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RESUMO

SILVA, DANIEL PEREIRA DA. Instituto Federal Goiano — Campus Ceres/GO,
fevereiro 2024. Mitigacdo dos efeitos do glifosato com a aplicacdo de manganés,
zinco e cobre. Orientador: Dr. Hyrandir Cabral de Melo.

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais importantes para a alimentagdo animal e
humana. Os micronutrientes, além de sua funcdo nutricional nas plantas, podem atuar
como fator mitigador de efeitos dos estresses bidticos e abidticos. O glifosato, um dos
herbicidas mais utilizados nos campos de cultivo agricola, é um fator de estresse,
mesmo para as plantas transgénicas tolerantes a ele. Seu mecanismo de acédo € inibir a
atividade da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfatosintase (EPSPS), a qual participa
da rota do acido chiquimico em plantas ndo tolerantes aos herbicidas. No entanto,
percebe-se efeito toxico do glifosato mesmo em plantas a ele tolerantes, evidenciado
pelo amarelecimento e reducdo da fotossintese, especialmente como resultado de sua
acdo quelante de micronutrientes metalicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
possibilidade de mitigacdo dos efeitos indesejaveis da aplicacdo de glifosato no milho
tolerante ao glifosato RR2 pela aplicacdo foliar de Mn, Zn e Cu. O experimento foi
conduzido em ambiente controlado, aplicando os trés micronutrientes via foliar, de
forma isolada ou combinada, 13 dias apds a emergéncia e sete dias antes da aplicacédo
do glifosato. As variaveis fisioldgicas utilizando o IRGA, SPAD e Fluorpen foram a
fotossintese liquida (A), a transpiracdo (E), a condutancia estomatica (gs), a razdo de
Fv/Fm e o indice SPAD, tendo as avaliagGes sido feitas aos 20 DAE, 27 DAE e aos 34
DAE, sendo que a primeira avaliacdo foi feita antes da aplicacdo do glifosato e as
demais, com intervalo de sete dias apds. As variaveis morfoldgicas avaliadas aos 43
DAE foram altura de planta (AP), diametro do colmo (D), massa seca das folhas (MSF),
raiz (MSR) e colmo (MSC) e area foliar (AF). Verificou-se que sem a adubacéao foliar
com o0s micronutrientes, isolados ou combinados, houve redugéo da MSR. Observou-se
que a A, Fv/Fm e SPAD ndo foram afetados pelos tratamentos, apesar de haver
influéncia do glifosato sobre a gs. Algumas variacdes em algumas variaveis estudadas
entre os dias de avaliacdo podem ter ocorrido tanto em fungdo dos tratamentos quanto
das condicbes ambientais. Conclui-se que o0s nutrientes utilizados, isolados ou

combinados, sdo efetivos na mitigacdo de efeitos negativos do glifosato.



PALAVRAS-CHAVE: Zea mays, adubacdo foliar, herbicida, estresse abiotico,

micronutrientes



ABSTRACT

SILVA, DANIEL PEREIRA DA. Goiano Federal Institute, Ceres Campus, Goias State
(GO), Brazil, February 2024. Mitigation of the glyphosate effects with the
manganese, zinc, and copper application. Advisor: Prof. Dr. Melo, Hyrandir Cabral
de.

Corn (Zea mays L.) is one of the most important cereals for animal and human
consumption. Micronutrients besides their nutritional function in plants can act as
mitigating factors for biotic and abiotic stresses. Glyphosate, one of the most widely
used herbicides in agricultural fields, is a stress factor even for glyphosate-tolerant
transgenic plants. Its action mechanism is to inhibit the enzyme 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) activity, which takes part in the
shikimic acid pathway in plants not tolerant to the herbicides. However, the glyphosate
toxic effects are observed even in glyphosate-tolerant plants, highlighted by yellowing
and reduced photosynthesis, especially because of its chelating action on metallic
micronutrients. This paper aimed to evaluate the possibility to mitigate the undesirable
effects of glyphosate application in glyphosate-tolerant corn cv. RR2 through foliar
application of Mn, Zn, and Cu. The experiment took place in a controlled environment,
applying the three micronutrients via foliar fertilization, either individually or in
combination, in plants aged thirteen days after emergence and seven days before
glyphosate application. The physiological variables with Infra-red gas analyser (IRGA),
Soil Plant Analysis Development (SPAD), and Fluorpen were liquid photosynthesis
(A), transpiration (E), stomatal conductance (gs), and the Fv/Fm ratio and the SPAD
index, on the twentieth day after emergency (DAE), twenty-seventh DAE, and thirty-
fourth DAE; the first assessment was carried out before applying glyphosate and others
with an interval of seven days afterwards. The morphological variables evaluated on the
forty-third DAE were plant height (PH), stem diameter (SD), leaf dry mass (LDM), root
dry mass (RDM), stem dry mass (SDM), and leaf area (LA). It was found that there was
a reduction in RDM without foliar fertilization with micronutrients, either individually
or combined. It was observed that A, Fv/Fm, and SPAD were not affected by the
treatments, although glyphosate influenced gs. Some variations in some studied
variables among the evaluation days suggest that they occurred both due to the
treatments and environmental conditions. It is concluded that the nutrients used, either

individually or combined, are effective for mitigating the glyphosate negative effects.



KEYWORDS: Zea mays. Abiotic stress. Foliar fertilization. Herbicide. Micronutrients.



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.), alem de sua importancia para alimentacdo animal e
humana, é utilizado para producdo de combustiveis, bebidas e polimeros (Langner et
al., 2019). Como alimento, hd aumento de sua demanda em razdo do crescente aumento
populacional (Karnatam et al., 2023; Revilla et al. 2022), requerendo, portanto, a
ampliacdo de sua produtividade. No Brasil, a area de primeira e segunda safra tem
capacidade de producéo de 117.603,5 mil t*, com produtividade média de 5.720 kg ha*,
correspondendo a segunda safra a 74% da producéo (Conab, 2024).

A nutrigdo mineral das plantas é um fator limitante na producdo agricola, sendo
0S micronutrientes requeridos pelas plantas em quantidades muito pequenas, em
comparagdo com 0s macronutrientes. Sua presenca em quantidades apropriadas gera
homeostase metabolica  necessaria a fenbmenos como trafego intracelular e
armazenamento de substancias, atuando ainda como fator mitigador de efeitos dos
estresses bidticos e abidticos pelo seu envolvimento em processos antioxidantes
(Hansch & Mendel, 2009; Tavanti et al., 2021).

Os efeitos de estresses nos estagios iniciais de crescimento das plantas
causam rapida inibi¢do do crescimento das raizes e do caule, resultado do fechamento
estomatico e da consequente reducdo da taxa de fixacdo de CO, necessario a
fotossintese (Neumann, 2008). Esse fendbmeno é observado em plantas jovens
submetidas a aplicacdo do glifosato, mesmo que geneticamente modificadas para tolerar
esse herbicida (Zobiole et al., 2010), evidenciando, portanto, o efeito estressante dessa
substancia.

A aplicacdo de herbicidas em p6s-emergéncia no milho é muito utilizada, uma
vez que a cultura é sensivel & matocompeticdo, podendo reduzir em até 32% a
produtividade. A estratégia mais utilizada pelos produtores em grandes areas de cultivo,
em areas com alta tecnologia, € o milho geneticamente modificado por transgenia com
resisténcia ao glifosato, que € herbicida de amplo espectro de controle de plantas pela
sua atuacdo inibitéria da acdo da enzima EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfatosintase) na rota do acido chiquimico (Escorial et al., 2019).

O glifosato é um agente quelante que pode se ligar a macronutrientes e
micronutrientes, especialmente os micronutrientes metélicos, podendo impactar a

absorcdo e a disponibilidade de alguns nutrientes em plantas tratadas com esse



herbicida, mesmo que geneticamente modificadas para resistir & sua  aplicacdo
(Mertens et al., 2018).

A interacdo entre o glifosato e os micronutrientes metalicos pode se tornar um
fator limitante ao metabolismo e crescimento das plantas dependentes desses nutrientes.
Assim sendo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de mitigacdo dos

efeitos da aplicagéo do glifosato no milho RR2 pela aplicagdo foliar de Mn, Zn e Cu.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O milho geneticamente modificado foi introduzido no Brasil em 2007 para
solucionar os problemas de controle da principal praga da cultura, o lepiddptero
Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), tendo a empresa detentora da patente
disponibilizado hibridos com resisténcia a lagarta e ao glifosato (Adegas et al., 2022).

O glifosato é o herbicida com maior utilizacdo em culturas de cereais em pré
ou pos-emergéncia em razao da tecnologia de transgenia de sua resisténcia ao herbicida
e a seu amplo espectro de controle. O milho pode apresentar até 32% de reducdo da
produtividade como consequéncia da infestacdo de plantas daninhas, visto isso, em
milho RR (Roundup Ready) ou RR2 (Roundup Ready 2), o herbicida com maior
utilizagcdo é o glifosato (Escorial et al., 2019).

Para a transgenia, inicialmente era inserido  através da biobalistica o gene de
resisténcia originado de plantas de arroz, com semelhanca de 99,3% a EPSPs, assim a
expressdo da enzima era reduzida em tecidos novos e flores, tendo sido criada a
primeira geragdo de milho resistente ao glifosato, denominado milho RR (Roundup
Ready). A segunda geragdo de milho resistente ao glifosato teve como objetivo
melhorar a homologia através da bactéria Agrobacterium tumefaciens, elevando para
99,7% a semelhanca a EPSPs, elevando a aceitacdo pelos produtores (Albrecht et al.,
2014).

Apesar de a segunda geracdo de transgenia conferir resisténcia ao glifosato,
persistiram observacfes de amarelecimento ap6s a aplicacdo deste herbicida.
Inicialmente, acreditava-se que esses efeitos eram exclusivamente causados pela
complexacdo do manganés (Mn), pois a adicdo ou aplicacdo deste nutriente apds a
deteccdo dos danos parecia mitigar os efeitos mais rapidamente. No entanto, relatos
indicaram que o acido aminometilfosfonico (AMPA) poderia ser o principal causador
desses efeitos (Duke & Powles, 2008).

O metabolismo de degradacao do glifosato pelas plantas segue duas rotas, uma
que leva ao AMPA e outra que leva ao glioxilato, sendo uma parte exsudada pelas
raizes como glifosato. Em plantas de milho, foi confirmado que a rota de degradacgdo
do glifosato acontece pela rota do AMPA (Nandula et al., 2019). O AMPA afeta a
fotossintese pela degradacdo da clorofila, ocasionando amarelecimento temporario nas
folhas, 0 que ocorre em funcdo da formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(Gomes et al., 2016).



Para reducdo das EROs em niveis em que ndo ocorram danos a célula vegetal
sd0 necessarias enzimas antioxidantes para homeostase celular. Diversas dessas enzimas
sdo ativadas por Cu, Mn ou Zn ou tém esses elementos na sua estrutura. A enzima
superdxido dismutase (SOD) é a primeira da linha de defesa no sistema antioxidante,
atuando na dismutacdo do oxigénio singleto (O2) em peroxido de hidrogénio. Os
cofatores metalicos nos cloroplastos sdo Cu/Zn-SOD e Mn-SOD. A segunda enzima é a

catalase (CAT), que atua na converséo de H>O, em H,O (Tavanti et al., 2021).

2.1 Mecanismo de agao do Glifosato

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina), apds a sua introducdo na década de
1970, tornou-se um herbicida popular entre os agricultores pelo seu amplo espectro de
controle de ervas daninhas, sendo utilizado em pds-emergéncia das plantas daninhas
com acdo sistémica, que, no Brasil teve uso intensificado em razdo dos cultivos de
segunda safra, sendo utilizado como dessecante pré-plantio (Reddy et al., 2008; Lopez
Ovejero et al., 2017; Kanissery et al., 2019).

O glifosato é absorvido pelas folhas e translocado pelo floema seguindo o fluxo
de carboidratos, chegando até os meristemas, folhas, raizes e 6rgdos de armazenamento.
A velocidade e o tempo da completa absor¢cdo dependem de vérios fatores, porém a
presenca de efeitos negativo na soja transgénica é encontrada a partir de cinco dias apds
a aplicacdo (Monquero et al., 2004; Duke et al., 2013; Gomes et al., 2014). A acdo ap0ds
chegar ao 6rgdo € inibindo a enzima EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfatosintase)
(Figura 1), que catalisa a reacdo chave na via do &cido chiquimico, que é uma via
metabdlica especifica das plantas, essencial para a producdo de compostos secundarios,
incluindo auxina e aminoacido aromaticos, Figura 1, essenciais para o0 crescimento e 0

desenvolvimento das plantas (Duke & Powles, 2008; \Velini et al., 2009).
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Figura 1. O glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
- na via do chiquimato, blogueando a producdo de triptofano, fenilalanina ou tirosina.
Fonte: Adaptado de Helander, Saloniemi e Saikkonen (2012).

A rota do acido chiquimico esta presente em plantas, fungos e bactérias, tendo
como fun¢do converter precursores de carboidratos derivados da glicélise e da rota da
pentose fosfato (em trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano).
Essas rotas estdo ligadas a producdo de lignina, hormdnios e compostos fenolicos
(Helander, Saloniemi e Saikkonen, 2012).

2.2 Efeito do glifosato no crescimento, desenvolvimento e nutri¢cdo plantas
glifosato-resistentes

Os efeitos de glifosato em plantas resistentes sdo amplamente estudados,

buscando entendimento sobre a alteracdo de rendimento, deficiéncias nutricionais,



alteracdo microbiana na rizosfera e alteragdes fisioldgicas nas plantas. Em plantas de
soja, ha resultados consistentes sobre a producdo e o acimulo do AMPA (&4cido
aminometilfosfénico), que € um produto da degradacdo do glifosato em plantas
modificadas geneticamente (Cakmak et al., 2009; Duke et al., 2013; Gomes et al., 2014;
Krenchinski et al., 2017; Kanissery et al., 2019).

O efeito visual de amarelecimento em soja decorrente de sua exposi¢cdo ao
glifosato é conhecido como “yellow flashing”, com duragdo de até 28 dias, mas essa
duracdo varia de acordo o estadio fenoldgico, o gendtipo (RR ou RR2), o estado
nutricional das plantas e do solo, o tipo de sal de glifosato e a dosagem utilizada
(Albrecht et al., 2014; Krenchinski et al., 2017).

Em milho, o AMPA ou residuos de glifosato para ocorrer acumulo sdo
necessarias doses altas, acima de 9000 g.a ha de glifosato, o que corresponde a seis
vezes a dose recomendada para as plantas daninhas na cultura, quando se verifica
presenca do AMPA em baixas quantidades e baixa frequéncia nos experimentos
(Bidoia et al., 2023; Li et al., 2023).

Reddy et al. (2018), ao analisarem plantas de milho resistentes ao glifosato e
plantas ndo resistentes quanto ao teor nutricional foliar, observaram que dos 24 minerais
analisados, foi observada reducdo no teor dos nutrientes Mn e Mg em areas com
historico de aplicacdo de glifosato. Em relacdo aos teores de AMPA e glifosato nas
folhas e nos gréos, foi detectada nas folhas presenga dos dois compostos e nos gréos,

auséncia de ambos.

2.3 Complexacdo e quelatagdo em mistura de tanque com glifosato e
micronutrientes metalicos

As pulverizacdes nas lavouras ao longo do ciclo tém como objetivo 0 manejo
fitossanitario (aplicacdo de herbicida, inseticida e fungicida) e a aplicacdo de
fertilizantes foliares. Com isso, devem ser utilizadas fontes de nutrientes que ndo se
ligam aos produtos fitossanitarios.

A adubacao foliar deve ser utilizada como ferramenta capaz de agregar valor a
atividade agricola em razdo dos baixos teores de micronutrientes no solo e do alto custo
da aplicagdo em comparacdo com as fontes granuladas sollveis. Essa forma de
adubacdo deve gerar incrementos na produtividade e possibilitar a biofortificacdo das
culturas (Saha et al., 2017).



A disponibilidade de alguns micronutrientes no solo € influenciada pelo seu
pH, sendo que nos solos do cerrado é imprescindivel a elevacdo do pH para reduzir os
teores de aluminio toxico, o que torna os micronutrientes indisponiveis para as plantas
(Malavolta, 2006). Considerando as vantagens da fertilizacdo foliar, fica claro que o
fornecimento de elementos nutrientes pela adubacdo foliar € uma boa estratégia, com
maior eficacia a adubacdo do solo, sendo mais orientada para objetivos especificos e
com menor dano ao ambiente (Niu et al., 2021).

Os ions metélicos mais comuns na fertilizacdo sdo o0 Mn e o Zn. O glifosato
junto com o Mn pode formar complexos de baixa solubilidade com ions Mn?* livres em
um pH variando de 2,5 a 5. Com isso, € necessario o0 uso de quelatos mais fortes que o
glifosato, evitando a formacdo de complexos insoltveis entre glifosato e Mn (Mertens et
al., 2018; Machado et al., 2020).

Ao adicionar produto a base de Mn junto ao glifosato em mistura de tanque,
para a aplicacdo em plantas de eucalipto jovem, observou-se que a absorcdo e a
translocacdo do glifosato pelas plantas foram reduzidas, indicando formacdo de
complexo entre os nutrientes e o glifosato, afetando diretamente o controle das plantas
daninhas (Adriano et al., 2021).

A formacao de complexo entre o glifosato e ions metalicos é causada pela sua
caracteristica de um acido organico polar, solivel em agua (dado em &cido equivalentes
a.e.). E um potente quelante em razdo de suas duas cargas negativas, do grupamento
fosfanato e da carboxila (Figura 2), que se liga facilmente a cations, como, por
exemplo, Cu?*, Mn?* e Zn?*,  formando complexos estaveis indisponiveis para

absorcoes foliares (Mertens et al., 2018).
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Figura 2. Férmula estrutural do glifosato. Fonte: Amarante Junior et al. (2002)
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A acdo quelante do glifosato é forte com Zn e Cu, enquanto em outros
nutrientes com Ca, Mn, Mg e Fe, forma complexos mais fracos, sendo que esse poder
de quelatacdo do glifosato ird depender da quantidade de ions presentes na solucdo do
solo, que tem relagdo mais complexa do que em misturas de caldas ou hidroponia. Os
aspectos citados indicam que o glifosato é um quelante fraco em relacdo aos quelantes
sintéticos, e estudos mostram que ndo seria capaz de quelatar micronutrientes no solo
até um grau que possa expressar deficiéncia em culturas (Duke et al., 2013).

O EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) € um agente quelante que forma
0 complexo ion metalico-EDTA, que é absorvido na forma quelatada e transportado
nesta forma, apresentando elevada estabilidade em comparagdo com os &cidos organicos
e com o herbicida glifosato (Doolette et al., 2018).

Os ions metalicos quelatados com EDTA sdo absorvidos e seu transporte
ocorre via apopléstica, sendo translocados mais facilmente do que substancias com
cargas positivas livres, que estdo nas fontes de nutrientes como sulfatos, cloretos e
nitratos. No transporte simplastico, a redistribuicdo para outros 6rgaos esta relacionada
a mobilidade no floema, tendo os nutrientes essenciais sido classificados como
altamente moveis (N, P, K, Mg, S, CI, Ni), intermediarios (Fe, Zn, Cu, B, Mo) e imdveis
(Ca, Mn) (Fernandez & Brown, 2013).

Outro fator importante em relacdo aos micronutrientes metalicos € a

solubilidade, sendo que 6xidos e carbonatos metalicos sdo insoliveis e ndo penetram
nas folhas ou penetram em baixas quantidades (Machado et al., 2020; Gong et al.,
2019).
Em uma pesquisa que investigou a absorcdo de quelatos, nano-6xidos e sulfatos,
observou-se que a velocidade e a quantidade absorvida podem ser afetadas pela
manipulacdo da solubilidade em razdo do tamanho das particulas. Notavelmente,
mesmo com o tamanho de nanoparticula, as fontes de nano-0xidos mostraram baixa
absorcéo (Gomes et al., 2019).

Na adubacdo foliar de micronutrientes metalicos como Cu, Mn e Zn, em
conjunto com a aplicacdo do herbicida glifosato, o sucesso ira depender da fonte
(solavel ou insoluvel), de qual complexo ou quelato utilizado, da concentracdo da
calda, e a fonte com maior disponibilidade no mercado, que entrega essas
caracteristicas com custo baixo, corresponde aos nutrientes quelatados com EDTA
(Migliavacca et al., 2022).



Considerando que o glifosato ocasiona prejuizos ao metabolismo das plantas,
especialmente a fotossintese, os micronutrientes desempenham uma funcéo vital ao se
ligarem diretamente as enzimas antioxidantes. Por exemplo, o Cu atua como cofator em
proteinas envolvidas em reacdes de transferéncia de elétrons, as quais sdo responsaveis
pela manutencdo da homeostase das espécies reativas de oxigénio (EROs). Da mesma
forma, o manganés desempenha papel importante nos processos relacionados a
desintoxicacdo das EROs nas plantas. Além disso, o zinco tem papel crucial na
integridade e estabilizagcdo das membranas, contribuindo para a mitigacdo do estresse

oxidativo.

2.3 Cobre (Cu)

O cobre é um micronutriente essencial, que é absorvido a partir do solo ou for
disponibilizado por adubacdo foliar. Sua absorcdo ird depender da forma como esta
disponivel. A necessidade de Cu é menor do que a de outros micronutrientes como Fe,
Zn e Mn, mas a deficiéncia de Cu ocorre frequentemente em plantas que crescem em
solos com baixo teor desse micronutriente, ou seja, solos ricos em calcarios e em solos
com alto teor de matéria organica (Zheng et al., 2012).

O manejo do solo e o material de origem afetardo a forma como o Cu se
encontra no solo: reduzido na forma Cu*, formando composto com enxofre, e oxidado
na forma Cu?*, formando compostos com nitrogénio e oxigénio (Aftab & Hakeem,
2020).

O Cu na planta apresenta baixa mobilidade, e ndo ocorrendo sua redistribuicao,
as folhas mais velhas podem acumular altas concentragfes do nutriente, ndo o
disponibilizando aos 6rgdos mais jovens, ocorrendo a deficiéncia, fato evidenciado nos
estadios reprodutivos (Malavolta, 2006).

O COPT1 ¢ fortemente expresso em raizes e regulado positivamente pela
deficiéncia de Cu. Esta ligado principalmente ao transporte especifico de Cu* através de
agentes quelantes (&cido citrico, tartarico, malico, oxalico, metaloforo, fenois e EDTA)
(Wairich et al., 2022).

Os transportadores P-type ATPase estdo ligados ao transporte de metais
pesados dentro da célula vegetal, compreendendo varios transportadores

transmembranas, com gasto de ATP para fazer o transporte. Eles sdo relacionados
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principalmente com a desintoxicacdo do Cu, seja por efluxo a partir do citosol
(simplasto para o aplopasto) ou por compartimentalizagdo no vacuolo. Esses
transportadores também estdo presentes nas membranas dos tilacoides do cloroplasto,
com funcéo especifica de entregar Cu?* a plastocianina (Wairich et al., 2022; Lange et
al., 2017).

Os transportadores de proteinas ZIP sdo responsaveis pelo transporte de metais
divalentes, essenciais para manter a homeostase entre ions metalicos através da
membrana plasmatica nas células vegetais, onde o Cu?* tem absorcdo em maior
quantidade (Mir et al., 2021).

A alta concentragdo de Cu é toxica para as plantas, causando efeitos negativos
significativos, que vao desde o nivel morfoldgico e fisiologico até o nivel molecular, e
sdo evidentes em todos os estagios do crescimento da planta (Wairich et al., 2022;
Adrees et al., 2015).

Na germinacdo de sementes, 0 aumento das concentracfes de Cu reduziu a
germinacdo de sementes em diferentes espécies de plantas em até 46% (Adrees et al.,
2015). Em milho, o aumento das concentragdes de Cu causou estresse, reduzindo o
comprimento dos brotos, 0 comprimento das raizes e 0 nimero de raizes das plantulas
em cultivo in vitro (Aly e Mohamed, 2012). Os efeitos sobre as raizes e as brotacoes
laterais em monocotiledéneas foram mais afetados do que a parte area, com o0 aumento
de concentracdo de Cu, causado pela superproducdo de H>O>, 0 que, eventualmente,
enfraquece a extensibilidade da parede célula (Rather et al., 2020).

Para a fotossintese, € fundamental a presenca do Cu para ativar a plastocianina
(Printz et al., 2016; Taiz et al., 2017). Os efeitos toxicos do cobre na biossintese da
clorofila foram relatados em varias plantas cultivadas. A clorose foliar € um sintoma
primario da toxicidade do Cu, ocasionando danos a estrutura do PSII, reduzindo a
fotossintese, inibindo a eficiéncia fotoquimica no PSIlI (Fv/Fm) e  os sistemas de
antenas do complexo 11 de coleta de luz, ocasionado pela substituicdo dos ions Mg?* nas
clorofilas por Cu?*, que ndo pode impulsionar a fotossintese (Aly e Mohamed, 2012;
Barbosa et al., 2013; Metwali et al., 2013; Sharma et al., 2017).

O Cu é um cofator em proteinas envolvidas em reacdes de transferéncia de
elétrons, sendo responsavel pela homeostase das espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Burkhead et al., 2009). Tavanti et al. (2021) relataram que o Cu eleva a producéo de
enzimas antioxidantes, destaque para Superdxido Dismutase (SOD), que aumentou em
75% a catalase (CAT) em 85%. O Cu participa, além da SOD e da CAT, de outras
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enzimas, incluindo ascorbato oxidade, polyfenol oxidase, cytocromo C oxidase,
plastocianina, Cu-metallothionei (metalotioneina), receptor de etileno e Mo-cofator
(Héansch e Mendel, 2009; Jun et al., 2023).

Em relagdo aos efeitos sinérgicos entre Cu e N em arroz, o fornecimento de Cu
melhorou a absorcdo de N pela regulacdo positiva dos niveis de expressdo dos genes
transportadores de NOz e NH4*, os NRTs e os AMTs. O fornecimento de Cu regulou
significativamente os niveis de expressao dos genes primarios de assimila¢do de amonio
0s GS1;2, 0s GS2 e 0s NADH-GOGAT, o que pode aumentar o nivel metabdlico de N
nas plantas (Cui et al., 2022).

A deficiéncia de Cu, pela sua participacdo nos metabolismos da fotossintese e
da lignina, pode causar lento crescimento vegetativo, baixa qualidade dos frutos, baixa
formacdo de pigmentos responsaveis pela coloracdo e baixo potencial de
armazenamento (Ahmed et al., 2024).

O cobre tem sido usado na agricultura para controlar oomicetos, fungos e
bactérias ha séculos. Ele desempenha papel importante na gestdo integrada de doengas,
mas é essencial na agricultura organica, em que a gestdo de doencas depende quase
exclusivamente da sua utilizacdo (Torre et al., 2018).

2.4 Manganés (Mn)

O manganés (Mn) ocupa a posigéo de segundo micronutriente mais prevalente
em solos tropicais, sendo superado apenas pelo ferro (Fe) (Silva e Berti, 2022). Sua
relevancia se destaca em varias funcOes vitais para as plantas, incluindo fotossintese,
respiracdo, neutralizacdo de EROs e sinalizacdo de horménios (Alejandro et al., 2020).

O Mn pode assumir estados de oxidagdo I, I, 1V, VI e VII. Contudo, em
sistemas bioldgicos, sua presenca é predominante nos estados de oxidacdo 2%, 3* e 47,
sendo as formas Mn?* e Mn** notavelmente estaveis, enquanto o Mn3* é instavel. No
contexto das plantas, o0 Mn?* destaca-se como a forma dominante, embora possa ser
prontamente oxidado para Mn* e Mn** (Marschner, 2012).

No passado, a abordagem em relacdo ao Mn estava mais centrada na
preocupacdo com sua toxicidade do que com seus beneficios, especialmente em solos
acidos. No entanto, com 0s avangos na agricultura e o langcamento da soja resistente ao

glifosato, juntamente com o desenvolvimento de genotipos mais produtivos, a
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deficiéncia desse nutriente vem ganhando mais atencdo (Vendruscolo et al., 2020).

De forma geral, 0 Mn atua como ativador enzimatico e participa do sistema
redox da planta. Além disso, desempenha funcdo no complexo de evolucdo do Oz na
fotossintese, importante para a fotoxidacdo da &gua. Também é importante na sintese de
carboidratos, sendo  componente da enzima superoxido dismutase (Martinez &
Clemente, 2011).

Durante a etapa de fotoxidacdo da agua, também conhecida como fotolise da
agua, um conjunto de quatro &tomos de Mn se associa no centro evolutivo de oxigénio
junto ao centro de reag@o do PSII. Este conjunto de Mn acumula quatro cargas positivas,
as quais oxidam duas moléculas de agua, resultando na liberacdo de uma molécula de
O2 e quatro protons H*. Dessa maneira, esse elemento desempenha papel importante
nas reacGes que possibilitam a transferéncia de elétrons para o fotossistema Il
(Marschner, 2012; Liu et al., 2020; Prado, 2021; Silva & Berti, 2022).

Como cofator de enzimas, o0 Mn atua ativando mais de 30 enzimas vegetais,
entre elas, descarboxilases, desidrogenases, oxidases (Alejandro et al., 2020) e a nitrito
redutase (Prado, 2021). Salienta-se também que em leguminosas noduladas, como a
soja, que transportam principalmente o nitrogénio na forma de alantoina e alantoato
para a parte aérea, a degradacdo dessas ureias nas folhas e na casca da semente é
catalisada pela enzima alantoato amidohidrolase, que tem necessidade absoluta de Mn
(Marschner, 2012).

O manganés também € importante nos processos relacionados a desintoxicacdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas (Silva & Berti, 2022). O Mn atua
em sistemas antioxidantes, ajudando a neutralizar e a eliminar as espécies reativas de
oxigénio, contribuindo, assim, para a protecdo das células contra danos oxidativos.
Além disso, 0 manganés participa de varias enzimas envolvidas em processos redox,
que também desempenham um papel na gestdo do estresse oxidativo nas plantas
(Oliveira et al., 2019)

O Mn chega as raizes por meio de mecanismos de difuséo e de interceptacéo
radicular, caracterizados pela movimentacdo da solucdo do solo a curtas distancias,
influenciada pela diferenca de gradiente de concentracdo e pelo crescimento da raiz em
direcdo ao elemento, respectivamente. O transporte do Mn das raizes para a parte aérea
ocorre na forma do ion Mn?* (Martinez & Clemente, 2011) através do xilema, uma vez
que o quelato de Mn com &cido citrico tem baixa constante de estabilidade e se dissocia

facilmente.
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Salienta-se que 0 Mn é um elemento com baixa redistribuicdo nas plantas, o
qual, estando presente nas folhas, mostra pouca mobilidade (Marschner, 2012). Em
contraste, 0 nutriente nas raizes e nos caules pode ser redistribuido, embora a
importancia desse processo no fornecimento do elemento possa variar de acordo com a
espécie.

O manganés apresenta baixa mobilidade no floema, e os primeiros sinais de
sua deficiéncia se manifestam nas folhas mais jovens. A falta desse nutriente resulta em
clorose, evidenciada por tons amarelo-esverdeados nas folhas mais novas,
especialmente entre as nervuras, que permanecem na tonalidade verde-escura. Em
termos metabdlicos, a caréncia de Mn provoca danos nos cloroplastos, impactando a
fotolise da agua no fotossistema Il, comprometendo, assim, o fornecimento de elétrons
essenciais para a fotossintese (Fernando & Lynch, 2015).

Segundo Martinez e Clemente (2011) e Liu et al. (2020), os sintomas de
toxidez de Mn sdo mais comuns que os de deficiéncia, sendo os principais: inibi¢do da
taxa de crescimento de brotos e raizes; manchas marrons nas folhas; reducdo do
metabolismo e do crescimento das plantas; e queda de produtividade (peso de graos, por
exemplo).

2.5 Zinco (Zn)

O zinco (Zn) é o segundo metal de transicdo mais prevalente em organismos
vivos, sucedendo o Ferro (Fe). A concentracdo média total de Zn nos solos cultivados
gira em torno de 65 mg kg*. A absorcdo predominante do Zn ocorre na forma de cétion
divalente (Zn?"), havendo, em condicdes de pH elevado, suposi¢do de que também seja
absorvido como cation monovalente (ZnOH*) (Marschner, 2012).

De forma geral, o Zn desempenha funcGes relacionadas as propriedades de
cation bivalente com forte tendéncia a formar complexos tetraédricos. Age como
componente metalico de enzimas ou como cofator em grande nimero delas. Alcool,
lactato, malato e glutamato desidrogenase, superoxido dismutase, anidrase carbénica e
RNA-polimerase sdo enzimas que contém Zn. Como ativador enzimatico, ele participa
do metabolismo de carboidratos, de proteinas, de triptofano e de acido indolacético
(Beutler et al., 2014; Martinez & Clemente, 2011; Marschner, 2012).

Salienta-se que o Zn é frequentemente encontrado em niveis inadequados em
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solos agricolas ao redor do mundo, sendo que cerca de metade dos solos destinados a
producdo de cereais apresenta deficiéncia deste nutriente (Beutler et al., 2014).

O Zn desempenha a funcéo de cofator em mais de 300 enzimas, com a maioria
delas pertencendo a categorias como proteinas com dedos de zinco (Zinc-finger
proteins), RNA polimerases e DNA polimerases. E o Gnico metal presente em todas as
seis classes de enzimas, compreendendo oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases (Gupta et al., 2016).

O Zn controla as atividades, a estabilizagdo conformacional e o processo de
dobramento de diversas proteinas, incluindo enzimas. Adicionalmente, desempenha
papel crucial na integridade e estabilizacdo de membranas, na mitigacdo do estresse
oxidativo (Marschner, 2012) e age como mensageiro secundario intracelular (Yamasaki
et al., 2007). Também esta envolvido em diversos processos fisiologicos nas plantas,
como a regulacdo hormonal (por exemplo, sintese de triptofano, precursor do AlA),
transducdo de sinais através de cinases de proteinas ativadas por mitdgenos, processos
de reparo do complexo PSII durante a fotoinibicdo e na manutencdo da concentracao de
CO2 no mesofilo (Tryfon et al., 2023).

No transporte de longa distancia pelo xilema, 0o Zn estd associado a acidos
organicos ou ocorre com cation divalente livre. Na seiva do floema, as concentracoes
de Zn sdo relativamente elevadas, sugerindo a possibilidade de complexacéo do Zn com
solutos orgénicos de baixo peso molecular (Marschner, 2012).

O Zn atinge as raizes por meio de  mecanismos de difusdo, caracterizados
pelo deslocamento da solucdo do solo em curtas distancias, influenciado pela diferenca
de potencial. Em geral, a mobilidade desse nutriente no floema é limitada (Marschner,
2012; Tito et al., 2016), resultando em concentragcGes mais elevadas de zinco nas raizes
em comparagao com a parte aérea, especialmente quando as plantas estdo crescendo em
solos ricos em Zn.

Os sintomas de deficiéncia de Zn sdo caracterizados pelo aparecimento de
regides clordticas, em seguida, ficam necrosadas, folhas pequenas, reducdo do
crescimento, formacdo de rosetas e encurtamento dos entrends (Martinez e Clemente,
2011). Salienta-se que a reducdo do tamanho das folhas é corriqueira nas folhas jovens
em razdo da baixa mobilidade deste nutriente no floema (Mascarenhas et al., 2013).

A toxidez por Zn é caracterizada pela pigmentacdo vermelha no peciolo das

folhas e nas nervuras e também pela clorose resultante da deficiéncia de Fe induzida. O
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Zn impede a reducdo do Fe e seu transporte para o interior das plantas (Martinez &
Clemente, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido no municipio de Nova
Crixas — GO, do dia 15 de maio de 2023 ao dia 04 de julho de 2023. O clima da regiédo,
de acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger, € do tipo Aw, clima tropical com
estacdo seca no inverno (Cardoso et al., 2014).

O gendtipo de milho utilizado foi o Pionner 3858 PWU com a transgenia RR2,
planta de porte alto, tipo de cariopse amarelo-alaranjado, ciclo precoce, e a densidade de
semeadura adotada foi de 70.000 plantas ha*. Cada unidade experimental consistia em
uma caixa plastica com dimensfes de 0,51 m de comprimento, 0,31 m de largura e
0,285 m de profundidade, capacidade de 0,045 m3 com quatro plantas em cada,
totalizando 20 unidades experimentais, com 16 plantas analisadas por tratamento.

O delineamento utilizado foi o de blocos inteiramente casualizados, com quatro
repeticdes e cinco tratamentos, compreendendo glifosato + Cu-EDTA, glifosato + Zn-
EDTA, glifosato + Mn-EDTA, glifosato + Cu-EDTA + Mn-EDTA + Zn-EDTA e
somente glifosato. As doses utilizadas foram 9,66 g ha' de Cu-EDTA, 73,5 g ha de
Zn-EDTA, 62,5 g ha?! de Mn-EDTA e 1920 g ha! de glifosato. As doses foram
baseadas na bula dos produtos comerciais utilizados.

O ambiente foi protegido com filme plastico transparente de 100 micras, com
altura do pé direito de 2,5 metros, com borda de um metro para cada uma das

extremidades do ambiente protegido. A protecdo foi para evitar chuva sobre as plantas.

3.1 Variaveis meteoroldgicas

Os dados meteoroldgicos do projeto foram registrados por um  termo-
higrémetro instalado no interior da area coberta, com leituras diarias as 12:00 h, com

coleta de informagdes de temperatura e de umidade relativa (Figura 3).
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Figura 3. Dados meteoroldgicos diarios registrados as 12 h no periodo do experimento.

No dia das avaliacdes fisioldgicas (20, 27 e 34 dias ap0s a emergéncia - DAE =
0 dia ante, 7 dias e 14 dias apés a aplicacdo do Glifosato), foram avaliados a radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR) e o déficit de pressdo de vapor (DPV). Os dados

obtidos com IRGA constam na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis climaticas no dia das avaliagdes fisiologicas, radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR, pumol m), déficit de pressdo de vapor (DPV, kPa),
temperatura (°C) e umidade relativa (UR, %).

Variaveis 0 DAAH 7 DAAH 14 DAAH
PAR 818,85 742,55 620,97
DPV 2,88 2,21 3,69
Temperatura 35,2 32,9 35,2
UR 31 39,15 49

DAAH: Dias ap6s a aplicacdo do herbicida. Dados coletados no periodo das 8 h até as
11 horas nos dias de avaliacdo com IRGA.

3.2 Preparo do substrato e adubacgéo

Foram  coletadas amostras de solo na regido de Nova Crixas — GO, na
profundidade de 20 a 60 cm, predominando o latossolo. De acordo com a analise de
solo, foram feitas calagem, gessagem e adubacéo para correcdo de fosforo e potassio
para o nivel critico da cultura, segundo critérios definidos por Sousa e Lobato (2004),
utilizando o formulado 05-25-15. Posteriormente, foi distribuido o adubo de base,
utilizando Phusion NP 10-50-00, com 0,3% de Cu, 0,3% de Zn, 0,3% de Mn e 0,3% de

B. A adubacdo de base foi feita segundo a andlise quimica de solo, Tabela 2, em
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concordancia com as recomendacdes, utilizando 20 kg ha! de nitrogénio e 100 kg ha*
de fosforo (Sousa & Lobato, 2004).

Tabela 2. Analise quimica e de textura do solo apds a coleta.

CaCl, g - cmolc dm3--------------- ---mg dm3--- % %
dm3
pH MO Ca Mg Al H+Al CTC K P \% m
4,7 17 034 017 004 21 2,6 10 0,71 20,2 69
Micronutrientes (mg dm-3)

B Cu Mn Fe Zn
0,08 0,37 1,9 17 0,16
Textura (g kg™)

Areia Silte Argila
497 20 483

3.2 Instalacéo e conducéo da cultura

As sementes de milho RR2 foram adquiridas diretamente dos produtores da
regiao.

As sementes do milho tinham tratamento industrial padrdo com o inseticida
Cropstar® (Imidacloprido+Tiodicarbe) na dose de 350 mL/60000 sementes para o
manejo da lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) e da lagarta elasmo
(Elasmopalpus lignosellus). Foi utilizado o fungicida Derosal Plus® (carbendazim
+tiram) na dose de 60 ml/60000 semente para 0 manejo da podriddo do colmo
(Fusarium moniliforme), podriddo-dos-grdos armazenados (Aspergillus flavus),
helmintosporiose (Helminthosporium maydis) e olho-azul (Penicillium oxalicum).

A semeadura foi feita diretamente na caixa, com sulco de 10 cm para aplicacéo

da adubacao de plantio e sulco de trés centimetros para semeadura.

3.2.1 Pulverizacéao foliar com os micronutrientes antes da aplicacdo do herbicida

A pulverizacdo foliar dos tratamentos foi ajustada com o volume da aplicacdo
com agua, visando a cobrir toda a area foliar da planta. Para isso, antes das aplicacdes,
foram feitas calibragcbes com o auxilio de um pulverizador manual com Dosador

Universal de Liquidos, da marca Guarany, quantificando o volume necessario para
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borrifar as solucbes nas plantas. As aplicagdes dos tratamentos com micronutrientes
foram feitas aos 13 DAE, com inicio da aplicacdo as 8 horas da manha.

3.2.2 Pulverizacéo do herbicida

A pulverizacao de glifosato foi feita aos 20 DAE, ocorrendo sete dias apos a
aplicacdo dos tratamentos com os micronutrientes. As pulverizacdes seguiram o padrao
de taxa de aplicacéo de 316,5 litros hal, convertidos para area do recipiente utilizado.

A adubacdo de cobertura foi feita com adubo granulado ureia agricola comum,
dividido em duas vezes: a metade da dose na primeira fase do estadio de
desenvolvimento V1 aos 7 DAE, quando as plantas apresentavam uma folha
completamente expandidas; e a outra metade da dose, na segunda cobertura no estagio
V4 e aos 12 DAE. As adubagdes foram feitas manualmente, distribuindo o adubo via

fertirrigacdo na caixa plastica.

3.3 Manejo da irrigacao

Inicialmente, foi feito o teste de capacidade volumétrica das caixas plasticas. O
teste foi feito com trés caixas plasticas com 45 kg de substrato cada. As caixas foram
mantidas em uma caixa d’agua com agua com 2/3 de altura da caixa plastica por 24 h.
Posteriormente, foram pesadas até a massa ficar constante, a cada 12 horas. Apos, foi
definido que cada caixa plastica com 45 kg de substrato atingisse a capacidade de

campo, tendo sido necessarios 23 litros de agua.

Para determinacdo da evapotranspiracdo de referéncia (ETo), foi utilizando o
lisimetro de pesagem mecanica, que consistia na pesagem direta de uma caixa plastica
por tratamento diariamente, utilizando uma balanca digital com precisdo de 0,1 kg. O

método é descrito por Bernardo et al. (2019) na Equagéo 1.
Equacéo 1:

AF
Ehh = 5

em que:

ETo- Evapotranspiracdo de referéncia em mm dia;
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AP — variacao do peso da caixa em kg; e

S — &rea da caixa, em m2.

A lamina bruta (LB) aplicada na cultura foi calculada pela equacdo 2,
considerando a eficiéncia da irrigacdo em 100%, pois a quantificacdo de agua aplicada
por caixa foi feita utilizando proveta para mensurar a quantidade, sempre no final da

tarde (17 horas), tendo os turnos de rega sido diarios.
Equacdo 2:

LB =ETo* Kc

O coeficiente de cultura (Kc) para os calculos de lamina de agua considerou
que a cultura seria colhida no estadio de V8 a V10, que corresponde até a fase | e I,
valores utilizados de acordo com Albuquerque (2010):  fase I foi de 23 dias, com

valores de 0,3a 0,5, e fase Il foi dos 23 dias aos 42 dias, com variagao de 0,8 a 0,85.

3.4 Variaveis analisadas

As varidveis fisiologicas (fotossintese liquida, condutancia estomatica,
transpiragéo e eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm)) foram avaliadas
aos 20, 27 e 34 DAE, durante o periodo vegetativo. Aos 20 DAE, foram sete dias apds
aplicacdo dos micronutrientes e antes da pulverizacdo do glifosato, sendo que as 27 e 34
DAE foram feitas observacOes de efeito e recuperacdo da planta aos danos causados
pelo herbicida.

Essas avaliacfes foram feitas entre 8 h e 11 h em duas plantas escolhidas ao
acaso, na Ultima folha totalmente expandida, em cada unidade experimental, utilizando
o analisador de gases infravermelho, IRGA, portatil, modelo CID-340.

Os dados foram extraidos apoOs a estabilizacdo das varidveis em anélise. A
analise de fluorescéncia foi feita utilizando o fluorémetro modelo FluorPen FP 110/D,
Drésov, Czech Republic, em duas folhas maduras completamente expandidas, da base
para o0 apice da planta, de plantas escolhidas ao acaso, que ndo estivessem sombreadas.
As folhas foram aclimatadas durante 20 minutos no escuro e depois saturadas com luz

actinica de 3000 umol fétons m? s,
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O teor relativo de clorofila e/ou indice de SPAD foi determinado utilizando o
clorofilometro MODEL SPAD 502, Konica Minolta, Japan. Foi feita a mensuracdo do
indice SPAD, as 11 horas, apds fazer as anélises pelo fluordmetro e IRGA, utilizando as
mesmas plantas e folhas.

As analises morfométricas na planta ocorreram aos 43 DAE, colhendo as
quatro plantas por repeticdo, que foram analisadas quanto ao didmetro do colmo na
altura do colo da planta (DC), altura da planta (AP), utilizando uma fita métrica e
paquimetro. Também foi mensurada a area foliar (AF) total das plantas de acordo com
a metodologia de Garcia et al. (2008). As quatro plantas analisadas foram separadas em
folha, colmo e raiz, picadas em pequenos fragmentos e secas em estufa de circulagédo

forcada por 72 horas e pesadas, obtendo massa seca da raiz, colmo e folha.

3.5 Tratamento estatistico

De posse dos dados, eles foram submetidos a analise de variancia e separados
em classes distintas, utilizando o teste de Tukey a nivel de 5%. Foi utilizado o

programa estatistico Sistema de Analise de Variancia (SISVAR).
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4. RESULTADOS

A Tabela 3 contém os dados do efeito do periodo pré e pés-aplicagdo de
glifosato sobre as variaveis fotossintese liquida (A, umol m?2 s*?), condutancia
estomatica (gs, mmol m? s?), transpiracdo (E, mmol m? s1) com os diferentes
tratamentos com micronutrientes.

A (A) néo diferiu entre os dias de avaliagdo, aos: 0 DAAH, 7 DAAH e 14
DAAH (Dias ap6s aplicacdo do herbicida), mas diferiu entre os tratamentos aos 14
DAAH, uma vez que foi maior nas plantas tratadas com todos os micronutrientes
combinados.

A (E) aos 0 DAAH néo diferiu entre tratamentos. Aos 7 DAAH, houve
aumento nas plantas tratadas com Cu isolado, com valor 27,40% maior que os demais
tratamentos. O menor valor foi observado para tratamento com Mn isolado, com valor
8,85% menor do que os tratamentos de Zn, trés micronutrientes associados e glifosato.
Contudo, no 0 DAAH e 14 DAAH, nédo houve influéncia da adubacdo com nenhum dos
micronutrientes utilizados, ou de combinacdes dos trés, associados a aplicacdo de
glifosato.

Em relacéo as avaliacBes de E entre os diferentes dias: ao 0 DAAH, todos 0s
tratamentos apresentaram a maior E; aos 7 DAAH, o tratamento com o Mn isolado teve
0 menor valor de E; e aos 14 DAAH, o tratamento com Mn aumentou em 28,18%, em
relagdo a avaliacéo anterior.

A variavel gs, ao 0 DAAH, ndo diferiu entre os tratamentos. Aos 7 DAAH, é
possivel observar menor gs, cujo efeito foi mitigado apenas pelo tratamento com Cu
isolado, apresentando-se 34,85% maior que a média dos demais tratamentos. Aos 14
DAAH, ndo havia mais diferencas entre os tratamentos.

Entre os dias de avaliagdes, todos os tratamentos apresentaram o maior valor
de gs ao 0 DAAH. Aos 7 DAAH, apenas os tratamentos com Cu, isolado ou em
associacdo, ndo apresentaram reducdo dos valores de gs. E para os 14 DAAH, os

tratamentos de Zn isolado e glifosato isolado apresentaram os menores valores de gs.
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Tabela 3. Efeitos da aplicacdo de micronutrientes e glifosato na fotossintese liquida (A
umol m2 s1), condutancia estomatica (gs, mmol m= s?) e transpiragédo (E, mmol m? s
1) de plantas de milho (Zea mays), hibrido Pionner 3858 PWU, apds aplicacdo do
herbicida.

A
Tratamentos 0 DAAH 7 DAAH 14 DAAH
Cu + Glifosato 25,40aA 26,65aA 15,12aB
Mn + Glifosato 27,68aA 23,04aA 19,58aB
Zn + Glifosato 27,79aA 22,95aA 13,70aB
Cu, Mn e Zn + Glifosato 23,70aA 26,05aA 20,24aA
Glifosato 25,36aA 25,48aA 15,03aB
CV (%) 31,78

E
Cu + Glifosato 4,55aA 3,38aB 2,87aB
Mn + Glifosato 4,88aA 2,37bC 3,30aB
Zn + Glifosato 4,77aA 2,59abB 2,83aB
Cu, Mn e Zn + Glifosato 4,13aA 2,56abB 2,54aB
Glifosato 4,95aA 2,66abB 2,93aB
CV (%) 22,23

gs
Cu + Glifosato 165,10aA 175,60aA 78,04aB
Mn + Glifosato 185,92aA 101,66bB 91,26aB
Zn + Glifosato 169,60aA 114,57bB 76,40aC
Cu, Mn e Zn + Glifosato 142,70aA 124,51bA 75,31aB
Glifosato 187,44aA 116,88bB 77,79aC
CV (%) 23,58

Entre os tratamentos, as médias seguidas de mesma letra, mindsculas na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0.05), e as médias seguidas de mesma letra, mailsculas em linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). CV: coeficiente de variagdo.

A Tabela 4 apresenta os dados da razdo Fv/Fm e o indice SPAD. Néo houve
alteracdo em funcdo dos tratamentos estudados. No entanto, ocorreu influéncia na razéo
de Fv/Fm e no indice SPAD entre os dias avaliados.

Aos 14 DAAH, houve reducdo na razdo Fv/Fm nas plantas tratadas apenas com
o glifosato, comparativamente aos demais dias avaliados. Ndo ocorreu variacdo dessa
variavel, entre os dias de avaliacdo, nas plantas dos demais tratamentos.

O indice SPAD apresentou alteracdo entre os dias avaliados nos tratamentos
com Mn isolado e glifosato isolado com menores valores.

O padrdo de comportamento foi consistente em ambos os tratamentos. Nos 0
DAAH, foram registrados os valores mais baixos. Houve aumento de 55,74% para o
Mn isolado e de 48,93% para o glifosato isolado aos 7 DAAH, seguido por uma reducao
aos 14 DAAH. Para o Mn isolado, a redugdo foi de 14,17%, enquanto para o glifosato
isolado, foi de 38,94%.
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Tabela 4. Efeitos de micronutrientes e glifosato na razdo da fluorescéncia variavel e
méaxima (Fv/Fm) e indice SPAD em (Zea mays), hibrido Pionner 3858 PWU, ap0s
aplicacdo do herbicida.

Fv/Fm
Tratamentos 0 DAAH 7 DAAH 14 DAAH
Cu + Glifosato 0,765aA 0,785aA 0,778aA
Mn + Glifosato 0,780aA 0,793aA 0,770aA
Zn + Glifosato 0,770aA 0,798aA 0,778aA
Cu, Mn e Zn + Glifosato 0,770aA 0,798aA 0,768aA
Glifosato 0,773aAB 0,793aA 0,753aB
CV (%) 31,78

SPAD
Cu + Glifosato 36,70aA 56,60aA 42,86aA
Mn + Glifosato 30,72aB 55,01aA 48,18aAB
Zn + Glifosato 52,04aA 60,13aA 44,92aA
Cu, Mn e Zn + Glifosato 41,96aA 51,94aA 49,17aA
Glifosato 28,95aAB 59,07aA 36,67aB
CV (%) 22,23

Entre os tratamentos, as médias seguidas de mesma letra, mindsculas na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0.05), e as médias seguidas de mesma letra, maitsculas em linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). CV: coeficiente de variagdo.

A Tabela 5 contém os dados das analises morfoldgicas. As varidveis altura da
planta (AP), diametro do colmo (D), massa seca do colmo (MSC), massa seca das
folhas (MSF) e a area foliar (AF) ndo tiveram influéncia da aduba¢do com nenhum dos
micronutrientes utilizados, ou com a combinacdo dos trés, associados a aplicacdo do
glifosato. Entretanto, a massa seca da raiz (MSR) se reduziu quando da aplicagédo
somente de glifosato e quando da aplicacdo do micronutriente isolado ou em conjunto,

ela obteve a maior MSR.

Tabela 5. Efeitos de micronutrientes e glifosato na altura da planta (AP, cm), didametro
do colmo (D, mm), massa seca da raiz (MSR, g), massa seca do colmo (MSC, g), massa
seca das folhas (MSF, g) e area foliar (AF, cm?).

Tratamentos AP (cm) D(mm) MSR(g) MSC (g) MSF(g) AF (cm?)
Cu + Gli 47,031a 18,578a  11,956a 9,356a 22,675a 2926,415a
Mn + Gli 48,075a 17,891a  12,648a 10,458a 23,069a 3322,437a
Zn + Gli 48,031a 18,758a  11,68la 11,254a 21,582a 2937,31la
Cu,MnezZn+Gli 49,937a 18,865a 11,700a 9,899a 20,150a 2991,802a
Glifosato 45,538a 17,726a 9,275b  9,300a 21,231a 2788,928a
CV% 19,40 11,60 16,03 28,83 1514 21,01

Entre os tratamentos, as médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0.05). CV: coeficiente de variagdo.
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5. DISCUSSAO

O glifosato € um herbicida que inibe a atividade da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que tem acdo-chave na rota do
chiquimato (Wang et al., 2024). Assim sendo, afeta a sintese de substancias que
dependem do funcionamento dessa rota, a exemplo da lignina, de alguns metabolitos
secundarios de defesa e de aminoacidos aromaticos (Cooley e Foy, 1992; Zobiole et al.,
2010; Mondal et al., 2017; Gomes et al., 2022; Bortolheiro et al., 2023) e, por
consequéncia, afeta também os eventos que dependem dessas biomoléculas. Embora
esses sejam efeitos esperados em plantas ndo resistentes ao glifosato, percebe-se que
plantas transgénicas tolerantes a esse herbicida ndo morrem pela sua exposicao, elas
continuam tendo seu desenvolvimento negativamente afetado pela menor producgéo de
compostos reconhecidamente dependentes da rota do chiquimato (Zobiole et al., 2010;
Bedin et al., 2020; Smedbol et al., 2020; Einhardt et al., 2022) ou por aspectos nao
diretamente relacionados a essa rota, a exemplo da reducdo no conteudo de clorofilas e
de taxas fotossintéticas (Zobiole et al., 2010; Einhardt et al., 2020; Braz et al., 2022). O
que sugere que a influéncia do glifosato nas plantas ndo se restringe a seus efeitos
diretos sobre a EPSPS.

Um dos efeitos conhecidos do glifosato, que tem potencial para influenciar o
metabolismo das plantas de forma mais ampla, é sua capacidade de se quelatar com ions
metélicos, portanto, com varios micronutrientes essenciais, ou mesmo com alguns
macronutrientes, reduzindo sua disponibilidade a planta. 1sso se deve a presenca de
acidos aminofosfénicos em sua composicao (Hasanuzzaman et al., 2020; Mohy-Ud-Din
et al., 2023). Assim, o glifosato como substancia quelante de nutrientes tem sido
investigado como um dos principais motivos para ele causar danos muito variados,
mesmo as plantas tolerantes, com se observa nos estudos de Zobiole et al. (2010),
Moreira et al. (2016), Codognoto et al. (2021) e Lanzarin et al. (2022). Esse largo
espectro de danos possiveis, que afetam desde a fotossintese a producdo de Orgaos
reprodutivos, decorre da necessidade da  disponibilidade dos varios micronutrientes
metélicos participando de diferentes eventos relacionados ao metabolismo e ao
desenvolvimento das plantas.

No presente trabalho, o resultado mais proeminente foi a menor quantidade de
massa seca de raizes ter sido observada nas plantas do tratamento em que se utilizou

apenas glifosato (Tabela 5), sendo que em todos os tratamentos em que se utilizou
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adubacdo foliar de micronutrientes, independentemente do elemento, as plantas tiveram
maior acumulo de massa seca nas suas raizes, comparativamente as plantas ndo
adubadas. Ou seja, a adubacéo foliar com micronutrientes mitigou o efeito negativo do
glifosato sobre o crescimento radicular das plantas de milho, evidenciando que a
provavel quelatacdo de metais pelo glifosato era o fator que estava prejudicando o
crescimento das raizes. Isso se justifica quando analisamos a importancia desses
micronutrientes sobre o crescimento radicular, cuja dependéncia de manganés é
comprovada nos trabalhos de Ohki (1984), Sadana, Lata e Claassen (2002) e Gao et al.
(2018). A dependéncia de zinco é observada nos trabalhos de Hacisalihoglu et al. (2004)
e Mousavi, Galavi e Rezaei (2013) e a dependéncia de cobre é observada nos trabalhos
de Khurana & Chatterjee (2007) e Perea-Garcia et al. (2021). Além destes nutrientes
citados, outros nutrientes metéalicos que ndo foram utilizados no experimento do
presente estudo também podem influenciar no crescimento de raiz, a exemplo do
molibdénio (Imran et al., 2021).

Como observado neste estudo, o glifosato € um herbicida comumente
relacionado ao desencadeamento de eventos que levam a reducéo no desenvolvimento
das raizes (Barbosa et al., 2020; Bidoia et al., 2023; Oliveira Neto et al., 2023), o que,
por consequéncia, pode levar a reducdo da aquisicdo de nutrientes pelas plantas. A
reducdo da massa seca dos Orgdos vegetativos, como raizes, pode ocorrer como
consequéncia de baixa taxa fotossintética, fendmeno também afetado pela exposicdo
das plantas, mesmo que tolerantes, ao glifosato (Zobiole et al., 2010; Zobiole et al.,
2012; Martinelli et al., 2022). No entanto, o fato de neste trabalho ndo terem sido
observadas diferencas das taxas fotossintéticas entre as plantas dos diferentes
tratamentos (Tabela 4), foi observada diferenca no acimulo de massa radicular (Tabela
3), reforcando a ideia de que este € um efeito decorrente da quelatacdo de nutrientes
metalicos pelo glifosato, como discutido previamente. Nesse sentido, a interferéncia
desses nutrientes sobre o crescimento das raizes pode ter decorrido de suas respectivas
importancias para uma adequada particdo e ou alocacdo de fotoassimilados, como ja
observadas por Bernal & Kréamer (2021) para o cobre, por Jhanji & Sadana (2018) para
0 manganés e por Jakhar, Yadav e Kumawat (2014) para o zinco.

Assim como as taxas de fotossintese liquida ndo foram afetadas pelos
tratamentos, ndo se observou neste trabalho nenhum fator que pudesse limita-las, uma
vez que ndo se observou variagcdo nos indices SPAD que pudesse supor alteracdes

significativas nos contetdos de clorofila (Hu et al., 2010), ao que se soma a nao
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existéncia de varia¢do na razdo Fv/Fm, que € um importante parametro de avaliacdo de
integridade ou de danos ao aparato fotoquimico da fotossintese (Sun & Wang, 2018).
Um outro fator que poderia limitar a fotossintese seria a condutancia estomatica, que,
embora tenha sido influenciada pelos tratamentos, ndo resultou em limitacdo a
fotossintese.

Observa-se na avaliacéo feita aos sete dias ap6s a aplicacdo do glifosato que o
herbicida induziu menor condutancia estomatica (Tabela 3), cujo efeito foi mitigado
apenas pelo tratamento com cobre. Quatorze dias apos a aplicacdo do herbicida, seu
efeito sobre a condutancia estomética ja havia sido superado, ndo havendo mais
diferencas entre os tratamentos. Este resultado permite sugerir uma possivel
indisponibilidade de cobre, pela quelatacdo com o glifosato, apenas na data de avaliacéo
mais proxima da aplicacdo do herbicida, a ponto de afetar o funcionamento dos
estomatos. Embora de fundamento ainda n&o conhecido, sabe-se da existéncia de uma
relacdo entre a disponibilidade de cobre e a condutancia estomatica (Hunter et al., 2022;
Zhang et al., 2015). Essa limitacdo da condutancia estomatica ndo foi suficiente para
afetar as taxas de fotossintese liquida, uma vez que ela s6 passa a limitar a fotossintese
apos ultrapassar um limiar, comumente atingido em condi¢cdes de restricdo hidrica
severa (Drake et al., 2017), o que nao foi o caso do experimento em questéo, no qual as
plantas ndo sofreram estresse por deficiéncia hidrica.

O efeito da condutdncia estomatica, em funcdo dos tratamentos, se refletiu
parcialmente nas taxas de transpiracdo, em que se observa que nas plantas com maior
condutancia estomatica, aos sete dias apds a aplicacdo do herbicida, também ocorria a
maior taxa de transpiracdo (Tabela 3), um efeito esperado por serem dois fendmenos
dependentes de um mesmo aparato fisico, a abertura dos estdbmatos (Sadok et al., 2021).
Muito embora as taxas de transpiracdo também possam sofrer influéncia do déficit de
pressdo de vapor (Grossiord et al., 2020), esses fendmenos eram diferentes nos dias das
avaliagdes (Tabela 5), cujo efeito é comprovado pelas taxas de transpiracdo em fungéo
do dia da avaliacdo (Tabela 3).

Ainda que ndo tenha havido influéncia dos tratamentos sobre as taxas de
fotossintese, houve efeito dos dias de avaliacdo. Nesse caso, diferentemente de uma
reducdo moderada na condutancia estomatica de plantas de alguns tratamentos, aos 7
dias apds da aplicacdo do herbicida, em comparacdo ao dia zero, ndo acompanhada pela
reducdo das suas taxas fotossintéticas, percebe-se que houve redugdo mais dréstica na

condutancia estomatica aos 14 dias ap6s a aplicacdo do herbicida, acompanhada pela
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reducdo das taxas fotossintéticas em plantas de todos os tratamentos, com excegdo
daquelas que foram tratadas com a combinacéo dos trés micronutrientes em estudo, as
quais ndo tiveram reducdo de suas taxas fotossintéticas, o que, por sua vez, revela um
efeito benéfico do uso combinado dos trés nutrientes para o cultivo do milho em
condigdo de campo.

O efeito do glifosato interferindo na condutancia estomatica é conhecido em
varias espeécies (Yanniccari et al., 2012; Brillon, Moingt e Lucotte, 2023), no entanto
seu fundamento ainda ndo é claramente elucidado, muito embora haja evidéncias da
importancia de um balango de aminoacidos, incluindo os aromaticos, para 0 bom
funcionamento dos estbmatos (Thakur, Thakur e Rai, 1988; Sharma e Rai, 1989;
Sakata et al., 2023; Tsuruda e Yoshida, 2023), cujo balan¢o de aminoacidos nas células
é alterado pelo glifosato. Também ha acimulo celular de produtos inibidores da
abertura dos estdmatos, como 0s quinatos (Orcaray et al., 2010), que resultam da
exposicdo das plantas a herbicidas. Ressalta-se também o préprio desbalanco hormonal
promovido pelo glifosato, favorecendo a acdo do &cido abscisico (Qin et al., 2023), que
pode resultar na inducio do fechamento estomatico. E importante salientar que a
condutancia estomatica pode ser influenciada pelas diferencas de radiacdo entre os dias
de avaliacdo, como ocorrido no experimento referente a este trabalho (Tabela 5).

Diante dos resultados observados, € importante ressaltar que ndo se descarta a
possibilidade de que a aplicacdo dos nutrientes j& quelatados ao EDTA, caso do
experimento em questdo, possa influenciar os efeitos quelantes do glifosato. Ao se
pensar no efeito nutricional, é importante também ressaltar que o uso de nutrientes
quelatados interfere na sua disponibilizacdo para as plantas (Sekhon, 2003). Também é
importante levar em consideracdo que o gendtipo interfere na metabolizacdo do
glifosato, j& tendo sido observado que milho tem menos acumulo de &cido
aminometilfosfénico (AMPA), produto mais direto da degradacédo do glifosato, do que
outras espécies (Reddy et al., 2018), e cuja substancia tem sido relacionada diretamente
a varios efeitos fisioldgicos ja abordados aqui em fungdo da exposicdo das plantas ao
glifosato, como sua influéncia na performance fotossintética e na producéo de clorofila
(Gomes et al. 2016; Gomes et al. 2022). Além disso, é importante atentar para 0s
efeitos aqui observados relacionados a aplicacdo do glifosato, com base apenas na
recomendacdo de bula, ndo sendo prudente extrapolar essas respostas para situacdes de

subdosagem ou superdosagem.
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6. CONCLUSOES

A adubacao foliar com micronutrientes mitigou o efeito negativo do glifosato
sobre o crescimento radicular das plantas de milho, podendo ser utilizados Cu, Zn e
Mn isolados ou em associagdo para mitigar os efeitos negativos concernentes ao

crescimento radicular.

O glifosato causa alteracdo na conduténcia estomética, ndo tendo causado
prejuizos a fotossintese liquida da planta de milho.

O uso combinado de Cu, Mn e Zn induziu maior estabilidade nas taxas de

fotossintese liquida ao longo do tempo nas plantas de milho tratadas com glifosato.
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