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Fosfito de potassio nao protege

plantas de milho contra os efeitos fitotoxicos do glyphosate

1
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ABSTRACT

Potassium phosphite does not protect
maize plants against the phytotoxic effects of glyphosate

There are conflicting reports on the effect of potassium
phosphite with or without glyphosate in plants. Some of them
indicate that potassium phosphite may cause injuries when
applied alone, while others point out that it can reduce the injury
caused by glyphosate, when applied in association with this
herbicide. This study aimed at evaluating the effect of potassium
phosphite alone or in association with glyphosate on visual injury,
dry matter accumulation, phytotoxicity indicator compounds
levels and aromatic amino acid contents in maize plants.
Treatments consisted of isolated or associated application of two
glyphosate doses (72 g ha! and 720 g ha') and one potassium
phosphite dose (Fosway - 3 L ha'). The visual evaluations of
injury and harvesting were performed at 2, 4, 10 and 15 days
after application. The potassium phosphite applied alone did
not cause injury to plants, and its association with glyphosate,
regardless of the dose tested, did not protect the plants against
the injury and dry mass reduction caused by the herbicide. There
was an accumulation of shikimic and quinic acids on the plants
subjected to the highest dose of glyphosate with or without
phosphite. The potassium phosphite treatments with or without
glyphosate showed higher tryptophan levels and did not alter the
phenylalanine and tyrosine contents in the plants.

RESUMO

Existem relatos controversos sobre o efeito do fosfito de
potassio, associado ou ndo ao glyphosate, em plantas. Alguns
indicam que o fosfito de potassio pode causar injUrias, quando
aplicado isoladamente, enquanto outros destacam que ele pode
reduzir a injiria causada pelo glyphosate, quando aplicado
em conjunto com este herbicida. Este estudo objetivou avaliar
o efeito do fosfito de potassio, em associagdo ou ndo com o
glyphosate, sobre a injuria visual, acumulo de massa seca,
niveis de compostos indicadores de fitotoxicidade e teores de
aminoacidos aromaticos, em plantas de milho. Os tratamentos
consistiram na aplicagdo isolada ou em associacdo de duas
doses de glyphosate (72 g ha' e 720 g ha') e uma de fosfito de
potassio (Fosway - 3L ha'). As avalia¢des visuais de injuria e
coletas de material vegetal foram realizadas aos 2,4, 10 ¢ 15 dias
apos a aplicagdo. O fosfito de potéassio aplicado isoladamente
ndo ocasionou injurias as plantas e a sua associagdo com o
glyphosate, independentemente da dose testada, ndo protegeu as
plantas contra a injUria e a redugdo de massa seca causada pelo
herbicida. Houve actimulo dos 4cidos chiquimico e quinico nas
plantas submetidas a maior dose de glyphosate associada ou nao
ao fosfito. O fosfito de potassio, associado ou nao ao glyphosate,
promoveu maiores teores de triptofano e ndo alterou os teores
de fenilalanina e tirosina nas plantas.

KEY-WORDS: Zea mays; shikimic acid; quinic acid; aromatic
amino acids.

INTRODUCAO

A maioria dos herbicidas inibe uma proteina
ou enzima nas plantas (Cole et al. 2000). O sitio de
acdo do glyphosate ¢ a enzima EPSPS (5-enolpiru-
vilchiquimato 3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1.19), que
catalisa a reacdo na qual o chiquimato-3-fosfato
(S3P) reage com o fosfoenolpiruvato (PEP), for-
mando 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e
fosforo inorganico (Pi) (Franz et al. 1997). A inibigao

PALAVRAS-CHAVE: Zea mays; acido chiquimico; acido
quinico; aminoacidos aromaticos.

da enzima EPSPS, afeta a rota metabdlica do acido
chiquimico, a qual produz os aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano. Além disso, essa
rota € responsavel pela formagado de compostos feno-
licos, que podem representar até 35 % da biomassa
vegetal (Boudet et al. 1985).

O glyphosate ¢ um dos herbicidas mais utiliza-
dos no mundo, devido, principalmente, ao seu amplo
espectro de agdo. Uma das principais alteragcdes me-
tabdlicas decorrentes da exposicao ao glyphosate nas
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plantas ¢ o acumulo de acido chiquimico (Harring
et al. 1998, Singh & Shaner 1998, Maria et al. 2006,
Buehring et al. 2007, Nandula et al. 2007, Petersen
et al. 2007, Matallo et al. 2009, Orcaray et al. 2010,
Reddy et al. 2010, Zelaya et al. 2011, Franco et
al. 2012). Os elevados niveis de acido chiquimico
sdo utilizados como indicador precoce ¢ altamente
sensivel dos efeitos do glyphosate nos tecidos das
plantas (Harring et al. 1998). O 4cido quinico, com-
posto de estrutura semelhante a do acido chiquimico,
também pode ser acumulado em plantas expostas ao
glyphosate (Orcaray et al. 2010 e 2012, Carbonari
et al. 2014).

Ha relatos de um possivel efeito do fosfito na
reducdo da intoxicagdo de algumas culturas, quando
aplicado em conjunto com o herbicida glyphosate.
A hipoétese para esse efeito protetor ¢ a de que o
glyphosate e o fosfito podem competir pelas proteinas
carregadoras de fosfato, que sdo responsaveis pela
absorcdo de fosfato e estdo presentes na membrana
da célula (Morin et al. 1997). No entanto, Lucas et
al. (1979) observaram severa intoxicagdo em plantas
de milho, quando tratadas com fosfito, sendo que as
injurias foram muito semelhantes aquelas causadas
pelo glyphosate. Esse fato pode ser explicado por
Mitchell & Adams (2004), os quais afirmam que o
glyphosate possui um grupo fosfito em sua formula
estrutural e, dessa maneira, o fosfito poderia ter
causado injuria as plantas.

Diante dos relatos controversos do efeito do
fosfito, este estudo objetivou avaliar o efeito do fosfito
de potassio, em associagdo ou ndo com o glyphosate,
em plantas de milho. O efeito foi avaliado quanto a
injurias visuais, acimulo de massa seca, niveis de
compostos indicadores de fitotoxicidade e teores de
aminoacidos aromaticos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Nucleo de
Pesquisas Avangadas em Matologia da Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), em Botucatu (SP), em 2011. Foi
utilizado delineamento experimental inteiramente ca-
sualizado, com seis tratamentos ¢ quatro repeti¢des.
O hibrido simples de milho 30F53H foi cultivado
em vasos com capacidade de 5 litros (uma planta
por vaso), contendo substrato Bioplant (material
organico de origem vegetal ¢ vermiculita expandida)
com pH 5,7 (£ 0,5).

Os tratamentos testados foram: glyphosate
a 72 g ha', glyphosate a 720 g ha’', glyphosate a
72 g ha'! + fosfito de potassio a 3 L ha'!, glyphosate
a 720 g ha! + fosfito de potassio a 3 L ha'!, fosfito a
3 L ha'! e um tratamento testemunha sem a aplicagdo
de fosfito ou glyphosate. A composi¢do do fosfito
de potassio (Fosway) utilizado foi 30 % de PO, e
20 % de K, 0.

Aos 23 dias apds a semeadura, quando as plan-
tas de milho apresentavam cerca de 4 folhas totalmente
expandidas, foi realizada a aplicag¢@o do herbicida com
ou sem fosfito de potassio. Foi utilizado um pulveri-
zador em ambiente controlado, com barra de pulve-
rizagdo equipada com quatro pontas XR 11002 vs,
espagadas em 0,5 m entre si e dispostas a 0,5 m de
altura, em relagdo as plantas de milho. A pressdo de
trabalho utilizada pelo equipamento foi de 2,0 kgfcm?,
com velocidade de 3,6 km h™' e consumo de calda de
200 L ha'. No momento da aplicagéo, a temperatura
era de 24 °C e a umidade relativa do ar de 67 %.

As coletas do material vegetal foram rea-
lizadas aos 15 dias apds a aplicagdo (DAA), para
quantifica¢@o dos aminoacidos aromaticos (fenilala-
nina, tirosina e triptofano), e aos 2, 4, 10 e 15 DAA,
para quantificag@o dos niveis de acido chiquimico e
quinico. Para cada periodo, foram coletadas todas
as folhas de uma planta de milho por repeticdo, as
quais foram lavadas duas vezes com trés litros de
agua destilada, em um recipiente plastico, para total
remocao dos residuos de glyphosate e fosfito que ndo
foram absorvidos. Apds a lavagem, as folhas foram
acondicionadas em sacos de papel para secagem em
estufa de circulacdo for¢ada de ar a 45 °C, por um
periodo de 72 horas.

Para as analises dos compostos, o material
vegetal coletado foi macerado em almofariz com
nitrogénio liquido. Uma aliquota de 100 mg da amos-
tra moida foi acondicionada em tubo de centrifuga
com 10 mL de agua acidificada a pH 2,5 (Matallo et
al. 2009). Em seguida, os tubos foram submetidos
a banho de ultrassom, com frequéncia ultrassonica
de 42 KHz, durante 30 minutos, e centrifugados a
4.000 g, durante 10 minutos, a 20 °C. O sobrenadante
foi coletado e filtrado em filtro Millex HV 0,45 um,
com membrana durapore de 13 mm, e acondicionado
em vial ambar, para quantificacdo dos compostos por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS).

Aos 2,4, 10 e 15 DAA também foram reali-
zadas avaliagdes visuais de intoxicag@o das plantas,
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seguindo-se uma escala percentual na qual “0” sig-
nifica auséncia de sintomas visuais de intoxicacdo e
“100” a morte da planta. Aos 15 DAA, foi realizada
a coleta da parte aérea das plantas, para determinacdo
da massa, apds secagem em estufa com circulagao
forcada de ar a 60 °C, durante 72 horas.

Os dados de injuria visual, massa seca ¢ teores
de aminoacidos foram submetidos a analise de varian-
cia, pelo teste F, ¢ as médias comparadas pelo teste
Tukey (p < 0,05). Os valores de acido chiquimico e
quinico nas plantas tratadas foram divididos pelos
valores obtidos desses compostos na testemunha
sem aplicagdo, para obtengdo de uma relagdo entre
tratamento e testemunha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de milho apresentaram niveis
de intoxica¢ao superiores a 74 %, ap6s 10 dias da
aplicac¢do, quando submetidas a dose de 720 g ha'!
de glyphosate isolado e em associagdo com fosfito
(Tabela 1). A associacdo do fosfito com a maior dose
de glyphosate reduziu os niveis de injaria visual em
60 %, 31 % e 5 %, respectivamente aos 2, 4 ¢ 15
DAA, em comparagdo com a aplicagdo dessa dose de
glyphosate isoladamente. Aos 15 DAA, a intoxicac@o
das plantas submetidas a menor dose de glyphosate
isolado foi cerca de 48 % menor do que a daquelas
em que foi aplicado glyphosate associado ao fosfito.
O fosfito de potassio aplicado isoladamente nao oca-
sionou nenhum sintoma de intoxicac¢ao.

Houve redug¢ao no acimulo de massa seca das
plantas em funcdo da dose de glyphosate aplicada,
ou seja, quanto maior a dose, maior a reducdo. No
entanto, a aplicagdo do fosfito de potassio isolada-

mente ¢ em associacdo com o glyphosate ndo pro-
vocou nenhum efeito no acimulo de massa seca das
plantas (Tabela 1).

Houve acumulo de cerca de 20 vezes no teor
de acido chiquimico, nas plantas de milho tratadas
com a maior dose de glyphosate aos 2 DAA, sendo
que os maiores niveis foram encontrados nas plantas
submetidas a dose de 720 g ha! associada ao fosfito
de potassio aos 10 DAA, com concentragdes cerca de
120 vezes maiores do que na testemunha (Figura 1a).

As plantas que receberam a menor dose de
glyphosate também apresentaram aumento de até 15
vezes no teor de acido chiquimico, quando associada
ao fosfito, e de 4 vezes, quando aplicada isoladamente
aos 4 DAA, sendo esses acimulos muito menores do
que aqueles observados com a aplicagdo de 720g ha™!
de glyphosate. De forma semelhante ao observado
para a injuria visual, foram constatados maiores
niveis de acido chiquimico nas plantas que recebe-
ram a dose de 72 g ha! associada ao fosfito, quando
comparadas com as que foram tratadas somente com
glyphosate.

O aumento da concentragdo de acido chiqui-
mico ocorre com o bloqueio da enzima EPSPS pelo
glyphosate, conforme observado em plantas de milho
ndo resistentes ao glyphosate (Reddy et al. 2010),
plantulas de Brassica napus (Petersen et al. 2007),
folhas de ervilha (Orcaray et al. 2010), folhas de
B. decumbens e cana-de-actcar (Matallo et al. 2009)
¢ folhas jovens ¢ maduras de Lupinus albus (Maria
et al. 20006).

Apbs 4 DAA, houve queda nos teores de
acido chiquimico nas plantas tratadas com a dose
de 72 g hal, alcangando o nivel encontrado na tes-
temunha no ultimo periodo avaliado, independente-

Tabela 1. Porcentagem de intoxicagdo (2,4, 10 e 15 DAA) e massa seca da parte aérea de hibridos de milho aos 21 DAA (Botucatu,

SP, 2011).

Tratamentos . Dias zpos 0o tratament(l) 0(DAA) = Mas(sg)seca
Testemunha Oc 0d 0d Oe 2,50 a
Glyphosate (72 g ha) Oc 4c 25¢ 29d 1,90 b
Glyphosate (720 g ha™) Sa 22a 75a 89 a 1,20 ¢
Glyphosate (72 g ha') + fosfito Oc S5c 33b 43¢ 1,90 b
Glyphosate (720 g ha!) + fosfito 2b 15b 74 a 84 b 1,30 ¢
Fosfito Oc 0d 0d Oe 2,60 a
F tratamento 150,00%* 196,10** 1.616,70** 1.350,60** 43,70%**
CV (%) 28,27 16,30 4,89 5,23 15,33
DMS 0,49 1,83 2,48 3,15 0,25

** Significativo a 1 %, pelo teste F (p > 0,01). Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferiram significativamente pelo teste Tukey (p > 0,05).
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mente da associagdo com o fosfito de potassio. Aos
15 DAA, também ocorreu reducdo nos teores de
acido chiquimico para 47 ¢ 66 vezes, em relagdo a
testemunha, para os tratamentos com a maior dose
de glyphosate isolada e associada ao fosfito, respec-
tivamente (Figura 1). Os niveis de acido chiquimico,
apos a aplicagdo do glyphosate, podem mudar com
o tempo, como observado em grios de Triticum
aestivum (Bresnahan et al. 2003) e folhas de Conyza
canadensis (Miiller et al. 2003).

Os teores de acido quinico também foram
alterados nas plantas de milho apds a aplicagdo de
glyphosate, principalmente na maior dose testada
(Figura 1b). O maior nivel de acido quinico nas
plantas tratadas foi observado aos 4 DAA, sendo
superior naquelas submetidas a dose de 720 g ha!
de glyphosate aplicada isoladamente, com concen-
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Figura 1. Razdo para os teores de acidos fendlicos (acido
chiquimico - a e quinico - b) encontrados em plantas
de milho tratadas e ndo tratadas com glyphosate e/
ou fosfito, apos diferentes periodos de exposicao
aos tratamentos (Botucatu, SP, 2011). Cada valor
corresponde a média + erro padrdo (n=4). G 72 =
glyphosate 72 g ha'; G 720 = glyphosate 720 g ha™;
G 72 + F =glyphosate 72 g ha + fosfito; G 720 + F =
glyphosate 720 g ha'! + fosfito; F = fosfito.

tracdes até 25 vezes maiores do que na testemunha.
Esse acamulo pode estar relacionado ao aumento
no fluxo de carbono na dire¢do da sintese do acido
quinico, decorrente da aplicacdo do glyphosate, como
observado por Ossipov & Aleksandrova (1982), em
aciculas de pinheiro.

O 4cido quinico também acumulou cerca de
1,4;2,4; e 1,6 vezes mais, em relacdo a testemunha, em
folhas de ervilha (Pisum sativum L. cv. Sugar Boys)
tratadas com glyphosate, imazethapyr e chlorsulfuron,
respectivamente, aos 15 dias apos os tratamentos. O
aumento de acido quinico apds o tratamento com
glyphosate deve-se ao actimulo de compostos for-
mados anteriormente ao passo biosintético catalisado
pela EPSPS, como ocorre para os acidos chiquimico,
protocatecuico e galico (Orcaray et al. 2010).

A associagdo do glyphosate com o fosfito
promoveu um pequeno aumento nos niveis dos ami-
noacidos aromaticos, em relagdo a aplicagdo isolada
do herbicida aos 15 DAA, embora esse aumento
ndo tenha sido significativo (Figura 2). A dose de
720 g ha! de glyphosate, associada ou ndo ao fosfito,
reduziu os niveis de fenilalanina e tirosina, em com-
parag@o com a testemunha, no entanto, ndo alterou
os niveis de triptofano.
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Figura 2. Teores dos aminoacidos aromaticos fenilalanina,
tirosina e triptofano, em plantas de milho, aos
15 DAA, tratadas com glyphosate e fosfito
isoladamente ou em associa¢do (Botucatu, SP,
2011). Cada valor corresponde a média + erro padrao
(n = 4). TEST = testemunha; GL 72 = glyphosate
72 gha'; GL 720 =glyphosate 720 gha'; GL72 +F =
glyphosate 72 g ha™' + fosfito; GL 720 +F = glyphosate
720 g ha'! + fosfito; F = fosfito. Fenilalanina: Ftrat =
1,577, CV = 18,69 % ¢ DMS = 19,98. Tirosina:
Ftrat = 6,630**, CV = 16,57 % ¢ DMS = 12,93.
Tirosina: Ftrat = 1,743™, CV = 15,37 % e DMS =
49,99. ™ nao significativo; ** significativo a 1 %.
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O fosfito de potassio aplicado isoladamen-
te foi responsavel por aumento significativo nos
niveis de triptofano, sendo o possivel responsavel
pelo aumento deste aminoacido nas plantas tratadas
com glyphosate na maior dose associada ao fosfito.
Amrhein et al. (1980) sugerem que o triptofano € o
aminoacido aromatico menos sensivel a inibigao pelo
glyphosate. Wang et al. (2001) relataram aumento na
concentracao de triptofano aos 3 dias ap6s a aplicacdo
de glyphosate em plantulas de Cyperus rotundus, em
relagdo a testemunha.

Os niveis dos aminoacidos aromaticos ndo
se alteraram ou foram maiores que na testemunha,
nas plantas submetidas a aplicacdo de glyphosate
na menor dose (72 g ha'), e a associagdo desta dose
com o fosfito promoveu aumento nos niveis de tiro-
sina, com relagdo a testemunha nao tratada. Petersen
et al. (2007) verificaram aumento pronunciado na
concentragao de fenilalanina em plantas de B. napus,
em resposta as concentragdes de 1 uM e 10 uM de
glyphosate, mas a concentracao tende a decrescer até
a exposicdo a 50 uM de glyphosate, estando pouco
abaixo da concentracdo encontrada na testemunha.

Embora o glyphosate seja responsavel pelo
bloqueio da biossintese dos aminoacidos aromaticos,
os resultados observados no presente estudo nao reve-
lam um claro decréscimo no contetido de fenilalanina,
tirosina e triptofano, quando suas concentragdes em
plantas expostas ao glyphosate sdo comparadas com
as concentragdes das plantas testemunhas. Esse au-
mento no teor de aminoacidos também foi observado
por outros autores (Wang et al. 2001, Petersen et al.
2007, Gravena et al. 2009, Orcaray et al. 2010) e pode
estar relacionado com a degradacéo das proteinas das
plantas e a consequente liberacdo dos aminoacidos
que compdem as mesmas. Gravena et al. (2009) ve-
rificaram efeito transitorio do glyphosate nos teores
de aminoacidos totais, com reducdo aos 2 DAT, em
folhas jovens e maduras de limao cravo submetidas a
diferentes doses de glyphosate. Esses mesmos autores
observaram que, a partir de 4 DAT, houve aumento
nos niveis dos aminoacidos, independentemente da
dose de glyphosate testada.

No presente trabalho, observou-se que a
aplicacdo de fosfito, isoladamente ou associado ao
glyphosate, ndo promoveu nenhum efeito nas plantas
de milho. Assim, com base nesses resultados, ndo se
recomenda a utilizagao de fosfito para a redugdo dos
efeitos fitotoxicos ocasionados pelo glyphosate, em
plantas de milho.

CONCLUSOES

1. O fosfito de potassio aplicado isoladamente nao
ocasiona injUrias as plantas, e a sua associacdo com
o glyphosate, independentemente da dose testada,
ndo protege as plantas contra a injuria e a redugao
de massa seca causada pelo herbicida.

2. Os acidos chiquimico e quinico se acumulam nas
plantas submetidas a altas doses de glyphosate,
associadas ou ndo ao fosfito, estando de acordo
com a intoxicacdo visual das plantas causada por
esse herbicida.

3. Tanto o glyphosate como o fosfito promovem
poucas alteragdes na concentragdo dos aminoacidos
aromaticos, aos 15 dias apo6s a aplicagdo.
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