mesmo nas plantas submetidas as maiores doses, o que ndo foi observado

em E. grandis, E. urophylla, E. saligna e E. pdllita.
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3. EPIDERME FOLIAR DE EUCALIPTO E SUA RELACAO COM A TOLERANCIA
AO GLYPHOSATE

L eaf epidermis characteristics of eucalypt and itsrolein glyphosate tolerance

RESUMO: O glyphosate, via deriva, pode causar injurias nas plantas de eucalipto. Trabalhos
preliminares de pesquisa e observagdes de campo apontam para uma tolerancia diferencial a
esse herbicida entre os gendtipos cultivados. Neste estudo, caracterizou-se a epiderme foliar de
cinco espécies de eucalipto, correlacionando as caracteristicas epidérmicas com atoleréncia ao
glyphosate em deriva simulada por meio de subdoses. Utilizou-se o esquema fatorial (5x5),
sendo cinco espécies (Eucalyptus urophylla, E. grandis, E. pellita, E. resinifera e E. saligna) e
quatro subdoses (43,2; 86,4; 172,8 e 3456 g ha' de glyphosate) + uma testemunha na
auséncia do herbicida. Anteriormente a aplicacéo do herbicida, coletaram-se folhas, totalmente
expandidas, para andise anatbmica da superficie epidérmica, segundo metodologia de
dissociacdo celular. O efeito do glyphosate sobre as espécies foi avaliado, aos 45 dias apds
aplicacéo (DAA), pela intensidade de intoxicagdo das plantas, em escala variando de O a
100%, sendo 0% atribuido a plantas com auséncia de injurias e 100% a plantas mortas. Das
espécies estudadas, E. resinifera mostrou-se mais tolerante ao glyphosate, apresentando menor
intoxicacdo aos 45 (DAA), ndo sendo verificada diferenca entre as demais espécies. As cinco
espécies apresentam folhas glabras, anfiestométicas, com estématos do tipo anomocitico e
presenca de cuticula proeminente. Apesar de presentes em ambas as faces, 0os estdmatos sao
raros na epiderme adaxial, que apresenta baixo indice estomatico e densidade estomética. Os
maiores valores DE indice estomatico foram observados em E. resinifera, enquanto E. saligna
apresentou a maior densidade estomética. Cavidades subepidérmicas vistas na superficie como
células de cobertura estéo presentes nas cinco espécies, com maior densidade em E. pédllita.
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Houve alta correlacdo positiva entre a intoxicacéo por glyphosate e a densidade (0,90**) e 0
nimero de células epidérmicas (0,94**) da face adaxial, respectivamente, o que ndo foi
verificado para as demais caracteristicas da epiderme. Essa correlacdo indica o possivel
envolvimento do nimero de células da face adaxial da epiderme com a toleréncia diferencial
a0 herbicida. E. resinifera foi mais tolerante que E. urophylla, E. grandis, E. pellita e E.
saligna, com alta correlacdo positiva entre a intensidade de intoxicagdo por glyphosate e a
densidade e o nimero de células epidérmicas da face adaxial.

Palavr as-chave: Eucalyptus spp., anatomia, herbicida, deriva simulada, fitotoxidez.

Abstract: In reforestation areas, the glyphosate drift causes injuries in eucayptus plants.
Preliminary research and field observations differential tolerance to glyphosate among
cultivated genotypes. In this context, it was studied the anatomical structures of leaf epidermis
of five species of eucalypt, correlated to glyphosate tolerance The factorial designing was
used, being five species (Eucalyptus urophylla, E. grandis, E. pellita, E. resinifera and E.
saligna) and five subdoses (0, 43.2, 86.4, 172.8 and 345.6 g ha™ of glyphosate) simulating
drift. Immediately before the herbicide application, expanded leaves had been collected for
anatomical analysis of epidermal surface through dissociation methodology. Among the
studied species, E. resinifera has shown to be the most tolerant to glyphosate drift presenting
the least values for intoxication percentage at day 45 post application; difference among the
others hadn’t been found either. The five species present glabrous leaves, amphistomatic, with
anomocytic type stomata and prominent cuticle. Despite being present on both faces, stomata
are rare on the adaxial face, exhibiting low index and stomatic density. The highest values for
stomatic index have been observed on E. resinifera, where as E. saligna presented the highest
stomatic density. Subepidermic cavities evidenced on the surface by the overlying cells are
present in the five species, with the highest density on E. pellita. There has been high
correlation between intoxication percentage and number of epidermal cells on the adaxia
surface, indicating the involvement of this characteristic with the differential tolerance to the
herbicide. Studies on absorption, translocation and metabolism of glyphosate in eucalypt must

be under taken to elucidate the differential tolerance of genotypes concerning glyphosate drift.

Keywords. anatomy, Eucalyptus spp., phytointoxication, herbicide.
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3.1 INTRODUCAO

O manegjo de plantas daninhas destaca-se entre as principais praticas silviculturais em
plantios de eucalipto. Esse mangjo se intensifica no periodo das chuvas, principalmente nos
primeiros anos de implantagdo, sendo feito basicamente por métodos de controle quimico e
mecanico, isolados ou combinados (Toledo, 2003). Dentre os herbicidas usados, o glyphosate
tem se destacado, por ser aplicado na fase de pds-emergéncia das plantas daninhas, o que
favorece operagdes em areas de cultivo minimo; além disso, exerce efetivo controle de grande
numero de espécies daninhas mono e dicotiledéneas, perenes e anuais, sendo um herbicida de
curto periodo residual e rdpidainativacéo no solo (Malik et a., 1989).

Em é&reas onde o controle quimico é adotado, o contato da molécula herbicida com
organismos ndo alvo, que caracteriza o problema da deriva, tem sido relatado com freqtiéncia.
Em aplicagdes dirigidas de produtos ndo seletivos, como no caso dos herbicidas a base de
glyphosate, a propria cultura pode ser afetada pela deriva.

Relatos de pessoas ligadas a0 manejo florestal e observacbes de campo nas empresas
do setor apontam para uma diferenca de tolerancia ao glyphosate entre 0s genoétipos
cultivados. Em trabalho com deriva ssmulada de glyphosate em eucalipto, Tuffi Santos et al.
(2006) relataram comportamento diferencial entre clones e entre espécies, sendo Eucalyptus
grandis mais suscetivel e E. urophylla mais tolerante. Entretanto, os mecanismos envolvidos
nessa tolerancia diferencial ndo sdo esclarecidos.

A literatura (Sandberg et al., 1980; D’Anieri et a., 1990; Satichivi et al., 2000;
Monquero et a., 2004) demonstra que a tolerancia de plantas ao glyphosate ocorre devido a
penetracéo ou translocacdo diferencial desse herbicida na planta. As taxas de absorcéo foliar
de herbicidas e, conseqlentemente, sua eficacia estdo diretamente ligadas aos tipos de
estruturas encontradas na folha e a permeabilidade da cuticula (Baker, 1982), que por sua vez
depende da constituicdo e da polaridade desta. Estudos demonstram gque nos estdmatos e na
base dos tricomas a cuticula € mais fina e mais permeavel a substéancias polares (menor teor de
cera epicuticular), sendo uma via de penetracdo de herbicidas (Hess & Falk, 1990; Schreiber,
2005). Esse fato pode favorecer a penetracéo do glyphosate em plantas onde a presenca dessas

estruturas epidérmicas seja frequiente.
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Objetivou-se neste trabalho estudar as estruturas anatdmicas da epiderme foliar de
cinco espécies de eucalipto e sua relagdo com atoleréncia diferencial ao glyphosate em deriva

simulada.

3.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa, de dezembro de 2004 afevereiro de 2005.

Mudas padronizadas, oriundas de semente, de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maden,
E. urophylla S.T. Blake, E. saligna Smith, E. pellita F. Muell e E. resinifera Smith, com
aproximadamente 30 cm de atura e trés meses de idade, foram plantadas em vasos
preenchidos com 10 L de solo argiloso, adubado com 216,6 g de N-P-K (6-30-6) e 12 g de
calcario, cuja proporcdo Ca/Mg era de 4:1 equivalentes. As sementes foram adquiridas no
Instituto de Pesquisas Florestais (IPEF). A adubacéo de cobertura foi feita com 12 g por vaso
de N-P-K (20-5-20), parcdlado em trés vezes. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo, recebendo irrigacdo por microaspersdo de modo que a mantivesse adequada a
disponibilidade de &gua.

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 5 x 5 (cinco
espécies de eucalipto e cinco doses de glyphosate) com quatro repeticdes, sendo cada vaso
considerado uma parcela experimental.. As doses testadas foram equivaentes a 43,2; 86,4,
172,8 e 345,6 g ha de glyphosate, respectivamente correspondentes a 3, 6, 12 e 24% da dose
de 1440 g ha* da formulacgo sal de isopropilamina, além da testemunha sem herbicida (dose
0). O glyphosate foi aplicado simulando uma deriva, de modo que a calda pulverizada ndo
atingisse o terco superior das plantas. A aplicacéo foi realizada aos 40 dias apds o plantio,
quando as mudas de eucalipto apresentavam em média cerca de 45 cm de altura. Na aplicagdo
utilizou-se pulverizador costal pressurizado a CO,, munido de barra com dois bicos com
pontas tipo leque TT 11002 espacadas de 0,5 m, operando a 250 kPa de presséo e trabalhando
com volume de calda correspondente a 200 L ha™. No momento da aplicacio do glyphosate a
umidade relativa do ar encontrava-se a 85%, atemperatura a 26,5°C, e a velocidade do vento
era de aproximadamente 2 km h™’. As folhas das plantas permaneceram protegidas do contato
com é&gua da chuva ou proveniente da irrigacdo 24 horas ap0s a aplicacdo, visando evitar a

lavagem do produto.
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Imediatamente antes da aplicacdo foi coletada, por planta, uma folha totalmente
expandida do terceiro nd, a partir do apice caulinar, para o estudo histolégico e histoguimico,
sendo utilizadas seis plantas por espécie. Os testes para verificagdo da presenca da cuticula,
por meio do reagente Sudan |11 (Pearse, 1980), foram aplicados em cortes daregido mediana e
da margem da folha em amostras frescas seccionadas transversalmente em micrétomo de mesa
(modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacéo LTDA, Belo Horizonte, Brasil),
sendo o laminario montado com gelatina glicerinada.

Para descrever os caracteres de superficie, fragmentos foliares, de aproximadamente 1
cm?, provenientes da regigo mediana de cada folha coletada (um fragmento por planta), foram
dissociados utilizando-se &cido nitrico e &cido crémico (Jensen, 1962). As amostras foram
coradas com azul-de-astra e fucsina basica (Kraus et a., 1998) e as laminas montadas com
gelatina glicerinada.

As determinacdes do tipo de estbmato seguiram a classificagéo proposta por Metcalfe e
Chalk (1979). A andlise do laminario e a documentacéo fotografica do laminario histol6gico
foram feitas utilizando-se um microscépio foténico (modelo AX70TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japao) com sistema U-Photo.

Para determinacdo do indice estomético, densidade estomética (estématos mm?),
densidade de células epidérmicas propriamente ditas (nimero de células mm™) e densidade de
cavidades (cavidades mm™ - mensuradas conforme as células de cobertura na epiderme foliar),
foram realizadas 10 observacfes por planta para cada face epidérmica, em campos com érea
correspondente a 0,067 mm?. Os dados quantitativos da superficie epidérmica foram obtidos
com auxilio do software Image-Pro Plus. O célculo do indice estomatico foi feito de acordo
com aformulade Cutter (1986): indice Estomético (IE) = NE/(CE + NE)* 100, em que NE é 0
nimero de estdmatos e CE o0 nimero de células epidérmicas propriamente ditas.

Apbs a aplicagdo do herbicida foram realizadas observacdes diérias de alteractes
morfol 6gicas na parte aérea das plantas. Aos 45 dias apos a aplicacéo (DAA) determinou-se a
porcentagem de intoxicacdo em relacdo a testemunha, em que 0% corresponde a auséncia de
sintomas visiveis e 100% a morte das plantas (Frans, 1972).

Os dados quantitativos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias

comparadas a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. Para os dados de porcentagem de
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intoxicacdo, foram gjustadas equacdes de regressdo em funcéo das subdoses de glyphosate

aplicadas, simulando deriva.
3.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

As cinco espécies de Eucalyptus apresentam folhas glabras, anfiestométicas, com
estbmatos do tipo anomoacitico e dispostos no mesmo plano das demais células epidérmicas
(Figuras 1A-E). A epiderme é unisseriada e apresenta céulas com formato variando entre
tabular e arredondado (Figura 1E), salvo nas regides da nervura central e dos bordos foliares,
onde as células sdo papilosas (Figuras 1F e 2B). Lenticelas foram visualizadas na epiderme da
face abaxia das cinco espécies. Nestas a cuticula € conspicua, sendo evidenciada pelo Sudan
[l (Figura?2).

Diferenca significativa entre as espécies (p < 0,05) foi encontrada para indice
estomético (%), densidade de estdmatos (estdmatos mm™), densidade de cavidades (cavidades
mm) e densidade de células epidérmicas propriamente ditas (ntimero de células epidérmicas
propriamente ditas mm™) (Figuras 3 a 6).

A densidade de estbmatos na superficie adaxial da epiderme foi menor do que na
abaxia (Figura 4), e a densidade de cavidades (Figura 5), em ambas as superficies, foi menor
gue a densidade de estdmatos em todas as espécies estudadas. Resultados semel hantes foram
obtidos por James e Bell (1995) quando analisaram folhas de Eucalyptus camaldulensis. A
densidade estomatica € variavel de acordo com a idade da planta e diretamente influenciada
pelas condicdes ambientais (Cao, 2000; Justo et al., 2005). Entretanto, esta caracteristica esta
positivamente relacionada com a assimilagdo de CO, (Abrams et al., 1994; Justo et al., 2005),
provavelmente pela relacdo positiva da densidade estomética com as trocas gasosas (Araus et
al., 1986) e com a maior conduténcia estomatica (Boardman, 1977). Por outro lado, o indice
estomatico € um parametro relativamente constante para cada espécie (Cutter, 1986), tendo,
portanto, maior relevancia taxondémica. Tomando como base a face abaxial da epiderme, onde
se concentra 0 maior nimero de estdmatos, poderia se associar a maior densidade estomatica

de E. saligna auma maior assimilacéo de CO,, quando comparada com as demais espécies.
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Figura 1- Epiderme foliar de eucalipto em microscopia de luz. A-D. Vista frontal da face
adaxial da epiderme da lamina foliar de espécies de Eucalyptus, fragmentos submetidos a
dissociagdo. A- Eucalyptus grandis; B- E. resinifera; C- Detalhe da cavidade secretora de
E. pellita, apresentando duas células de cobertura; D- Detalhe do estbmato de E. pellita; E.
Seccdo transversal da lamina foliar de E. pellita, evidenciando um estémato; F- Células
epidérmicas papilosas da regido da nervura em secgdo transversal da lamina foliar de E.
grandis.

Cavidades est&o dispersas no mesofilo e na nervura central das espécies de Eucalyptus
estudadas, predominantemente localizadas na regido subepidérmica das duas faces da folha
(Figura 2A). As cavidades sdo identificadas na superficie epidérmica por duas células de
cobertura (Figura 1C). E. pellita apresenta a maior densidade de cavidades, tanto na face

abaxial quanto naadaxial dafolha (Figura5s).



Figura 2- Cortes transversais da lamina foliar de eucalipto submetidos ao Sudan I1l. Setas
mostrando a cuticula foliar; cs — cavidade secretora. A — por¢do mediana da folha de E.
pellita. B — margem dafolha de E. urophylla.

Quanto a densidade de células epidérmicas propriamente ditas, E. saligna apresenta o
maior nimero de células por area, tanto naface adaxial quanto na abaxial. Contrariamente, E.
pellita e E. resinifera apresentam menor densidade de células epidérmicas (Figura 4). Ao
microscopio de luz, diferenca é clara quando se comparam as espécies de maior com as
de menor densidade de células epidérmicas (Figura 1A e 1B).

A intoxicacéo das plantas variou de acordo com as doses testadas (p<0,05) aos 45 dias
apos aplicacéo (DAA), sendo tanto maior quanto maiores as doses de glyphosate (Figura 7).
Entretanto, houve variaco entre as espécies (p<0,05) quanto a porcentagem de intoxicacdo
das plantas, sendo a interagdo doses ver sus espécie ndo significativa (p>0,05).

Nas cinco espécies estudadas verificaram-se murcha, clorose e enrolamento das folhas
dos &pices das plantas pulverizadas com as doses de 172,8 e 3456 g ha' e, em menor
intensidade, com 86,4 g ha* de glyphosate. Os sintomas eram visiveis a partir do 4° DAA em
E. grandis, E. pellita e E. urophylla, e do 5° DAA em E. resinifera e E. saligna. Os sintomas
nas plantas que receberam as doses de 172,8 e 345,6 g ha’ de glyphosate evoluiram para
folhas coreéceas, dpices deformados, necroses bem desenvolvidas nos bordos das folhas e
senescéncia foliar acentuada. Sintomas foliares semelhantes em plantas de eucalipto
submetidas a deriva simulada com glyphosate foram relatados por Tuffi Santos et al. (2005) e
por Tuffi Santos et al. (2006). A clorose pode ser resultado da degeneracdo dos cloroplastos
(Campbell et a., 1976) e/ou da inibicdo da formacdo de clorofila (Cole et al., 1983) como
resultado da acdo do glyphosate em plantas.
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Figura 3- Indice estomético de cinco espécies de Eucalyptus. Médias seguidas pelas
mesmas letras dentro da mesma face epidérmica ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Figura 4- Densidade estomética de cinco espécies de Eucalyptus. Médias seguidas
pelas mesmeas letras dentro da mesma face epidérmica ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Figura 5- Densidade de cavidades nas faces abaxia e adaxia da epiderme de cinco
espécies de Eucalyptus. Médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma face
epidérmica ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Figura 6- Densidade de células epidérmicas propriamente ditas nas faces abaxia e adaxial

de cinco espécies de Eucalyptus. Médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma
face epidérmicando diferem entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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As doses de 172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate provocaram a morte dos &pices das
plantas em E. grandis, E. urophylla, E. saligna e E. pellita; nessas espécies, a intoxicacdo das
plantas acangou valores superiores a 62% aos 45 DAA (Figura 7). Em E. resinifera ndo foi
observada a morte dos apices das plantas, apresentando a menor intensidade de intoxicacéo,
aproximadamente 50% dos valores das demais espécies (Figura 7), mostrando-se, portanto,
mais tolerante ao glyphosate. Comportamento diferencial entre gendtipos de eucalipto
submetidos a deriva de glyphosate também foi relatado por Tuffi Santos et al. (2006), que
verificaram maior suscetibilidade do clone de E. grandis ao herbicida que dos clones de E.

urophylla e do hibrido urograndis.

100
90 -

80

% de intoxicacao

0.0 43.2 86.4 172.8 345.6

g ha™ de glyphosate

Figura 7- Porcentagem de intoxicacdo de espécies de eucalipto submetidas a doses crescentes
de glyphosate em deriva simulada, 45 dias ap0s aplicacéo.
—! —_E.resnifera: Y = 33,8941/(1 + exp(-(X — 97,3952)/19,0352)), R? = 0,9987.
--V¥ - - E.grandis: Y = 89,9545/(1 + exp(-(X — 176,3257)/16,230)), R* = 0,9843.
—e—E. pellita; Y = 69,5960/(1 + exp(-(X — 117,8002)/34,9084)), R? = 0,9773.
..o--E. saligna: Y = 60,869/(1 + exp(-(X — 122,864)/35,8179)), R? = 0,9749.

—V— E. urophylla: Y = 68,5549/(1 + exp(-(X — 97,2118)/37,8074)), R? = 0,9970 .
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A correlacdo entre a porcentagem de intoxicacdo causada pelo glyphosate e as
caracteristicas indice estomatico, densidade estomética e densidade de cavidades nas duas
faces epidérmicas das folhas de eucalipto foi baixa e ndo significativa (p>0,05). Por sua vez,
alta correlacdo positiva foi observada com a densidade de células epidérmicas propriamente
ditas e com o numero de células epidérmicas totais da face adaxial das folhas (Tabelal).

A cuticulafoliar € a principa via de penetragcdo do glyphosate, sendo a sua andlise de
importancia fundamental nos estudos de tolerancia a herbicidas (Devine, 1990). Nos
estdmatos, onde a cuticula sobre as células-guarda apresenta-se mais fina e mais permeavel a
substancias polares (menor teor de cera epicuticular), parece ocorrer maior penetracdo de
herbicidas (Hess & Falk, 1990; Schreiber, 2005). Esse fato pode favorecer a penetragdo do
glyphosate em plantas nas quais a presenca de estdbmatos seja grande, principa mente na face
adaxial da epiderme foliar, onde o contato com a calda herbicida aplicada € mais provével.
Contudo, nas folhas de eucalipto, a baixa densidade estomética na face adaxia torna-se
limitante para uma boa penetracéo do glyphosate por esta via (Tuffi Santos et al., 2006), como
pode ser confirmado pela baixa correlagdo encontrada neste estudo entre a porcentagem de

intoxicagdo causada pel o glyphosate e o indice e densidade estomética de Eucalyptus.

Tabela 1: Correlages entre porcentagem de intoxicacdo de plantas submetidas a deriva de
glyphosate e caracteristicas da epiderme foliar de cinco espécies de eucalipto

Caracteristicas epidérmicas % de intoxicacdo por glyphosate
indice estomético EAB 0,346™
indice estomético EAD -0,036™
Densidade de estbmatos EAB 0,445™
Densidade de estbmatos EAD -0,202"™
Densidade de cavidades EAB -0,284 "™
Densidade de cavidades EAD 0,089"™
Densidade de células epidérmicas’ EAB 0,552*
Densidade de células epidérmicas EAD 0,896**
Céulastotais’ EAB 0,432
Célulastotais EAD 0,939**

'Céulas epidérmicas propriamente ditas. “Somatdrio das células epidérmicas
propriamente ditas + células estomaticas + células de cobertura das cavidades. EAB
= face abaxial da epiderme; EAD = epiderme da face adaxial. ™ * e ** ndo-
significativo e significativo a5 e 1%, respectivamente.
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Segundo Schonherr (2002), a presenca de égua é fundamental para uma boa penetracéo
de glyphosate nas folhas, sendo evidente que grande parte do herbicida que penetra em seus
tecidos passa por poros hidratados da cuticula. Estudos sobre a micromorfologia foliar de
espécies do género Eucalyptus mostram que a superficie epidérmica € ondulada e a jungdo
entre as células adjacentes apresenta-se em depressdo (Louro et al., 1999; Tuffi Santos et al.,
2006). Tal fato pode predispor as regides dos contornos celulares a uma maior hidratagéo e a
um possivel acimulo da calda herbicida aplicada, favorecendo assim a absorcdo do
glyphosate. Logo, maior densidade de células epidérmicas implicaria maior nimero de regides
mais propensas a penetracdo do glyphosate, o que explicaria a alta correlagdo positiva entre
esta caracteristica e a porcentagem de intoxicagcdo causada por esse herbicida em eucalipto.
Assim, esse parametro mostra-se promissor para os estudos de tolerancia diferencial, podendo
ser usado na selecdo de possivels gendtipos mais tolerantes ao glyphosate. Contudo, estudos
de absor¢do, trandocacdo e metabolismo do glyphosate em eucalipto devem ser realizados
para confirmacdo dos fendmenos envolvidos com a toleréncia diferencial entre os gendtipos
dessa espécie. Adicionalmente, abordagens ultra-estruturais poderdo contribuir com
informagdes sobre a estrutura da cuticula e da parede celular em relacdo a penetragdo

diferencia do glyphosate.

3.4 CONCLUSOES

Existe tolerancia diferencial ao glyphosate, sendo E. resinifera mais tolerante que E.
urophylla, E. grandis, E. pellita e E. saligna. As cinco espécies possuem folhas glabras,
anfiestomaticas, com estbmatos do tipo anomocitico e presenca de cuticula proeminente.
Existe ata correlagdo positiva entre a intoxicagéo por glyphosate e a densidade (0,90**) e o
numero de células epidérmicas (0,94**) daface adaxial.
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4. RESPOSTAS MORFOL OGICAS DE CLONES DE EUCALIPTO SUBMETIDOS A
DERIVA DO GLYPHOSATE

Morphological responses of different eucalypt clones submitted to glyphosate drift

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da deriva simulada de
glyphosate, por meio de subdoses, no crescimento e na micromorfologia foliar de clones de
Eucalyptus spp. Utilizou-se o esquema fatorial, sendo trés clones: Eucalyptus urophylla, E.
grandis e o hibrido de Eucalyptus urophylla x E. grandis (“urograndis’) e cinco subdoses (0;
43,2; 86,4; 172,8 e 345,6 g e.a ha™ de glyphosate), no delineamento de blocos casualizados
com quatro repeticdes. A aplicacdo foi feita sobre as plantas, de modo que ndo atingisse o
terco superior, 23 dias apés o plantio das mudas. Aos 7 e 15 dias apos aplicagdo (DAA) do
glyphosate, folhas coletadas no primeiro ramo basal das plantas foram processadas segundo
metodologia usual para os estudos de micromorfologia. Os sintomas de intoxicagdo por
glyphosate foram proporcionais as doses testadas, sendo o clone de E. urophylla mais
tolerante ao herbicida que o de E. grandis e o hibrido urograndis. Os sintomas de intoxicacéo
das plantas causados pelo glyphosate foram os mesmos para os diferentes clones testados,
sendo caracterizados por murcha, clorose e encarquilhamento foliar e no caso de maiores
doses, por necroses, senescéncia foliar e morte das plantas de eucalipto. Plantas submetidas a
172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate apresentaram injUrias severas na parte aérea, o que afetou o
Seu crescimento, proporcionando menor atura, menor didmetro do caule e menor matéria seca
aos 50 dias apls aplicacdo do herbicida. Os danos micromorfoldgicos antecederam o

aparecimento de sintomas visiveis, sendo observado nos trés clones erosdo de ceras
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epicuticulares e infestagdo por hifas fungicas em plantas expostas a deriva de glyphosate. Nao
houve diferenca marcante na micromorfologia foliar que explicasse a tolerancia diferencial
entre 0s trés clones estudados. Os resultados indicam a necessidade de estudos da constitui¢céo
de ceras e cuticula de Eucalyptus spp. para elucidar os mecanismos de tolerancia diferencial

ao glyphosate entre espécies e clones de eucalipto.
Palavr as-chave: Eucalyptus spp., herbicida, cera epicuticular, fitotoxidez.

Abstract: Thiswork aimed to evaluate the effects of simulated glyphosate drift on leaf growth
and micromorphology of Eucalyptus spp. clones, using subdoses. A factorial scheme
consisting of three clones, Eucalyptus urophylla, E. grandis and the hybrid Eucalyptus
urophylla X E grandis (E. urograndis) and five sub-rates (0; 43.2; 86.4; 172.8 and 345.6 g e.a.
ha® of glyphosate) were used in a randomized block design, with four repetitions. The
herbicide was applied on the plants so as not to reach the superior third, 23 days after seedling
planting. At 7 and 15 days after application (DAA), the leaves collected from the first basal
branch of the plants were processed according to the conventional methodology used for
micromorphological studies. The effects of glyphosate drift were proportional to the rates
tested, with E. urophylla being more tolerant to the herbicide than E. grandis and E.
urograndis. Glyphosate symptoms were the same for the different clones tested, being
characterized by wilting, chlorosis and leaf curling, and, at higher rates, by necrosis, foliar
senescence and death of the eucalypt plants. Plants submitted to 172.8 and 345.6 g ha™ of
glyphosate had severe injuries in the aeria part, affecting their development, resulting in
reduced height, stem diameter and dry mass at 50 DAA. The micromorphological damages
occurred prior to the appearance of visible symptoms, with erosion of the epicuticular waxes
and fungal hypha infestation in plants exposed to glyphosate drift being observed in the three
clones. No marked difference in leaf micromorphology was observed that could explain the
differential tolerance among the three clones studied. The results show that further studies on
wax and cuticle constitution of Eucalyptus spp. are needed for the elucidation of the
mechanisms of differential tolerance of eucalypt species and clonesto glyphosate.

Keywords - Eucalyptus spp., scanning electron microscopy, herbicide, epicuticular wax,
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4.1 INTRODUCAO

A garantia de sustentabilidade e competitividade no setor florestal depende, entre
outros fatores, de uma base florestal que atenda a padrdes cada vez mais exigentes em termos
de qualidade e produtividade, o que conduz ao efetivo investimento em pesquisa e adogéo de
préticas silviculturais adequadas (Brito, 1995). Entre os fatores responsdveis pela otimizagéo
da produtividade est4 o uso de diferentes métodos de controle das plantas daninhas, isolados
ou combinados, visando eficiéncia, baixo impacto ambiental e diminuicdo dos custos de
producao.

Em é&reas de florestas plantadas, 0 manejo das plantas daninhas, nas diversas etapas do
Seu processo produtivo, € readlizado basicamente pelo emprego de métodos mecanicos e
quimicos. O método quimico merece destaque dentre as préticas adotadas pela menor
dependéncia de médo-de-obra; pelo controle eficiente, mesmo em épocas chuvosas, inclusive
de plantas com propagacéo vegetativa; por permitir o cultivo minimo e plantio direto; e por
nédo afetar o sistema radicular das culturas.

Dentre os herbicidas usados, dois se destacam no mangjo de plantas daninhas em
reflorestamentos de eucalipto: oxyfluorfen e glyphosate. Entretanto, o glyphosate vem sendo
usado em grande escala, por ser aplicado em pos-emergéncia das plantas daninhas, facilitando
operacOes em &reas de cultivo minimo (Toledo, 2003), e por exercer efetivo controle de
grande numero de espécies daninhas mono e dicotiledbneas, perenes e anuais, aém de
apresentar baixo impacto ambiental (Malik et a., 1989).

Apesar do uso freqlente do glyphosate nos reflorestamentos, pouco se sabe sobre os
efeitos dessa mol écula herbicida sobre o eucalipto. Em éreas onde o controle quimico € usado
no manejo de plantas daninhas é comum a ocorréncia de deriva, ou sgja, 0 contato da molécula
herbicida com organismos ndo alvo de areas adjacentes ou mesmo na prépria area, como é o
caso das aplicagOes dirigidas de herbicidas ndo seletivos como glyphosate.

O efeito da deriva de herbicidas é diretamente ligado & quantidade do principio ativo
que chega as culturas, que por sua vez depende das doses recomendadas para controle das
plantas daninhas e das condi¢bes de aplicacdo. Segundo Rodrigues e Almeida (1998), as doses
recomendadas do glyphosate para o eucalipto variam muito, sendo de 0,36 a 2,16 kg ha para
controle de espécies anuais e perenes. Nas éreas onde o glyphosate tem sido usado no
controle de plantas daninhas em reflorestamentos de eucalipto, a presenca de toxidez na parte
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aéreatem sido verificada, principalmente em plantas jovens e em brotacdes, no caso darebrota
de cepas de eucalipto.

Varios sdo os trabalhos envolvendo o conceito de “derivasimulada’ (Bailey e Kapusta,
1993), visando estudar os efeitos de diferentes formulagtes herbicidas sobre as mais diversas
culturas. Entretanto, ha uma grande variac&o nas subdoses utilizadas nesses estudos.

Alguns parémetros foliares podem ser utilizados para quaificar e/ou quantificar a
influéncia de substancias toxicas sobre as plantas, entre eles. lesdes foliares e crescimento
(Prado-Filho, 1993; Silva et a., 2000; Soda et al., 2000; Fornasiero, 2001, 2003); alteracdes
causadas na micromorfologia foliar (Chaves et al., 2002); e aspectos anatbmicos e ultra-
estruturais (Silva et a., 2000; Fornasiero, 2001; Chaves et a., 2002; Reig-Armifiana et al.,
2004).

Na prética, pouco se sabe sobre o comportamento dos diferentes materiais genéticos
cultivados quando expostos a deriva do glyphosate e quais os efeitos diretos e indiretos desta
molécula herbicida no eucalipto.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos da deriva ssmulada de glyphosate no
crescimento e na micromorfologia foliar de clones de Eucalyptus spp., fornecendo subsidios
gue caracterizem atoleréncia dessas plantas ao herbicida.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em ambiente desprotegido, em é&rea pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa, no periodo de 12 de abril a 15
de junho de 2004. Na Figura 1 estéo representados os dados de temperatura maxima (Tmax),
temperatura minima (Tmin), temperatura média (Tméd) e umidade relativa (UR) referentes ao

periodo de conducdo do experimento.
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Figura 1 — Médias semanais de temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Tmin),
temperatura média (Tméd) e umidade relativa (UR) referentes ao periodo de 12 de abril a
15 de junho de 2004.

Para o ensaio, foram usados os clones: 15 - hibrido de Eucalyptus urophylla S.T. Blake
x E. grandis W. Hill ex. Maiden (hibrido urograndis), 72 - E. urophylla S.T. Blake e um clone
de E. grandis W. Hill ex. Maiden, ambos cedidos pela Celulose Nipo-Brasileira SA.
(CENIBRA). As mudas, com trés meses de idade e aproximadamente 30 cm de altura, foram
plantadas em vasos com 10 L de solo argiloso, adubados com 216,6 g de N-P-K (6-30-6) e 12
g de calcéario na propor¢do de CaMg = 4:1 equivalentes, sendo utilizados na adubacéo de
cobertura 6 g por vaso de N-P-K (20-5-20) aos 15 dias ap6s o plantio das mudas (DAP) e trés
aplicacdes de 4 g por vaso de (NH,4)>SO, aos 40, 60 e 80 DAP. Utilizou-se o esquemafatorial,
sendo trés clones e cinco doses de glyphosate no delineamento de blocos casualizados com
quatro repeticdes, em que cada vaso representava a parcela experimental. As doses aplicadas
foram de 43,2; 86,4; 172,8 e 345,6 g e.a. ha™ de glyphosate, correspondentesa 3, 6, 12 e 24%
da dose de 1.440 g. ea ha' de glyphosate, respectivamente na formulagdo sal de

isopropilamina (Roundup CS), mais a testemunha sem herbicida (dose 0). As doses foram
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aplicadas sobre as plantas, de modo que n&o atingisse o terco superior, 23 dias apds o plantio
das mudas de eucalipto, que apresentavam cerca de 35 cm de altura. Na aplicagéo utilizou-se
pulverizador costal com pressdo constante mantida a CO,, munido de barra com dois bicos
tipo leque TT 11002 espacados de 0,5 m, operando a 250 kPa de presséo e trabalhando com
volume de calda correspondente a200 L ha*. No momento da aplicacgo a umidade relativa do
ar encontrava-se a 85% e atemperaturaerade 21° C.

Apbs a aplicagdo do herbicida, foram observadas, diariamente, possiveis ateractes
morfoldgicas na parte aérea das plantas; aos 7, 15, 30 e 45 dias apés a aplicagdo (DAA),
determinou-se a porcentagem de intoxicacdo em relacdo a testemunha, segundo Frans (1972),
em gue 0% corresponde a auséncia de sintomas visiveis e 100% a morte das plantas.

Para microscopia eletrénica de varredura, foram retiradas amostras dos trés clones nas
doses de 0 e 6% (84,6 g e.a. ha* de glyphosate), com aproximadamente 0,5 cm?, na porcao
mediana de folhas do terceiro n6 do primeiro ramo basal das plantas de eucalipto, aos 7 e 15
DAA. Todas as amostras coletadas do tratamento com glyphosate eram de regifes sem
sintomas visiveis. As amostras para microscopia eletronica de varredura foram fixadas em
Karnovisk (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,05M, pH 7,2)
e pos-fixadas em tetroxido de 6smio (1%). Apos a desidratacéo do material em série etandlica,
foi feita a secagem ao ponto critico, utilizando-se CO, em equipamento Balzers (modelo CPD
020, Bal-Tec, Liechtenstein). Posteriormente, os fragmentos foram aderidos ao suporte (stubs)
para metalizagdo com ouro palédio em Metalizados Balzer (modelo FDU 010, Bal-Tec,
Liechtenstein) de acordo com metodologia proposta por Bozzola e Russell (1992). As
observaces e a documentacdo fotografica foram feitas utilizando-se microscépio eletrénico
de varredura (modelo Leo 1430V P, Zeiss, Cambridge, England).

Aos 50 DAA, foram anotados os dados de atura das plantas (regi&o entre o coleto e 0
dpice das plantas) e de didmetro do caule a1 cm do solo. Em seguida, a parte aérea das plantas
foi cortada naregido do coleto, embalada em sacos de papel e mantida em estufa de ventilacéo

forcada (65 + 3°C) até atingir peso constante, para obtencdo da massa seca.
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4.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

Sintomatologia

A intoxicacdo das plantas, verificada aos 7, 15, 30 e 45 dias ap6s aplicacdo (DAA),
variou de acordo com as doses testadas (p < 0,01), sendo tanto maior quanto maiores as doses
de glyphosate (Figura 2).

Os primeiros sintomas de intoxicagdo foram observados aos 4 DAA, nos trés clones de
eucalipto. Aos 7 DAA esses sintomas foram caracterizados por murcha, clorose e enrolamento
das folhas dos épices das plantas pulverizadas com calda contendo concentragdes superiores a
86,4 g ha* de glyphosate; necroses foram observadas, em maior intensidade, em plantas de E.
grandis e do hibrido urograndis tratadas com 172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate (Figura 3).
Plantas de E. grandis pulverizadas com 3456 g ha’ de glyphosate apresentavam, aos 15
DAA, praticamente toda a éarea foliar necrosada (Figura 3l). Nesta mesma época, leves
sintomas de intoxicagdo eram visiveis nos trés clones tratados com 43,2 g ha* de glyphosate,
mais intensamente em E. grandis. Entretanto, estes desaparecem aos 45 DAA, indicando total
recuperacdo das plantas tratadas com 43,2 g ha* de glyphosate.

Sintomas foliares semelhantes em plantas do hibrido urograndis, pulverizadas com
172,8 e 345,6 g ha' de glyphosate, foram relatados por Tuffi Santos et al. (2005). A clorose
pode ser resultado da degeneragdo dos cloroplastos (Campbell et al., 1976) e/ou dainibicdo da
formacéo de clorofila (Cole et a., 1983) em plantas tratadas com glyphosate. A ocorréncia de
cloroses também tem sido relatada em resposta a outras substancias fitotdxicas, como o fluor,
tanto em espécies mono (Chaves et a., 2002) como em dicotileddneas (Silvaet al., 2000).

Eucalyptus grandis foi mais suscetivel ao glyphosate, apresentando morte de 75% das
plantas tratadas com 345,6 g ha™ desse herbicida aos 30 DAA, enquanto E. urophylla e o
hibrido urograndis apresentavam, respectivamente, 15 e 0% das plantas mortas. Essa diferenca
foi bem visivel aos 45 DAA, quando a dose de 345,6 g ha* de glyphosate causou intoxicacso
de 96,3% em E. grandis, comparada com 87,5 e 77,5% no hibrido urograndis e em E.
urophylla, respectivamente (Figura 2).

Plantas submetidas a 172,8 g ha* de glyphosate emitiram novas brotacdes, porém com
sintomas de intoxicacdo em E. urophylla e, em menor intensidade, no hibrido urograndis.

Quando submetidos a 345,6 g ha* de glyphosate, esses dois gendtipos ndo emitiram novas
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brotagdes, 0 mesmo sendo verificado em plantas de E. grandis tratadas com 172,8 e 345,6 g
ha™ de glyphosate.

Quando o glyphosate é usado no controle da rebrota das cepas em diferentes clones de
eucalipto, ocorrem brotacdes com sintomas de intoxicagdo. Tuffi Santos et a. (2005) também
descreveram a emissdo de brotacdes normais e brotagdes com sintomas de intoxicacdo, em
plantas de eucdipto submetidas as doses de 172,8 e 3456 g ha® de glyphosate,
respectivamente. Magalhdes et a. (2001ab), trabalhando com simulacdo de deriva do
glyphosate nas culturas de milho e sorgo, respectivamente, observaram queda na producéo e
necroses na parte aérea das plantas tratadas com doses superiores a 115,2 g ha* de glyphosate.

A dtura, o didmetro e a massa seca das plantas diferiram (p < 0,01) entre as doses
testadas (Figura 4), havendo variag&o entre os clones para o didmetro e a massa seca seca das
plantas (p < 0,01), o que ndo foi verificado naaltura das plantas (p > 0,05).

Plantas submetidas a 172,8 e 345,6 g ha* de glyphosate apresentaram menores alturas,
diametro e massa seca, enquanto as plantas dos demais tratamentos néo diferiram entre si, em
relacdo a essas caracteristicas. As injurias severas gque levaram a0 ndo crescimento e a
senescéncia das folhas justificam a diminuicdo da atura, do didmetro e da matéria seca
observada nas plantas expostas as mai ores doses.

Observou-se maior severidade das injurias em plantas mais jovens (25 dias apés o
transplantio) tratadas com glyphosate que aquela observada por Tuffi Santos et al. (2005) em
plantas com maior tempo de cultivo (45 dias ap0s o transplantio) sob tratamentos semel hantes.
Assim, quanto maior 0 tempo entre o transplantio e a intervencdo com controle quimico na
cultura do eucalipto, menores seréo 0s riscos com a deriva do glyphosate. Entretanto, aalturae
a densidade de infestac&o das plantas daninhas devem ser monitorados, devido a interferéncia

que exercem na cultura e &s dificuldades operacionais que impdem.
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Figura 2 - Porcentagem de intoxicacdo de plantas de eucalipto submetidas a deriva do
glyphosate, aos 7, 15, 30 e 45 dias apos aplicacdo (DAA) (- Eucalyptus grandis; ----

hibrido urograndis; — E. urophylla).
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" Tegemunha 7 DAA 15 DAA

Figura 3 - Aspecto de folhas de eucalipto submetidas a deriva de glyphosate (dose = 345,6 g
ha'). A — C = hibrido urograndis; D — F = Eucalyptus urophylla; G — | = E. grandis. DAA
= dias apbs aplicacdo (Barra= 2 cm).
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Figura 4 - Altura, didmetro do caule e matéria seca de plantas de trés clones de eucalipto
submetidos a deriva simulada do glyphosate, aos 50 dias ap0s aplicacdo (—— Eucalyptus

grandis; - hibrido urograndis, — — E. urophylla).
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Microscopia eletronica de varredura

Nenhum dano visivel avista desarmada foi verificado nas folhas das plantas, coletadas
para andlise microscopica de varredura, sob aplicacso de 86,4 g ha* de glyphosate. Porém, as
analises micromorfologicas das amostras desse tratamento evidenciaram alteracbes na
superficie epidérmica, quando comparadas com as plantas testemunhas, do hibrido urograndis
(Figura 5), E. grandis (Figura 6) e E. urophylla (Figura 7), evidenciando a importancia dos
estudos de micromorfologia foliar na caracterizagdo de injUrias, provocadas pela deriva do
glyphosate, que antecedem o surgimento de danos visuais. Os estudos de micromorfologia
também sdo amplamente utilizados para avaliar danos causados por outras substancias
fitotéxicas (Turunen e Huttunen, 1991; Turunen et al., 1995; Chaves et al., 2002).

O hibrido urograndis apresentou placas de ceras e estdmatos nas faces adaxia (Fig.
5A) e abaxia (Figura 5D) das folhas. As plantas submetidas a 86,4 g ha' de glyphosate
apresentaram, na epiderme da face adaxial, aos 7 (Figura 5B) e 15 (Figura 5C) DAA do
herbicida, perda de ceras epicuticulares e presenca de hifas fungicas, respectivamente. A
erosdo de ceras epicuticulares (Figura 5E) também ocorreu na superficie abaxial da folha, aos
7 DAA. O achatamento da superficie epidérmica (Figura 5F), observado aos 15 dias apés o
tratamento, provavelmente é decorrente da perda da turgidez das células da epiderme da face
abaxial levando a formagdo de depressdes, também relatada, em resposta a poluentes, em
Glycine max (Azevedo, 1995), Panicum maximum e Chloris gayana (Chaves et al., 2002).

Em E. grandis observou-se que as células epidérmicas que recobrem as cavidades
secretoras do mesofilo (overlying cells) apresentam formato distinto das demais (Figura 6A).
A perda de cera epicuticular (Figura 6D) foi observada na superficie adaxial das folhas
submetidas ao glyphosate 7 DAA, o que favoreceu a infestagcdo por fungos, conforme as hifas
observadas aos 15 DAA do herbicida (Figura 6B). Tais fungos sdo responsaveis pela
dissolucdo localizada das ceras nas regides infestadas (Figura 6B). A face adaxial da epiderme
do tratamento controle € mostrada na Figura 6C. A perda de ceras epicuticulares e a
obliteracdo dos estdbmatos pela cera erodida foram observadas nas amostras coletadas 15 dias
ap6s aplicacdo de 86,4 g ha* de glyphosate (Figura 6D).



Figura 5 — Hibrido urograndis — Superficie da lamina foliar a0 microscopio eletrénico de
varredura. (A-C) Superficie adaxial. (D-F) Superficie abaxial. (A) Seta indica estébmato no
tratamento controle. (B) Hifa fungica (seta) na regido com perda de cera epicuticular
(estrelas) 7 dias apds exposicio ao herbicida. (C) Area colonizada por hifas fungicas
(setas): estrelas indicam areas com erosdo de cera epicuticular 15 dias apos o tratamento
com glyphosate. (D) Setas indicando estdmatos no tratamento controle. (E) Erosao de ceras
epicuticulares (estrelas) 7 dias apos exposicao ao tratamento. (F) Area com depressdes no
relevo (seta) 15 dias apos o tratamento. Barras = 10 um.
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varredura. (A e B) Superficie adaxial. (C e D) Superficie abaxial. (A) Overlying cell no
tratamento controle. (B) Hifas flngicas (setas) nas regibes com perda de ceras
epicuticulares (estrelas), 15 dias apos exposi¢do ao herbicida. (C) Tratamento controle. (D)
Erosdo das ceras epicuticulares na regido afetada e estdmatos obliterados (setas), em
destaque no detalhe, 7 dias apos aplicacdo do herbicida. Oc, overlying cell (células de
cobertura); S, estdbmatos; At, tecido afetado; Ht, tecido ndo afetado. Barras = 10 pm.

A superficie adaxial de plantas testemunhas de E. urophylla apresenta relevo e limites
celulares bem definidos (Figura 7A). Ceras com aspecto amorfo foram observadas, na
superficie adaxial das amostras foliares, aos 7 DAA do glyphosate (Figura 7B). A eroséo de
ceras epicuticulares e ainfestagdo por hifas fungicas em E. urophylla so foram observadas nas
amostras coletadas aos 15 DAA do glyphosate (Figura 7C). Regides da epiderme da face
abaxia colonizadas por uma massa de hifas fungicas apresentaram depressdes no relevo 7 dias
apos aplicacdo do herbicida (Figura 7E), como observado no hibrido urograndis (Figura 5) 15
dias ap0s exposicdo ao glyphosate.

A erosdo de ceras epicuticulares pelo glyphosate e o conseqiente atague de fungos
também foram evidenciados, através de estudos de micromorfologiafoliar, em Pinus sylvestris
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e Picea abies, submetidos a chuva écida (Turunen et al., 1995). A erosdo de ceras pode ser
atribuida & presenca de adjuvantes nas formulacfes herbicidas comercializadas, que visam
aumentar a penetracéo do produto ativo nas plantas a serem controladas. No caso da deriva do
glyphosate, esses adjuvantes podem maximizar os problemas do contato indesgado do
herbicida com plantas de eucalipto, uma vez que, além da intoxicacdo, a remogdo das ceras
pode facilitar a infeccdo por fungos fitopatogénicos. A erosdo das ceras pela formulagédo
herbicida usada aumenta a afinidade da superficie da folha pela dgua. Segundo Barthlott
(1981), superficies “molhaveis’, ou segja, que apresentam filme de agua, sdo favoraveis a
colonizagdo por microrganismos. A perda de ceras observada em Pinus sylvestris devido a
chuva é&cida foi ocasionada pela reac8o quimica direta entre as ceras ou Seus precursores e a
solugdo contendo o agente estressante (Turunen e Huttunen, 1991).

Adicionalmente a esses fatos, Rizzardi et al. (2003) relatam que o glyphosate pode
facilitar 0 ataque de patdgenos em plantas. Subdoses do herbicida podem causar reducdo do
acumulo tanto de fitoalexinas quanto de lignina (Lévesgue e Rahe, 1992), consideradas
barreiras fisico-fisiol6gicas da planta.

Nas observagdes micromorfol égicas, ndo foram encontradas diferencas marcantes que
explicassem a diferenca de tolerancia ao glyphosate entre os clones estudados. A toleréncia de
plantas ao glyphosate pode ser atribuida a penetragdo ou translocacéo diferencial (Sandberg et
a., 1980; D’Anieri et a., 1990; Satichivi et al., 2000; Monquero et a., 2003). As taxas de
absorcdo foliar de herbicidas e, consegiientemente, sua eficacia estéo diretamente ligadas aos
tipos de estruturas encontradas na folha e a permeabilidade da cuticula (Baker, 1982), que, por

suavez, dependem da constituicdo e da polaridade dos componentes cuticul ares.
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Figura 7 — Eucalyptus urophylla — Superficie da lamina foliar ao microscopio eletrénico de
varredura. (A-C) Superficie adaxia. (D e E) Superficie abaxial. (A) Tratamento controle.
(B) Regido com perda de cera epicuticular (estrela), 7 dias apos exposi¢do ao glyphosate.
(C) Hifafungica (seta) préxima aregides com perda de cera epicuticular (estrelas), 15 dias
apos exposicdo ao glyphosate. (D) Tratamento controle. (E) Células epidérmicas com
perda de turgidez e superficie colonizada por hifas fungicas (seta), 7 dias apds exposi¢ao
a0 tratamento. Oc, overlying cell (células de cobertura); S, estbmato; P, céulas
plasmolizadas. Barras = 10 um.
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Estudos mostram que nos estbmatos, onde a cuticula sobre as células-guarda apresenta-
se mais fina e mais permeavel a substéncias polares, em razdo do menor teor de cera
epicuticular, tem-se uma possivel via de penetracdo de herbicidas (Hess & Falk, 1990;
Schreiber, 2005). Esse fato pode favorecer a penetracdo do glyphosate em plantas cuja
presenca de estdmatos seja grande, principalmente na face adaxial da epiderme foliar, onde o
contato com a calda herbicida aplicada € mais provavel. Os trés clones de eucalipto estudados
apresentam estdbmatos nas duas faces da epiderme, porém o nimero reduzido de estdmatos na
face adaxial torna-se limitante para uma boa absorcéo do glyphosate por esta via.

Plantas de eucaipto expostas a deriva simulada de glyphosate apresentam, com
fregliéncia, células epidérmicas mortas pela agdo do herbicida (Tuffi Santos, 2005). Segundo
esses autores, células mortas na epiderme podem se constituir em uma via facilitadora da
entrada de patdgenos em plantas de eucalipto expostas a deriva de glyphosate.

O herbicida glyphosate possui baixo Kow, apresentando pouca afinidade a lipidios
(Kirkwood, 1999); portanto, ceras epicuticulares com grande quantidade de compostos
apolares podem representar uma barreira a penetracdo desse herbicida. A difusdo do
glyphosate pela cuticula de cinco espécies, estudada por Subramaniam e Hoggard (1998), foi
considerada baixa, sendo ligeiramente melhorada apds a extragdo da cera epicuticular. Os
autores concluem que para produtos hidrofilicos, como o glyphosate, as ceras ndo sdo a
principal barreira a difusdo de herbicidas. Por sua vez, a matriz de polimeros que congtitui a
cutinaseriaareal barreiraadifusio do glyphosate através da cuticula.

Assim, faz-se necessario um estudo da constituicdo de ceras e cuticula que possa
fornecer subsidios que expliquem a tolerancia diferencial entre E. grandis, hibrido urograndis

e E. urophylla ao glyphosate.
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4.4 CONCLUSDES

Os efeitos da deriva do glyphosate foram proporcionais as doses testadas, sendo o clone
de E. urophylla mais tolerante ao herbicida que o de E. grandis e ao hibrido urograndis

Os sintomas do glyphosate foram os mesmos nos diferentes clones testados, sendo
caracterizados por murcha, clorose e encarquilhamento foliar e, no caso de maiores doses, por
necroses, senescénciafoliar e morte dos ponteiros. Os danos micromorfol 6gicos antecederam o
aparecimento de sintomas visiveis a vista desarmada, havendo erosdo de ceras epicuticulares e
infestacéo por fungos.

As doses de 43,6 e 86,4 g ea ha’ de glyphosate causaram leves sintomas de
intoxicagdo nas plantas dos trés clones, havendo com o tempo total recuperagdo daguelas
tratadas com 43,6 g e.a ha™.

Plantas submetidas a 172,8 e 345,6 g e.a. ha* de glyphosate tiveram injlrias severas na
parte aérea, 0 que afetou 0 seu desenvolvimento, apresentando menor altura, menor didmetro

do caule e menor massa seca em relacéo a testemunha.
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5. EFEITOSDO GLYPHOSATE SOBRE A RESISTENCIA A FERRUGEM (Puccinia
psidii) DO EUCALIPTO

Glyphosate effects over theresistance to eucalyptusrust (Puccinia psidii)

Resumo: O glyphosate € o herbicida mais usado no controle de plantas daninhas em eucalipto,
atuando diretamente na rota do acido chiquimico, principal via de formagdo de compostos
ligados a defesa das plantas, como: lignina, acido salicitico e fitoalexinas. Assim, o contato do
glyphosate, via deriva, com as folhas do eucalipto pode apresentar conseqiiéncias importantes
sobre a resisténcia a doengas. Assim objetivou-se neste estudo avaliar o envolvimento do
glyphosate, via deriva, na severidade da ferrugem causada por Puccinia psidii em gend6tipos de
eucalipto com diferentes niveis de resisténcia ao patdgeno, apos inoculacdo em ambiente
controlado. Mudas de quatro clones, dois heterozigotos resistentes a ferrugem (G21 e 6021) e
dois homozigotos suscetiveis (9838 e 531) foram submetidas a subdoses de 0 (testemunha);
28,8; 57,6; 86,4 e 115,2 g ha™* de glyphosate simulando deriva. Trés dias apds a simulacéo da
deriva do glyphosate, as plantas foram inoculadas com isolado UFV1 de P. psidii obtido de
Eucalyptus sp., na regido de Itapetininga, SP. Aos 21 dias ap6s a inoculagdo, avaliou-se a
intensidade de ferrugem utilizando-se uma escala diagramética com quatro classes de
severidade (SO e S1 resistentes a ferrugem e S2 e S3 suscetiveis), o nimero de pUstulas’cm? de
area foliar, a &rea lecionada pela ferrugem, o niimero médio de uredinidsporos/cm? de &rea
foliar, o nimero médio de urediniésporos/pustula e a porcentagem de intoxicacdo pelo
glyphosate. O clone 531 foi 0 mais suscetivel ao glyphosate, enquanto o G21 apresentou maior

63



tolerancia ao herbicida. A deriva de glyphosate ndo alterou o nivel de resisténcia a ferrugem
nos genotipos resistentes (6021 e G21) que apresentaram auséncia de pustul as nas fol has, tanto
em plantas expostas a deriva do glyphosate quanto nas testemunhas. Para os clones
suscetivels, manteve-se a suscetibilidade a ferrugem, constatando-se maior densidade de
pustulas e maior porcentagem de érea afetada no clone 9838. Nos clones suscetivels a
ferrugem observou-se, com o aumento das doses de glyphosate, a tendéncia de diminuigcdo da
severidade da doenga, principalmente no clone 531. Esse fato pode ser atribuido ao efeito da
formulacdo herbicida nos processos de infeccédo e sobrevivéncia do fungo. Conclui-se que o
glyphosate, em deriva, ndo afetou a resisténcia do eucalipto a Puccinia psidii e que existe
tolerancia diferencial entre os clones ao herbicida.

Palavras-chave: Puccinia psidii, herbicida, doenga de plantas, Eucalyptus spp.

Abstract: Glyphosate isthe most utilized herbicide for controlling weeds in eucalypt, working
directly on the route of shikimic acid, the main via for the formation of compounds connected
with the plant natural defenses such as: lignin, salicytic acid and phytoalexins. Thus the
glyphosate contact with the leaves of the plant through drift may present important
consequences over the resistance to diseases. Based on that, it has been our aim to evaluate the
involvement of glyphosate, through drift, over the severity of rust caused by Puccinia psidii on
genotypes with different levels of resistance to the patogen, after inoculation in controlled
environment. Saplings of four clones, two resistant heterozugotes to rust (G21 and 6021) and
two susceptible homozygotes (9838 and 531) have been submitted to subdoses of O (control);
28,8; 57,6; 864 and 1152 g ha’ of glyphosate simulating drift. Three days after the
simulation, the plants were inoculated with UFV1 isolated of P. psidii obtained from
Eucalyptus sp, from Itapetininga region. At day 21 after inoculation, it was evaluated the
intensity of rust by means of a diagrammatic scale with four classes of severity (SO and S2
resistant to rust and S2 and S3 susceptible), pustules number/cm? of leaf area, affected area by
rust, the average number of urediniospores/cm?, glyphosate percentage intoxication, average
number of urediniosporos/pustule. Clone 531 has been the most susceptible of all while G21
presented the highest tolerance to the herbicide. The drift has not changed the level of
resistance to rust in respect to the resistant genotypes (6021, G21) which presented no pustule
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both in plants exposed to drift and also in the control plants. In respect to the susceptible
clones, the susceptibility has been kept, being then evident a higher pustuli density and higher
percentage of affected area for clone 9838. For some susceptible to rust, it has been observed,
as dosages increased, the reduction in tendency of severity especialy for clone 531. This fact
may be attributed to the effect of herbicide formulation on the processes of infection and
fungus survival. It has been concluded that glyphosate drift has not affected eucalyptus
resistance to Puccinia psidii and that there is differential tolerance to the herbicide among

clones.

Keywords: Puccinia psidii, herbicide, disease, Eucal yptus spp.

5.1 INTRODUCAO

A ferrugem causada por Puccinia psidii Winter é atualmente uma das principais
doencas do eucalipto no Brasil, causando prejuizos em viveiro e no campo, sendo as plantas
suscetivels ao patdgeno até o estadio fenoldgico B, com cercade 3 a4 m de atura. O controle
baseia-se principalmente no uso de espécies, clones e progénies resistentes. O uso de alguns
fungicidas, o plantio e o corte raso capaz de possibilitar o crescimento das plantas no campo
em épocas desfavoraveis ao patdgeno também sdo praticas eficientes de controle da doenca
(Alfenaset a., 2004).

A heranca da resisténcia a P. psidii em Eucalyptus grandis é condicionada por um
gene de efeito principal, denominado Ppr-1, cujo conhecimento possibilitou a identificagdo e
selecdo de gendtipos homozigaticos e heterozigoticos para resisténcia, bem como de gendtipos
suscetivels (Junghans et a., 2003).

Atualmente, tem-se levantado a hipétese de associacdo dos danos causados pela deriva
do glyphosate com o aumento de incidéncia e severidade da ferrugem do eucalipto. A
intoxicagcdo do eucalipto por glyphosate, via deriva, caracteriza-se pela presenca de folhas
cloréticas, evoluindo em alguns casos para necroses, superbrotamento e reducdo do
crescimento da planta. Outros distirbios e alteracbes morfologicas do eucalipto, como

senescéncia acentuada de folhas e morte dos ponteiros, tém sido atribuidos aos efeitos do
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glyphosate. A deriva pode acarretar prejuizos no desenvolvimento do eucalipto ou mesmo a
diminuicdo do estande, devido a morte de plantas mais jovens (Tuffi Santos et al., 2005).

O glyphosate € um herbicida sistémico, ndo seletivo, aplicado em pos-emergéncia e de
amplo espectro de controle, sendo o principa produto ativo utilizado no controle de plantas
daninhas em areas de reflorestamento de eucalipto. Seu mecanismo de acdo interfere na rota
do é&cido chiquimico, cujos produtos alimentam a produgdo de vérios compostos, muitos deles
envolvidos na defesa de plantas, destacando-se: taninos, antocianinas, acido salicilico, lignina,
flavonas, isoflavonas e cumarinas (Buchanan et al., 2000; Sriwastava, 2001).

Além dos efeitos diretos do glyphosate nas plantas, o herbicida pode estar favorecendo
a infeccdo do eucalipto por patdgenos, devido a queda das defesas da planta causada pelo
comprometimento ou interrupgdo da sintese de lignina, fitoalexinas (Lévesgque e Rahe, 1992;
Rizzardi et al., 2003) e de outros compostos.

Diante da importancia do uso do glyphosate em &reas de florestas plantadas objetivou-
se avaliar 0 seu envolvimento, via deriva, na severidade da ferrugem causada por Puccinia

Psidii em gendtipos de eucalipto com diferentes niveis de resisténcia a doenga.
5.2 MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se mudas de quatro clones de E. grandis da Suzano — Bahia Sul S.A., sendo
dois heterozigotos resistentes a ferrugem do eucalipto (6021 e G21) e dois suscetiveis (531 e
9838). As mudas foram padronizadas quanto a atura e idade, sendo, posteriormente,
transplantadas e cultivadas em vasos de 6 L contendo substrato constituido de 3/4 de solo
argiloso e 1/4 de areia, adubado com 120 g de N-P-K (6-30-6) e 7,2 g de calcario na proporcao
de CaMg = 4:1 equivalentes. Ap0Os o transplantio, realizaram-se adubagdes quinzenais de
cobertura com 1,5 g por vaso de Ouro Verde (15-15-20 de N-P-K + peguenas quantidades de
Ca, S, Mg, B, Zn, Mn e Fe), previamente dissolvido em 100 mL de agua.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com cinco
repeticbes, montado no esquema fatorial 5 x 4 (cinco subdoses e quatro clones), sendo
considerado como parcela experimental cada vaso contendo uma planta. As plantas de
eucalipto receberam as subdoses de 28,8; 57,6; 86,4 e 115,2 g ha* de glyphosate simulando
uma deriva, aplicado como solugdo aquosa da formulagdo comercial Roundup NA. Como

comparacao, aplicou-se dgua no grupo de plantas correspondentes a testemunha (subdose 0).

66



A aplicacdo foi realizada diretamente sobre as plantas, que se encontravam com 30
dias apds o transplante e aproximadamente 0,4 m de altura, utilizando pulverizador costal com
presséo constante, pressurizado a CO,, munido de barra com dois bicos com pontas tipo leque
TT 11002, operando a 250 kPa de pressdo e volume de calda correspondente a 200 L.ha™.

Dois dias ap6s a ssimulagéo da deriva do glyphosate, as plantas foram inoculadas com
um isolado UFV-1 de P. psidii obtido de Eucalyptus sp., na regido de Itapetininga, SP. O
isolado foi previamente multiplicado em mudas de jambeiro (Sygyzium jambos), e 0s esporos
produzidos coletados aos 12 dias apds a inoculagdo, suspensos em agua com Tween 80
(0,05%) e atomizados (2 x 10* urediniésporos mL™) homogeneamente em ambas as faces do
limbo foliar, com o auxilio de atomizador De Vilbss n° 15, acoplado a um compressor elétrico
(0,6 — 0,8 kgf cm™). As mudas inoculadas foram mantidas em camara de nevoeiro, no escuro
por 24h, e posteriormente levadas para cAmara de crescimento a 22° C, com fotoperiodo de 12
horas (Ruiz et al., 1989) e intensidade luminosa de 40 umoles de fétons m?s*. As avaliagtes
foram realizadas aos 21 dias apds a inoculacdo, utilizando-se uma escala diagramética com
quatro classes de severidade (SO, S1, S2 e S3), de acordo com Junghans et al. (2003), sendo
plantas com SO e S1 resistentes aferrugem e S2 e S3 suscetiveis. Na haste principal das mudas
foram selecionadas, no segundo par de folhas apical, folhas totalmente expandidas
representativas do estado de infecgéo da planta, sendo estas fotografadas e digitalizadas, para
quantificacdo do niumero médio de pustulas por area foliar, da porcentagem de érea afetada
pelaferrugem e da area média por pustula. Apods a digitalizagdo, retiraram-se quatro discos, de
1,2 cm de didmetro, da regido central de cada folha. Os quatro discos coletados por folha
foram colocados em tubos de ensaio contendo 3 mL de agua + Tween 80 (0,1%) e agitados em
vortex por trés minutos, realizando-se duas leituras por tubo em cémara de Neubauer, para
determinacdo do numero medio de urediniosporos por area foliar. Com 0 nimero de pustulas
por areafoliar e de uredinidsporos por area, pdde-se obter 0 nimero médio de uredinidsporos
produzidos por pustula.

Além do efeito do herbicida sobre a intensidade da ferrugem, foram avaliadas
diariamente possivei s modificacdes morfol 6gicas na parte aérea das plantas e, aos 21 dias apos
a aplicacéo (DAA), fez-se a avaliagdo visual da porcentagem de intoxicagdo causada pelo
glyphosate em relacéo a testemunha, em escala de 0 a 100, em que 0% corresponde a auséncia
de sintomas visiveis e 100% a morte das plantas (Frans, 1972).
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Os dados foram submetidos a andlise estatistica pelo Teste F a 5% de probabilidade,
sendo gjustadas equacOes de regressdo para intoxicagdo das plantas, area afetada com

ferrugem, nimero de uredinidsporos por pustulas e nimero de uredinidsporos por areafoliar.

5.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

Plantas tratadas com glyphosate, nas subdoses superiores a 57,6 g ha*, apresentaram
sintomas de murcha e cloroses nas regides apicais da parte aérea, verificados a partir do sexto
dia apos aplicacdo (DAA). Necroses, localizadas principalmente nos bordos foliares, eram
visiveis em plantas expostas a 115,2 g ha' de glyphosate. Os sintomas foliares observados
estdo de acordo com os descritos por Tuffi Santos et al. (2005) e Tuffi Santos et al. (2006a)
para clones de eucalipto submetidos a deriva simulada de glyphosate. Sintomas semelhantes
foram observados em outras espécies herbaceas e arboéreas submetidas a deriva de glyphosate,
como algodéo (Miller et a., 2004; Y amashita e Guimaraes, 2005), varjdo (Parkia multijulga)
(Yamashita et al., 2006) e teca (Tectona grandis) (Vieiraet al., 2006).

A intoxicacdo das plantas variou de acordo com as subdoses dos herbicidas testados
(p<0,05) aos 21 DAA, sendo tanto maior quanto maiores as subdoses de glyphosate. O clone
531 foi o mais suscetivel ao glyphosate, alcangando 20% de intoxicagdo aos 21 DAA em
plantas expostas a 115,2 g ha' de glyphosate (Figura 1). Por outro lado, o clone G21
apresentou maior tolerancia ao herbicida, chegando a apenas 6,8% de intoxicacdo na maior
subdose de glyphosate (Figura 1). Os resultados confirmam a diferenca de toleréncia ao
glyphosate entre os clones. O comportamento diferencial entre os gendtipos submetidos a
deriva de glyphosate foi relatado por Tuffi Santos et al. (2006a), em que o clone de E. grandis
foi mais suscetivel ao herbicida que clones de E. urophylla e hibrido urograndis. Em trabalho
semelhante, Tuffi Santos et al. (2006b) constataram maior tolerdncia ao glyphosate em E.
resinifera, quando comparado aE. grandis, E. urophylla, E. saligna e E. pellita.
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24 e 531: Y = 22,77/(1 + exp(-(X — 77,71)/19,83)), R?=0,98;
—— 9838 Y =13,69/(1 + exp(-(X — 82,64)/26,84)), R?>=0,74;

221 _._ G21: Y =9,15/(1 + exp(-(X — 92,03)/22,37)), R?=0,97;

20 4 — G602L: Y =11,23/(1 + exp(-(X —58,23)/9,54)), R®=099 o
18 - '

16

% de intoxicacdo

0.0 28.8 57.6 86.4 115.2
g ha™ de glyphosate

Figura 1- Porcentagem de intoxicagdo de clones de eucalipto submetidos a deriva simulada
com glyphosate, 21 dias ap0s aplicagéo.

N&o se observou ocorréncia de pustulas nos clones resistentes a ferrugem, G21 e
G6021, independentemente do tratamento ou ndo com glyphosate (Tabela 1), sendo atribuida
nota SO de severidade. Esses resultados indicam que a deriva de glyphosate ndo quebrou a
resisténcia a Puccinia psidii em se tratando dos gendtipos heterozigoto para resisténcia
(G6021 e G21).

Entre os clones 531 e 9838, suscetiveis a ferrugem, houve diferenca para érea afetada
pela ferrugem (p < 0,10), nimero de pustulas por area (p < 0,10), nimero de uredinidsporos
por pustula (p < 0,05) e nimero de urediniésporos por area foliar (p < 0,05); o que ndo foi
observado (p > 0,10) para &ea média por pustula (Tabela 1). Nado houve diferenca
significativa pelo Teste F entre as subdoses de glyphosate e para interacéo clone x subdoses (p

> 0,05) paratodas as variaveis supracitadas (Tabela 1).
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Tabela 1- Resumo da andlise de variancia para area afetada (AF), area média por pastula (AMP),
nimero de pustulas por &rea (NPA), nimero de uredinidsporos por pustula (NUP) e nimero de
urediniésporos por area foliar (NUAF) de Puccinia psidii, em clones de eucalipto submetidos a

derivade glyphosate
Soma de Quadrado
Fontes de
Variag&o GL AF AMP NPA NUP NUAF
- (cm?) (cm?) plstula/cm? - Urediniésporos /cm?
Clon€* 1 32,4818°%1 (00199 ™ 7,6362019  6156,0608* 1798,5603*
Subdose? 4  17,1125™  0,0045 "™ 7,1123 840,07977 ™ 1253,1739"™
Clone x Subdose 4 215831™  0,0060 "™ 7,0067 2002,2803 ™ 517,71041 "™
Residuo 40 351,1358 0,0063 103,09 20523,6067 6142,8267

*significativo a 5% de probabilidade; ©* significativo a 10% de probabilidade e ™ ndo significativo pelo Teste F.
" Clones 530 e 9838.
2 Subdoses de 0; 28,8; 57,6; 86,4 e 115,2 g ha™ de glyphosate em deriva simulada.

Os clones suscetiveis mantiveram a predisposicdo a infeccdo por P. psidii, sendo
atribuida notas S2 e S3 de severidade tanto para plantas expostas a deriva quanto para a
testemunha (Tabela 2). O clone 9838 foi 0 mais suscetivel a doenca (Tabelas 2 e 3),
apresentando maior numero de pustulas por érea foliar, maior porcentagem de area foliar
afetada (Figura 2) e maior nUmero de uredinidsporos por pustula e por areafoliar (Tabela 3).

Em plantas do clone 531 existe uma tendéncia de diminui¢éo da severidade da doenca
com o0 aumento das subdoses de glyphosate (Tabela 2). Em ambos 0s clones constatou-se uma
tendéncia de diminuicdo da ferrugem nas plantas previamente tratadas com glyphosate, sendo
este efeito maior no clone 531 (Figura 3). Plantas expostas a deriva do glyphosate
apresentaram  menor area foliar afetada por ferrugem, menor ndmero de
uredini dsporos/pustul as e menor nimero de uredinidsporos/area foliar, em comparacéo com as

plantas testemunhas (Figura 3).
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Tabela 2- Severidade da ferrugem (Puccinia psidii) avaliada por escala diagramética com
quatro classes de severidade (SO, S1, S2 e S3), em clones de eucaipto submetidos a
deriva de glyphosate

-1 1
Clone g ha™ de glyphosatée
0 28,8 57,6 86,4 115,2
6021 0] 0] 0] 0] SO
G221 S0 0 O O S0
531 3 S3 S3 2 2
9838 S3 S3 S3 S3 S3
" Subdoses correspondentes a 0 (testemunha), 2, 4, 6 e 8% da dose de 1.440 g ha® de glyphosate,
respectivamente.

S0 e S1 sdo resistentes a ferrugem.
S2 e S3 sdo suscetivels.

O carater biotrofico do patégeno Puccinia psidii, ou sgja, que infecta e se desenvolve
bem em tecidos saudaveis pode ser uma possivel explicacdo para a menor severidade da
doenca em plantas expostas a deriva, hgja visto os distarbios fisiologicos, anatdbmicos e
estruturais verificados em plantas intoxicadas por glyphosate. O glyphosate atua sobre a
atividade enzimética da 5-enol-piruvil shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), inibindo a
sintese dos aminoacidos arométicos triptofano, tirosina e fenilalanina (Kruze et al., 2000;
Trezzi et a., 2001). Consequentemente, as plantas tratadas com glyphosate apresentam
deficiéncia na sintese protéica e de véarios outros compostos aromaticos importantes, como
vitaminas (K e E), hormdnios (auxina e etileno), alcal6ides, lignina, antocianina entre outros.
Além disso, este herbicida inibe a eficiéncia fotossintética (Trezzi et al., 2001). Deficiéncias e
desequilibrios nutricionais, mudancas morfoanatdmicas e bioquimicas na planta podem
predispor certos materiais genéticos a maior severidade de doengas. Os efeitos fisioldgicos do
glyphosate em eucalipto podem causar disturbios bioquimicos e, conseqliente, o desbalanco
entre 0s compostos organicos e inorganicos da planta. Teores foliares de Ca, Mg, Fe, Mnh e B
superiores, em comparagéo com a testemunha, foram observados em plantas que receberam
doses de 345,6 e 691,2 g ha™ de glyphosate, em deriva simulada, ndo havendo relacio entre os
sintomas provocados pelo glyphosate com a deficiéncia de nutrientes (Siqueiraet al., 2004).
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Puccinia psidii € um patégeno que infecta tecidos jovens e tenros da parte aérea da
planta. Dentre os efeitos do glyphosate em eucalipto podemos ressaltar as necroses seguidas
de senescéncia de folhas jovens. Adicionalmente, foi verificado um aspecto coreaceo das
folhas de plantas tratadas com doses superiores a 86,4 g ha™ de glyphosate, também relatado
como sintoma de intoxicacdo em outros ensaios com deriva simulada de glyphosate em
eucalipto (Tuffi Santos et al., 2005). O enrijecimento dos tecidos foliares ocasionado pelo
glyphosate pode ser responsavel pela menor incidéncia da ferrugem em plantas expostas a
deriva.

Os efeitos preventivos e curativos do glyphosate na incidéncia de ferrugem do trigo e
de soja resistente ao herbicida foram relatados por Feng et a. (2005) em condicdes
controladas e no campo. Neste trabalho folhas de trigo pré-inoculadas com Puccinia triticina e
protegidas do contato com o glyphosate pulverizado no restante da planta apresentaram menor
incidéncia de ferrugem que nas plantas testemunha (sem glyphosate), ressaltando o efeito
sistémico do herbicida na diminuicdo da severidade desta doenca.

Anderson et a. 2005 observaram que com a aplicagdo do glyphosate houve reducgédo ou
auséncia de infecgdo por P. triticina e por P. graminis em gendtipos de trigo resistentes ao
herbicida. Entretanto os autores ndo encontraram efeito curativo do herbicida na ferrugem do
trigo, sendo que a aplicacdo do glyphosate ndo afetou o desenvolvimento de pustula de
Puccinia pré-estabelecida, sugerindo o efeito inibitorio do herbicida nos primeiros estégios de
infeccdo. A germinag@o de aecidsporos de Puccinia lagenophora, usado no biocontrole de
Senecio vulgaris, é significativamente menor quando da adicéo de 0,1125 e 0,0565 mg e.a. ml®
! no meio de cultura, quando comparado & adicgo de dgua (Wyss e Muller-Scharer, 2001).

A presenca do herbicida na superficie epidérmica da folha do eucaipto pode
influenciar os processos de infecgéo e sobrevivéncia dos esporos de Puccinia psidii. Berner et
al. (1991) mencionaram que aplicacdes de glyphosate, em formulagdes com ou sem surfatante,
inibiram o crescimento micelial de Calonectria crotalariae. A intoxicacdo de estirpes de
Bradyrhizobium por glyphosate, in vitro, foi descrita por Santos et al. (2004), havendo
diferenca de toxidez entre as formulagdes do herbicida. A presenca de diferentes substancias
quimicas naformulacdo do herbicida, como solventes, surfatantes e agentes molhantes, podem
modificar e, provavelmente, potencializar os efeito negativos dos herbicidas em organismos
(Kishinevsky et a., 1988; Malkones, 2000).
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Por sua vez, subdoses de herbicidas, ou de outras substancias téxicas, podem exercer
efeito estimulatério no crescimento de populagbes de patdgenos de plantas, seguindo o
principio da hormese (Duke et a., 2006; Yu et a., 1988).

Clone G6021 Clone G21 Clone 531 Clone 9838

Figura 2- Espectro de infeccéo e severidade daferrugem (Puccinia psidii) em folhas de eucalipto.

Tabela 3- Valores médios de érea afetada (AF), &rea média por pustula (AMP), nUmero de pustul as por
area (NPA), nimero de urediniésporos por pustula (NUP) e nUmero de uredinidsporos por area
foliar (NUAF) de Puccinia psidii, em clones de eucalipto submetidos a deriva de glyphosate

| AF ©10 NPA ©0 NUP* NUAF *
Clone (cm?) plstula/cm? Uredinidsporos /cm?
531 1,52 1,47 11,70 x 10* 15,57 x 10*
0838 3,15 2,25 33,89 x 10* 27,57 x 10*

*significativo a 5% de probabilidade; ©? significativo a 10% de probabilidade pelo Teste F.
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A ocorréncia de deriva de glyphosate em povoamentos de eucalipto € frequente,
mesmo em situacOes nas quais alto nivel tecnoldgico é empregado. No campo, o contato de
esporos de Puccinia psidii com plantas de eucalipto pode acontecer antes, a0 mesmo tempo ou
apos o contato das plantas com herbicida, evidenciando o nimero de casos a serem estudados

para 0 melhor entendimento da interacéo patdgeno x eucalipto x glyphosate.

5.4 CONCLUSOES

O glyphosate, em deriva, ndo alterou o nivel de resisténcia do eucalipto a Puccinia
psidii em dois clones heterozigotos para resisténcia a ferrugem.

Entre os gendtipos suscetiveis, o clone 9838 mostrou-se mais sensivel aferrugem que o
clone 531. Plantas dos clones suscetiveis a ferrugem, expostas ao glyphosate, apresentaram
menor area foliar afetada por pustulas, menor nimero de urediniésporos por pustula e menor
numero de uredinidsporos por areafoliar, principamente no clone 531.

Os clones G21 e 531 foram, respectivamente, 0 mais tolerante e 0 mais sensivel ao
glyphosate.
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6. RESUMO E CONCLUSOES GERAIS

Diante da importancia e frequiéncia do uso do glyphosate e da necessidade de conhecer
os efeitos diretos e indiretos desse herbicida sobre a cultura do eucalipto e seu agrossistema,
foram realizados cinco experimentos para avaliar: o crescimento e amicromorfologiafoliar de
plantas de eucalipto submetidas a deriva smulada de glyphosate, por meio de subdoses (0;
43,2; 86,4; 172,8 e 3456 g ha' de glyphosate); a epiderme foliar de cinco espécies de
eucalipto e sua relacdo com atolerancia diferencial ao glyphosate; o crescimento e a producéo
de madeira durante o ciclo do eucalipto em plantas com niveis distintos de intoxicagdo por
glyphosate; e os efeitos do glyphosate na severidade da ferrugem (Puccinia psidii) em clones
com diferentes niveis de resisténcia a doenca.

Os primeiros sintomas da deriva do glyphosate em plantas de eucalipto foram
observados entre o quarto e o quinto dia apds aplicacdo do herbicida (DAA), sendo
semelhantes para E. resinifera, E. grandis, E. urophylla, E. pellita e E. saligna e para os
diferentes clones avaliados, cujos sintomas sd0 caracterizados por murcha, clorose e
encarquilhamento foliar e, no caso de maiores doses, por necroses, senescéncia foliar e morte
dos 4pices caulinares. Os efeitos da deriva do glyphosate foram proporcionais as doses
testadas, sendo E. resinifera mais tolerante que E. urophylla, E. saligna, E. pellita e E.
grandis.

Na micromorfologia foliar ndo houve diferenca marcante que explicasse a tolerancia

diferencial entre clones. Observou-se erosdo de ceras epicuticulares e colonizagéo de hifas
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fungicas por meio das analises micromorfolégicas de folhas de plantas tratadas com
glyphosate, mesmo em regides aparentemente sadias a olho nu.

Na andlise anatbmica da epiderme de E. resinifera, E. urophylla, E. saligna, E. pellita
e E. grandis encontrou-se alta correlagdo positiva (0,94**) entre a intoxicacdo por glyphosate
e 0 numero de células epidérmicas da face adaxial, o que ndo foi observado para indice
estomatico, densidade de estbmatos e densidade de cavidades, indicando um possivel
envolvimento do nimero de células da face adaxial da epiderme com a toleréncia diferencial
ao glyphosate.

Os efeitos da intoxicacdo por glyphosate em diferentes niveis (0 — 5; 6 — 10; 11 — 20;
21 — 30; 31 — 40 e 41 — 50% de intoxicacdo das plantas), em condicdes de campo,
influenciaram o crescimento e a producdo de madeira aos 360 dias apds a aplicagdo do
herbicida. Plantas com intoxicagdo inicial acima de 21% obtiveram menor crescimento,
apresentando altura e diametro inferiores aos da testemunha (0 — 5% de intoxicacdo) aos 360
DAA. Os danos causados pela deriva do glyphosate influenciaram a producéo de madeira aos
360 DAA, sendo que plantas com 21 — 30, 31 — 40 e 41 — 50% de intoxicagao apresentaram
reducdo no volume de madeira de 17, 26 e 48%, respectivamente, em relacdo a testemunha.
Novas avaliagdes, ao longo do ciclo da cultura, serdo realizadas para elucidar 0 desempenho
de plantas intoxicadas por glyphosate quanto a seu crescimento, producdo e qualidade de
madeira.

Os efeitos do glyphosate, via deriva, na severidade da ferrugem (P. psidii) de quatro
clones de eucalipto, sendo dois sabidamente resistentes a ferrugem e dois suscetiveis, foram
estudados em condicBes controladas. O herbicida ndo afetou a expressdo da resisténcia a
ferrugem (P. psidii) do eucalipto. Por outro lado, nos clones suscetiveis ao patdgeno, foi
observada diminuicdo de uredinidsporos por pustulas, uredinidsporos por &rea foliar e da area
foliar afetada pela ferrugem com o aumento das subdoses de glyphosate. Esses resultados
sugerem efeito inibitério do glyphosate em P. psidii e no desenvolvimento da doenca em
plantas expostas a deriva do herbicida.

Houve efeito negativo da deriva de glyphosate no crescimento de eucalipto, ressaltando
atolerancia diferencial ao herbicida entre gendtipos e 0 ndo envolvimento do glyphosate, via
deriva, com o aumento da severidade da ferrugem causada por P. psidii. O conhecimento do

destino final dessa molécula herbicida é relevante para o setor florestal, sendo necessarios
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cuidados redobrados na tecnologia de aplicacdo do herbicida e no melhor conhecimento do
ecossistema onde o produto sera aplicado, visando otimizar o0 manejo de plantas daninhas e a

producéo do eucalipto.
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