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RESUMO

LIMA, DEMILY ANDROMEDA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2016. Alteracdes morfoanatdmicas e fisioldgicas em plantas ndo alvo de
Bauhinia variegata L. como indicadoras da acdo do herbicida diurom. Orientadora:
DSc. Marisa Domingos. Coorientadores: Dsc. Alan Carlos Costa, DSc. Adriano

Jakelaitis e DSc. Caroline Mdller.

A ampla utilizagdo do herbicida diurom na cultura de cana-de-acucar tem
comprometido areas ndo cultivadas, e pode culminar em danos severos ao ambiente,
como toxicidade aguda e/ou crbnica as plantas ndo alvo. Espécies vegetais sensiveis a
estresses antropicos tém sido utilizadas para delimitar e prever efeitos de substancias
toxicas no meio ambiente e em plantas ndo alvo, método denominado
biomonitoramento ambiental. Com isso, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar respostas
morfoanatdmicas e fisioldgicas em plantas de Bauhinia variegata L. a diferentes doses
do diurom, buscando caracterizar seu potencial bioindicador da toxidez deste herbicida.
Mudas de B. variegata com 90 dias de idade foram transplantadas para vasos de 10 L.
Apo6s um periodo de aclimatacdo (aproximadamente 30 dias), foram aplicados os
tratamentos consistindo das seguintes doses de diurom: 0 (controle), 400, 800, 1.600 e
2.400 g i.a ha. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em
esquema fatorial 5 x 5, sendo cinco doses de diurom e cinco tempos de avaliacdo e
cinco repeticdes por tratamento. Foram avaliadas morfologia e anatomia foliar, trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a. O herbicida diurom alterou de forma severa,



desde a menor dose aplicada, as caracteristicas morfoanatdmicas e fisiologicas das
plantas. Os efeitos observados, como 0s sintomas visiveis, altera¢fes na distribuicdo das
ceras no limbo foliar e danos no parénquima clorofiliano podem ser considerados
biomarcadores adicionais da acdo do diurom. Ja as alteracbes na ETR, Yi e Fu/Fm séo
bons biomarcadores da acdo do herbicida em plantas ndo alvo, visto que sdo medidas

nao destrutivas.

PALAVRAS-CHAVES: Cerrado, biomonitoramento, injdria visivel, fluorescéncia da

clorofila a, fotossintese.



ABSTRACT

LIMA, DEMILY ANDROMEDA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
August 2016. Morpho-anatomical and physiological changes in nontarget plants of
Bauhinia variegata L. as indicators of the herbicide diuron action. Advisor: Dsc. Marisa
Domingos. Co-advisors: Dsc. Alan Carlos Costa, DSc. Adriano Jakelaitis and DSc.

Caroline Mdller.

The wide use of diuron herbicide in sugarcane lands has compromised surrounding
uncultivated areas, which may result in acute and/or chronic damage in non-target
plants, among other toxic effects in the environment. Sensitive plant species to
anthropogenic stressors have been used to delimit and predict effects of toxic substances
in the environment and in non-target plants, a method called environmental
biomonitoring. Thus, the aim of this research was to evaluate physiological and
morphoanatomic responses in Bauhinia variegata L. plants to different doses of diuron
to characterize its bioindicator potential for indicating its occurrence in phytotoxic
levels in the environment. Seedlings of B. variegata 90 day-old were transplanted into
10 liter pots. After acclimatization period (about 30 d) treatments consisting of diuron
doses were applied: 0 (control), 400, 800, 1600 and 2400 g ai ha. The experiment was
conducted in a randomized block design, in a 5 x 5 factorial scheme with five doses of
diuron and five evaluation times and five replicates per treatment. Gas exchange,
chlorophyll a fluorescence, anatomy and morphology were evaluated. The herbicide

diuron changed starkly the physiological and anatomical characteristic of plants from



Xii

the lowest dose applied. The effects observed, such as the visible symptoms and
changes in the ETR, Yy and F./Fm, were considered adequate biomarkers of diuron
action on non-target plants. Therefore, we concluded that B. variegata is sensitive to

diuron herbicide and has potential as bioindicators.

KEY WORDS: Cerrado, biomonitoring, visible injury, chlorophyll a fluorescence,
photosynthesis.



ALTERACOES MORFOANATC)MICAS E FISIOLOGICAS EM
PLANTAS NAO ALVO DE Bauhinia variegata L. COMO
INDICADORAS DA ACAO DO HERBICIDA DIUROM

(Normas de acordo com a revista Ecototoxicology and Environmental Safety)

1. INTRODUCAO

Extensas areas do Cerrado tém sido continuamente substituidas por areas
plantadas, e j levou a perda de 53 % das areas naturais nos ultimos 30 anos (Beuchle et
al., 2015). Além disso, a expansdo agricola aumenta a demanda do uso de agrotéxicos
(Egan et al., 2014), atualmente também referidos como defensivos agricolas (Lei
3.200/15) (Brasil, 2016). Tem ocorrido tanto a diversificacdo quanto o aumento da
quantidade de herbicidas aplicados (Spadotto et al., 2006; Schmitz et al., 2014),
podendo contaminar as &reas de vegetacdo natural proximas as cultivadas. A
preocupacdo em proteger a vegetacdo nativa estimulou a criacdo da lei, em 1981 e
atualizada em 2012 pela Lei de Protecdo Ambiental 12.651 (Brasil, 2012), que
determina a manutencdo minima de 35 % de reserva legal no Cerrado. Estas areas, no
entanto, normalmente margeiam ou sdo circundadas pelos cultivos, de modo que a lei,
mesmo que seja cumprida, ndo impede a exposicdo de plantas ndo alvo a acdo dos
defensivos agricolas (Boutin et al., 2012; Zaltauskaité e KiSonaité et al., 2014).

Dentre as culturas extensivamente cultivadas na regido de Goias, no Centro

Oeste brasileiro, destacam-se a Glycine max (soja), Zea mays (milho) e a Saccharum



officinarum (cana-de-agucar). A producdo de cana-de-agUcar, em particular, tornou o
Brasil lider mundial na agroindustria sucroalcooleira (Rosolen et al., 2015). O estado de
Goiés apresentou a maior produtividade nacional na safra 2015/16 com incremento em
10% na area cultivada (Conab, 2015). Entre os defensivos agricolas indicados para esta
cultura, o uso de herbicidas a base de ureia e triazinas como o diurom (Diuron ®), tem
tido grande destaque (Britto et al., 2012). Apesar de ja ter sido regulado pela legislacéo
brasileira (Brasil, 2004), o diurom tem sua utilizacdo restrita em alguns estados, como
Parana, poe causa da carga toxica elevada.

O diurom [N-(3,4-dichlorophenyl)-N, N-dimethylurea], pertencente ao grupo
quimico das ureias (Fufezan et al., 2002; Kumar et al., 2014), é caracterizado como
herbicida seletivo e de acdo sistémica. O produto pode ser absorvido via radicular e
translocado pelo xilema para toda a planta quando aplicado em pré-emergéncia ou,
ainda absorvido, via foliar quando aplicado em pds-emergéncia (Oturan et al., 2008; Ali
et al., 2014). Como mecanismo de acdo, é descrito por inibir o fotossistema Il da cadeia
transportadora de elétrons cloroplastidica (Sandoval-Carrasco et al., 2013).

Os efeitos de herbicidas inibidores de fotossistemas em plantas ndo alvo séo
distintos, incluindo: sintomas visiveis, como 0s observados em plantas tratadas com
diurom, que apresentam cloroses e necroses nas regides internervais das folhas, bem
como murchamento foliar (Bell e Duke, 2005), alteracbes nas ceras epicuticulares
(Sadler et al., 2016), danos morfoanatdmicos nas folhas (Moskova et al., 2011) e danos
fotoquimicos (Goltsev et al., 2001). Ainda podem causar estimulo ou reducdo no
crescimento das plantas (Magnucka et al., 2014; EI-Nahhal e Hamdona, 2015) e efeitos
negativos na producdo de sementes (Oswalt et al., 2014). Devido a sua eficacia mesmo
em baixas concentracdes, o diurom tem sido referéncia para avaliar os impactos de
herbicidas em espécies ndo alvo (Holmes, 2014).

O monitoramento ambiental, com o0 uso de espécies bioindicadoras,
caracterizadas por apresentar sensibilidade ao fator de estresse (Andrea, 2008;
Yamashita et al., 2013), tem sido um método chave para entender o efeito de
substéncias toxicas em plantas ndo alvo (Rocha et al., 2013). A caracterizagdo de
plantas bioindicadoras pode ser feita através das respostas bioquimicas, fisioldgicas,
morfologicas e histolologicas a exposicdo aos poluentes, permitindo identificacdo de
biomarcadores ao estresse (Rai, 2016).



Assim, a selecéo de espécies capazes de indicar o efeito dos herbicidas em areas
nativas do Cerrado se torna crucial para definir estratégias eficientes no monitoramento
de impacto sobre a vegetacdo nativa. As espécies do género Bauhinia, popularmente
conhecidas como pata-de-vaca, sdo geralmente encontradas na forma de arbustos ou
arvores, no entorno ou no interior das matas (Caron et al., 2014), bem como em éareas
urbanas. Além da ampla distribuicdo geografica e da taxa de crescimento moderado
(Martinelli-Senem et al., 2006), Bauhinia variegata Linn. possui caracteristicas que
favorecem a sua utilizagdo para estudos de impactos ambientais, ja que sua anatomia
(Lusa e Bona, 2009) e morfologia (Abdel-Hameed et al., 2013) sdo bem conhecidas,
além da caracterizagdo boténica, ecoldgica (Vaz, 2016) e quimica (Reddy et al., 2003)
ja serem descritas.

Diante do exposto, trabalhou-se neste estudo com a hipd6tese de que plantas de

B. variegata séo afetadas pela a¢éo da aplicacdo indireta do herbicida diurom.



2. OBJETIVO

Objetivou-se com este estudo avaliar respostas morfoanatdmicas e fisiologicas
em plantas de Bauhinia variegata L. as diferentes doses do diurom, buscando

caracterizar o potencial bioindicador da toxidez deste herbicida em espécie néo alvo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal e CondicGes de Cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada, do
Laboratério de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, Instituto Federal Goiano -
Campus Rio Verde, Goias, Brasil. Mudas de Bauhinia variegata com 90 dias de idade
foram transplantadas para vasos de polietileno contendo 10 kg de substrato preparado a
partir da mistura de duas partes de solo do tipo Latossolo Vermelho distroférrico tipico
e uma parte de areia. De acordo com a analise quimica e fisica do solo, o substrato
utilizado possui as seguintes caracteristicas: pH H.O — 5,8; P — 0,9 mg dm™®; K — 9 mg
dm; Ca - 0,59 cmol.dm; Mg — 0,17 cmolcdm™; Al — 0,05 cmolcdm™; H+Al — 1,8
cmoledm=; S —0,8 mg dm3; B -0,1 mg dm®; Cu—0,5mg dm; Fe — 118 mg dm=3; Mn
—16,7 mg dm=; Zn-0,2 mg dm3; Na— 1,8 mg dm=; SB — 30 %; CTC — 2,6 cmol.dm"
3 M.O. — 6,2 %; argila — 38,5%; silte— 7,5 % e areia — 54 %. O substrato, em cada vaso,
foi adubado com 3,84 g de mono-amoénio fosfato (MAP); 2 g de sulfato de potassio
(K2S04); 1,3312 g de ureia; 0,072 g de &cido bdrico e 0,12 g de sulfato de zinco.

Apos 30 dias de aclimatagdo, as plantas foram pulverizadas com diurom nas
doses de 400, 800, 1.600 e 2.400 g i.a ha correspondendo a 12,5, 25, 50 e 75 % da
dose recomendada do produto para a cultura de cana-de-acucar. Um grupo de plantas
adicional foi mantido como controle. O herbicida foi aplicado no inicio da manha,
utilizando um pulverizador costal (Herbicat® Catanduva, Brasil) com pressdo constante

mantida por CO2 comprimido, com barra contendo quatro pontas de pulverizagédo e bico



da série (XRTeejet® - tipo leque modelo XR11002-VP). A pressio de servico utilizada
foi de 2,5 kgf cm2, proporcionando volume de calda de 300 L ha™.

No momento da aplicacdo, as condigfes ambientais indicavam temperatura
24,6 °C, vento 0,00305 m s e umidade relativa de 81,2 %, registradas pela estacio
meteorologica Kestrel 4000 (Pocket Weather Traker, Birmingham, MI, Estados
Unidos).

Apos a aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram mantidas no local por
aproximadamente uma hora para secagem do produto e as avalia¢Ges iniciadas apos trés
horas decorrentes da aplicacdo. Avaliacdes em curto intervalo de tempo foram
realizadas uma vez que, em ensaio preliminar, foram observadas alterages na imagem
da fluorescéncia da clorofila a e sintomas visiveis a partir das oito horas apés aplicacdo

do produto (dados ndo apresentados).

3.2. Andlise de sintomas foliares visiveis

A caracterizacdo dos sintomas visiveis foi realizada através de fotografias
obtidas com uma camera digital (Coolpix P600, Nikon, Japéo), apos 10, 33, 58 e 177
horas de aplicacdo (HAA), em folhas completamente expandidas, do primeiro ao quarto
no das folhas e que emergiram apds o periodo de aclimatacdo. As folhas senescentes e
que se desenvolveram em condi¢cdes ambientais anteriores ao do experimento foram

descartadas.

3.3. Andlises anatdbmicas

Amostras foliares da margem, da regido entre a margem e a nervura mediana
(entre meio) e da regido da nervura mediana (meio), de folhas completamente
expandidas do terceiro ou quarto no, foram seccionadas e fixadas em Karnovsky
(Karnovsky, 1965). Apds 24 h, as amostras foram previamente lavadas com tampéao
fosfato e desidratadas em série etilica crescente (10, 30, 50, 70 %, por 30 minutos cada)
e armazenadas em alcool etilico 70 % para analises posteriores. As folhas utilizadas

para as analises anatomicas foram coletadas apos 177 HAA.



3.3.1. Analises em microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliacdo da superficie foliar, amostras armazenadas em alcool etilico 70 %
foram desidratadas em série etilica crescente (80, 90 e duas etapas a 100 %, por 10
minutos cada) e secas por ponto critico de CO, (Autosamdri®, 815, Series A, Tousimis,
Rockville, Estados Unidos) (Robards, 1978). Posteriormente, as amostras foram fixadas
em fita adesiva sobre stubs e recobertas com ouro em metalizador (Desk V, Denton
Vacuum, Moorestown, Estados Unidos), no Laboratério Multiusuario de Microscopia
de Alta Resolucdo (LabMic) da Universidade Federal de Goias, UFG, Goiania. A
observacdo e a captura de imagens foram realizadas em microscépio eletrbnico de
varredura (MEV, JSMIT300, Jeol, Akishima, Tokyo, Japdo) no Centro Regional para o

Desenvolvimento Tecnologico e Inovacdo (CRTI), Goiania.

3.3.2. Analises em microscopia de luz

Para observacdo dos danos estruturais, amostras estocadas em alcool etilico 70
% (Johansen, 1940) foram desidratadas em série etilica e incluidas em 2-
hidroxietilmetacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). As amostras foram
seccionadas transversalmente (5 um de espessura), em micrétomo rotativo (Modelo
1508R), coradas com azul de toluidina 0,05 % em tampédo fosfato (0,1 M, pH 6,8)
(O’brien et al., 1964) e montadas com verniz vitral Acrilex (Paiva et al., 2006). As
imagens foram obtidas em microscépio motorizado (modelo BX61, Olympus, Tokyo,
Japdo) com camera digital CCD acoplada (DP-72, Olympus) do Laboratdrio de
Anatomia Vegetal do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano —

Campus Rio Verde.
3.4. Avaliagdes Fisiologicas
3.4.1. Trocas Gasosas
As trocas gasosas das plantas de B. variegata foram mensuradas em folhas

completamente expandidas apos 3, 24, 48, 96 e 144 HAA. A taxa fotossintética (A,

umol CO, m? s1), condutincia estomatica (gs, mol H,O m2 s?), taxa transpiratoria (E,



mmol H20 m? s?) e relagio entre a concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca)
foram mensuradas utilizando o analisador de gases ao infravermelho (IRGA, modelo
LI-6400xtr, LI-COR, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos). As medi¢fes foram
realizadas entre 9 h e 11 h da manha utilizando radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR)
constante (1000 pmol fétons m s), e concentragdo atmosférica de CO2 (Ca) (~ 415

umol mol™), temperatura (~ 25,5 °C) e umidade relativa (~ 74 %) ambientes.

3.4.2. Fluorescéncia da Clorofila a

As avaliacdes da imagem da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas 10,
33, 58 e 177 HAA, utilizando o fluordmetro modulado Imaging-PAM (Heinz Walz,
Effeltrich, Germany). Os sinais de fluorescéncia em todos os pontos da area foliar
analisada foram capturados por uma camera CCD (Charge Coupled Device) acoplada
ao aparelho que forneceu as imagens para o computador. Inicialmente foram realizadas
avaliacdes nas folhas adaptadas ao escuro, com plantas aclimatadas por pelo menos 40
minutos a esta condicdo. Foram obtidas as variaveis de inducdo da fluorescéncia:
fluorescéncia inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm) e calculado o rendimento
quantico potencial do fotossistema Il (FSII), Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm (Genty et al., 1989).
Posteriormente, com as folhas expostas a iluminacéo actinica, acrescido de um pulso de
luz actinica saturante foi possivel obter as variaveis da fase lenta de inducdo da
fluorescéncia como o rendimento quantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia
no FSII (Yu), o coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (Yneq) € 0 rendimento quéantico
de energia dissipada ndo regulada no FSII (Yno). O Yy foi utilizado, ainda, para estimar
a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR = Y1.PAR.Absiesr.0,5 (Bilger et al., 1995),
onde PAR é o fluxo de fétons (1000 umol m2 s%) incidente sobre a folha; Absiest 0 Valor
correspondente a fracdo de luz incidente que é absorvida pelas folhas; e, 0,5 o valor
correspondente a fracdo de energia de excitacdo distribuida para o FSII (Laisk e Loreto,
1996).

3.5. Andlises Estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, com 5

repeticdes. As trocas gasosas foram avaliadas em esquema fatorial de 5 (doses) x 5



(tempos de avaliacéo), totalizando 125 unidades experimentais. A variavel fluorescéncia
da clorofila a também foi avaliada em esquema fatorial de 5 (doses) x 4 (tempos de
avaliacdo), totalizando 100 unidades experimentais. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e ajustados aos modelos de regressdo. As analises
estatisticas foram realizadas por meio do software Sistema de Andlise de Variancia
(SISVAR, versdo 5.6) e, para a confeccdo dos gréficos, foi utilizado o software Sigma
Plot 11.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Sintomas visiveis

Nas folhas das plantas de Bauhina variegata, foram detectadas
despigmentacdes (cloroses) na superficie adaxial, apds 10 horas da aplicacdo do
herbicida em plantas tratadas a partir de 800 g i.a ha (Figura 1). A clorose ocorreu,
inicialmente, nas regides da lamina foliar que tiveram contato direito com o herbicida
(efeito pontual), progredindo para as regides internervais, exibindo aspecto zebrado na
folna como observado na dose 2.400 g i.a hal (Figura 1). Folhas novas emitidas
posteriormente a aplicacdo do herbicida exibiam despigmentacéo.

Ao longo do tempo, em plantas tratadas com 1.600 e 2.400 g i.a ha, observou-
se 0 avanco de cloroses para necroses (Figura 1). As necroses de coloragdo amarronzada
avancaram, a partir da base da lamina, pelas nervuras medianas e laterais, tanto em
areas marginais quanto internervais (Figura 1). As regifes necréticas foram visualizadas

concomitantemente com murchamento da lamina foliar.

0 400 g i.a. ha' 800 gi.a. ha' 1600 gi.a.ha' 2400 gi.a. ha'

10 HAA

177 HAA

Figura 1. Sintomas visiveis da toxicidade do diurom em folhas de Bauhinia variegata em
resposta as doses crescentes do herbicida e das horas apds a aplicacdo. (*) Necroses. Barras: 3
cm.
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4.2. Analises micromorfoldgicas

As superficies foliares de Bauhinia variegata sdo recobertas com ceras
epicuticulares (Figura 2A-B) no formato de placas verticais (Figura 2C). A superficie
adaxial é glabra (Figura 2A) e a superficie abaxial é recoberta por tricomas tectores
(Figura 2B) e em menor quantidade por tricomas glandulares. As folhas possuem
epiderme unisseriada com células levemente arredondadas em ambas as faces (Figura
3A). As células epidérmicas da face adaxial sdo mucilaginosas e maiores em relacédo
aquelas da face abaxial (Figura 3A). As folhas sdo anfihipoestomaticas com estdmatos
localizados no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 2B-C e 3A). O
mesofilo dorsiventral é formado por duas ou trés camadas de parénquima palicadico e
por trés a quatro camadas de parénquima lacunoso (Figura 3A).

O diurom desencadeou alteracfes nas superficies foliares e na estrutura foliar
de plantas de B. variegata com danos progressivos de acordo com as doses aplicadas
(Figuras 2D-J e 3B-I).

Houve desestruturacdo das ceras desde a menor dose, provocando alteracGes na
distribuicdo das mesmas, em ambas as faces (Figura 2D e 2E), que foi intensificada com
o incremento das doses do herbicida (Figura 2G-H). Regides nas quais os danos foram
mais conspicuos houve ruptura da epiderme na lamina foliar (Figura 2J), promovendo a
exposicdo do tecido interno.

As células da epiderme da face abaxial das plantas tratadas exibiram perda de
turgor e achatamento da parede periclinal externa (Figura 3C-D), com danos
progressivos em funcdo do aumento das doses. A partir de 1600 g i.a ha?, houve
alteracdes do relevo das células com a formacdo de concavidades (Figura 2F-G), além
de maior area com regides enrugadas pela perda da turgescéncia (Figura 21) progredindo
para areas totalmente plasmolisadas (Figura 2H). Na epiderme da face adaxial da folha,
ocorreram os mesmos padrdes de danos nas celulas epidérmicas da superficie abaxial,
com danos severos nas maiores doses, ocasionando perda da continuidade da epiderme
(Figura 3F e 3H). Nao foram observados danos diretos decorrentes da aplicacdo do
diurom nos estbmatos, em ambas as faces (Figura 2E-F, 21, 3C, 3E-F e 3I). Porém, foi
notavel que os tricomas foram afetados nas maiores doses, com colapso das células,

perda da turgescéncia, conferindo-lhes aspecto retorcido (Figura 2F, 2H e 2J).
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Nas plantas submetidas a 800 g i.a ha™® do herbicida, observou-se, também,
colabamento de células do parénquima pali¢adico e reducdo na espessura do limbo
foliar (Figura 3D). A partir de 1.600 g i.a hal, o dano foi acentuado, alastrando-se por
todo o mesofilo, chegando a atingir as duas faces da folha (Figura 3G e 3I). Vale
ressaltar que, independente da dose aplicada, ndo houve distingdo dos danos com
relacdo a regido da lamina foliar (meio, entre meio e margem). Destaca-se, ainda, que o
efeito progressivo estd principalmente relacionado & porcentagem da &rea do mesofilo
afetada (Figura 3B-C).

Foi evidente o acimulo de compostos fendlicos nas células (Figura 3C e 3D),
desde a menor dose, seguido de deformacéo na parede celular e necroses pontuais nas

nervuras.
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Figura 2. Superficie foliar de Bauhinia variegata em microscopia eletronica de varredura.
Tratamento controle (A-C) e quando expostas a 400 (D), 800 (E), 1.600 (F e G) e 2.400 g i.a ha
1 (H-J) de diurom. A-B: Faces adaxial (A) e abaxial (B) da regido EM. Contorno das paredes
anticlinais nitido. C: Face abaxial (Regido EM). Detalhe do estdbmato e das ceras epicuticulares
no formato de placas (—). D-E: Face abaxial (Regido EM (D) e M (E) da folha),
desestruturagéo e alteracdes na distribuicdo da cera. F-G: Face abaxial e adaxial (Regido MF).
AlteracGes no contorno das paredes anticlinais (*) e aglomerados de ceras epicuticulares. H-J:
Face abaxial (Regido M (H) e MF (I-J)). Células totalmente plasmolizadas (*) e tricomas
danificados (—). I: Mudangas no relevo da superficie foliar (*). J: Ruptura da epiderme.
Abreviactes: Ce (Ceras epicuticulares); Es (Estdmato); Dc (Desestruturacdo da cera); Rp
(Ruptura); Tt (Tricoma tector); EM (Entre meio da folha); M (Margem da folha); MF (Meio da
folha). Barras: 5 um (C, E, J), 10 um (A, B, D, F, G), 50 um (1) e 200 um (H).
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Figura 3. Estrutura foliar de Bauhinia variegata, em sec¢édo transversal, no tratamento controle
(A) e quando expostas a 400 (B-C), 800 (D), 1.600 (E-G) e 2.400 g i.a ha® (H-1) de diurom. A:
Lamina foliar. B: Regido do meio da folha com tecidos integros. C: Regido da margem da folha
com actmulo de compostos fendlicos (ponta de seta) e plasmélise do parénquima (*); D:
Regido do meio da folha com compactacdo do limbo foliar e plasmélise das células da epiderme
abaxial (—); E-F e H: Regifes da margem, meio e entre meio da folha com colapso de células e
perda da continuidade da epiderme. G e I|. Regides do meio do mesofilo completamente
plasmolizado (*). Abreviaturas: Ed (Epiderme da face adaxial); Eb (Epiderme da face abaxial);
Es (Estdmato); Pp (Parénquima palicadico); Pl (Parénquima lacunoso). Barras: 200 pum.



4.3. Trocas Gasosas
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O herbicida diurom causou redugdes gradativas na taxa fotossintética (A),

conduténcia estomatica (gs) e taxa transpiratoria (E) das plantas de B. variegata em

funcdo das doses e das horas apds aplicacdo (HAA). A A diminuiu acentuadamente em

funcdo do aumento das doses do diurom, sobretudo as 144 HAA (Figura 4A) com

reducdes superiores a 98% nas plantas tratadas com a maior dose. Comportamento

semelhante foi observado para gs e E nas plantas tratadas com as maiores doses, em que

o diurom promoveu reducdes acentuadas ao longo do tempo de avaliacdo (Figura 4B e

4C). Por outro lado, verificou-se aumento gradativo da Ci/Ca em funcdo do aumento

das doses e do tempo apds aplicacdo do herbicida (Figura 4D).
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Figura 4. Taxa de assimilagdo liquida de CO, (A, A), condutancia estomatica (gs, B), taxa
transpiratoria (E, C) e relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/C,, D) nas
plantas de Bauhinia variegata em resposta a interacdo entre as doses crescentes do diurom e das
horas ap6s aplicacdo do herbicida (HAA). Os dados sdo médias de n = 5.
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4.4. Fluorescéncia da clorofila a

O diurom afetou as caracteristicas da fluorescéncia da clorofila a. Este efeito
foi intensificado ao longo do tempo. Plantas tratadas com as maiores doses do herbicida
exibiram menores valores no rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm)
(Figura 5A e 5B), as diferencas mais acentuadas no pardmetro foram as 58 HAA em
todos os tratamentos.

O rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (Yn) reduziu drasticamente
em funcdo do aumento das doses de diurom e do tempo apos a aplicagdo, culminando
com a completa inibicdo na maior dose e tempo avaliados (Figura 5C e 5D). Da mesma
forma o transporte de elétrons através do fotossistema Il (ETR), também foi

completamente paralisado nestas mesmas condic¢des (Figura 5E e 5F).



0.2
0.0

0.6 1
0.5 |
0.4

Y

0.2
0.1 |
0.0

18
16
14 A

ETR

0.3

10 +

o N A OO
P "

©0 33 HAA, Y=11,00/(1+(x/604,45)) 61 R2 = 0,99
= %= = 58 HAA, '=0,84/(1+(x/368,32))152, R2 = 0,96
== 177 HAA, ¥=(-0,28)+11,0300.002) R2 = 0 98

Voo
A\\}
\ .
W
KN
\ O
\_~ ..... 2-- o
PO Tt Ty

A
| —®— 10 HAA, Y=0,74-5,30x, R? =0,91 @
0 33HAA, §=0,55+0,2000.0009) B2 84
N
1 = =¥- = 58 HAA, ¥=0,75/(1+(x/1535,38))21, R2 = 0,95
A
= =" 177 HAA, Y=0,72/(1+(x/696,25))212, R? = 0,93
& N
RS
A - 5
N Ss
- So -
\ ~~ao
N vV T S~aly
o
~ A
<~
-
A
—e— 10 HAA, ¥=0,36-5,41x, R2= 0,97 @
N
0 33HAA, Y=0,28-4,44x, R?= 0,74
= =% = 58 HAA, ¥=(-0,08)+0,35(0:0005%) g2 g1
== 177 HAA, =(-0,03)+0,3400.001) R2 - ¢ o5
N3
AN 4 o
NSNS
aS L Ss
e Sl v
b - "i
—e— 10 HAA, ¥=12,17-0,002x, R2 = 0,91 @

0 400 800 1600 2400
Doses (g i.a ha‘l)

HAA

HAA

HAA

Doses (g i.a ha')

800

1600

17

Figura 5. Rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (FW/Fm) (A, B), rendimento
quéntico efetivo do fotossistema Il (Yy) (C, D) e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) (E,
F) nas plantas de Bauhinia variegata em resposta a interacdo entre as doses crescentes do
diurom e das horas ap6s aplicacdo do herbicida (HAA). Os dados sdo médias de n=5. A escala
de cor, abaixo das imagens, corresponde aos valores de 0 (preto) a 1(rosa).
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Figura 6. Rendimento quéantico regulado da dissipagdo de energia ndo-fotoquimica (Yneq) (A,
B), rendimento quéntico ndo regulado da dissipacdo de energia ndo-fotoquimica do fotossistema
I1 (Yno) (C, D) e fluorescéncia inicial (Fo) (E, F), nas plantas de Bauhinia variegata em resposta
a interacdo entre as doses crescentes do diurom e das horas ap6s aplicacdo do herbicida (HAA).
Os dados sdo médias de n=5. A escala de cor, abaixo das imagens, corresponde aos valores de 0
(preto) a 1(rosa).
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5. DISCUSSAO

O herbicida diurom promoveu alteracGes na estrutura foliar e na fisiologia das
plantas de Bauhinia variegata. As injurias visiveis observadas nas plantas nesse estudo,
assim como em Nicotiana tabacum L. (Buschmann e Litchtenthaler, 1998) e Digitalis
purpurea L. (Lichtenthaler e Miehé, 1997), quando expostas ao diurom, s&o decorrentes
de danos celulares, como a peroxidagdo lipidica (Fayez et al., 2014). As cloroses e
necroses foliares observadas podem ser pela maior producdo de espécies reativas de
oxigénio, associadas aos danos no parénquima clorofiliano e a possivel degradacédo de
clorofilas. Normalmente, o excesso de energia ndo dissipado fotossinteticamente, na
forma de calor ou de fluorescéncia, pode acumular nas plantas e promover o estresse
oxidativo (Islam et al., 2016). Em condic@es fisioldgicas normais, existe equilibrio entre
a producdo e remocdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (Christou et al., 2014),
que é alterado em situacdo de estresse ocasionando o aumento da producdo de EROs.

Mesmo ap0s a aplicacdo do herbicida, foi possivel detectar sintomas em folhas
que ndo tiveram contato com o0 mesmo, em funcdo de sua caracteristica sistémica, como
observado nas folhas jovens emitidas apds a aplicacdo. Para estudos de
biomonitoramento, essa sintomatologia é essencial visto a oportunidade de rastrear a
acao do herbicida em periodo posterior a aplicagdo. Assim, as plantas de B. variegata,
avaliadas nesse estudo, podem ter destaque em estudos de monitoramento, pela rapidez
com que responde ao herbicida e a posteridade dos sintomas.

A face adaxial da folha, com maior contato com o herbicida, apresentou injurias
mais severas, como a perda da continuidade da epiderme. Tal dano é comumente

associado a herbicidas de contato, como observado em plantas de Psoralea corylifolia



20

L. tratadas com o gramoxone (Mahakhode e Somkuwar, 2012). Plantas de B. variegata
possuem, ainda, numero reduzido de estdmatos na face adaxial, além de ndo
apresentarem danos nas células-guarda, e sugere que a via estomatica seja uma rota
improvavel da absorcdo do diurom. O acumulo de gotas na superficie foliar favorece a
remocao da camada de ceras epicuticulares e a desestruturacdo da cuticula (Gouret et
al., 1993; Yilmaz e Dane, 2012), podendo ter facilitado a entrada do herbicida no
interior dos tecidos foliares de B. variegata.

A absorcdo das moléculas do diurom, ainda, pode estar associada com as
interacbes quimicas que estas causam na estrutura da cuticula. Herbicidas com
moléculas grandes e que possuem grande quantidade de elétrons livres provocam
ruptura da cuticula. Esta instabilidade das moléculas que comp&em os poros cuticulares
pode promover outras reacBes quimicas resultando na ampliacdo dos poros e no
aumento da difusdo do produto no interior da folha. Ao penetrar nas células
epidérmicas, o herbicida promove a plasmolise destas (Hess e Falk, 1990; Hart et al.,
1995; Monquero et al., 2004; Malpasse, 2006; Alves et al., 2014; Hajri et al., 2016).

Alteracbes nos espacos intercelulares podem facilitar a difusdo do herbicida no
limbo foliar (Galvani et al., 2012; Barroso et al., 2015). O aumento desses espacos
intercelulares, como consequéncia da aplicacdo do diurom, foi ocasionado pelo
colabamento celular, promovendo danos no parénquima clorofiliano e na fotossintese.
O acumulo de compostos fendlicos, observado na estrutura foliar das plantas deste
estudo, apds a aplicacdo do diurom pode ser apontado como mecanismo de protecdo
contra o agente estressor (Vaughn e Duke, 1984). No entanto, esse mecanismo nao foi
suficiente para impedir que os danos fossem exacerbados nas maiores doses do diurom.

Devido ao mecanismo de acdo do diurom, eram esperadas alteracdes na
fotossintese das plantas. Porém, ndo em tdo curto intervalo de tempo e de forma tédo
dréstica, sobretudo em subdosagens do produto. A auséncia de danos nos estbmatos e as
reducdes na taxa fotossintética com simultaneo decréscimo na condutancia estomatica e
aumento na relacdo entre a concentracgdo interna e externa de CO2, conforme observado
neste estudo, indicam que o diurom promoveu limitagdes ndo estométicas da
fotossintese das plantas de B. variegata. O comprometimento do fotossistema, pela
inativacdo do centro de reacdo decorrente da acdo do diurom, impede a manutencdo da
cadeia transportadora de elétrons (Kumar et al., 2014; Dayan e Zaccaro, 2012),
limitando a producdo de ATP e NADPH (Ashraf e Harris, 2013). Esses produtos sdo
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requeridos no ciclo de Calvin, fase redutiva do carbono no processo fotossintético.
Assim, a limitagdo na produgéo de ATP e poder redutor compromete a carboxilagdo do
CO- (Dupraz et al., 2016) e, consequentemente, 0 processo fotossintético. Associadas as
diminuicdes nos rendimentos quanticos do FSII e na taxa relativa de transporte de
elétrons, essas alteracBes confirmam a ocorréncia de fotoinibicdo (Correa e Alves,
2010) promovida pelo herbicida nas plantas de B. variegata. A fotoinibig&o, ainda, pode
estar associada ao fotodano da proteina D1 (Zer e Ohad, 1995), devido a correlacéo
direta entre os graus de inativacdo do FSII e de ligacéo de inibidores especificos para o
sitio da Qpn, como o diurom. A atuacdo do diurom como aceptor alternativo da Qp, na
proteina D1, bloqueia o transporte de elétrons e causa a reducdo na ETR, como ja
observado em plantas de Brachiaria decumbens Stapf. (Belapart et al., 2013),
e Cucumis sativus L. (Dayan e Zaccaro, 2012). Diferentes estresses abioticos também
culminam em reducdo no transporte de elétrons e no Yy (Anjoset al., 2012),
considerados excelentes indicadores de estresse (Ventrella et al., 2010; Guidi e
Degl’Innocenti, 2011; Girotto et al., 2012).

Em situaces adversas, as plantas ativam mecanismos de supressdo do estresse
como a dissipacdo do excesso de energia via fluorescéncia no complexo antena
(Demmig et al., 1987; Baker e Rosenqvist, 2004), ou, ainda, via dissipacdo térmica
(Yneg) (Guirao et al., 2013), relacionada ao ciclo das xantofilas (Niyogi et al., 1997;
Baroli e Niyogi, 2000). Nas plantas deste estudo, no entanto, 0 aumento da dissipacao
de energia ndo foi suficiente para amenizar os efeitos negativos do diurom. Foram
observados, ainda, indicativos de danos aos centros de reagdo do FSII ou limitagdo na
transferéncia da energia de excitacdo da antena para os centros de reacdo, pelo aumento
de Fo (Yuan et al., 2013). O aumento na dissipacdo na forma de fluorescéncia
demonstra, ainda, que a energia absorvida ndo pode ser utilizada para 0s processos
fotoquimicos (Vercampt et al., 2016).

Em virtude da sensibilidade exibida pelas plantas de B. variegata aos
tratamentos com diurom, expressa por meio dos danos aos processos fotossintéticos
(como os pardmetros da fluorescéncia da clorofila a), alteragbes anatdémicas e
morfoldgicas, é possivel afirmar que a espécie pode ser utilizada como bioindicadora da
acdo do herbicida em areas ndo alvo. Dentre as caracteristicas avaliadas, as néo
invasivas como ETR, Y e Fv/Fm, associadas aos sintomas visiveis podem ser utilizadas

como biomarcadoras, bem como as alteragdes na distribui¢do das ceras no limbo foliar,
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danos no parénquima clorofiliano e auséncia de modificacdes especificas na morfologia
dos estdbmatos. O conjunto desses fatores € importante indicativo de estresse por diurom
que pode ser utilizado em estudos de monitoramento ambiental.

No entanto, por se tratar plantas arboreas, quando bem estabelecidas, estas
podem desenvolver mecanismos de defesa e se recuperarem da acdo de herbicidas. O
estadio de desenvolvimento pode tornar essas plantas mais ou menos vulneraveis ao
efeito desses produtos (Karthikeyan et al., 2015). Assim sendo, as alteragdes
morfoanatdbmicas e fisiologicas avaliadas, que contribuiram para elucidar os danos
causados pelo herbicida diurom nas plantas jovens de B. variegata, podem se tornar
menos evidentes na medida em que as plantas se desenvolvem. Portanto, recomenda-se
a realizagdo de experimentos mais longos, com os objetivos de observar se ocorrera a
recuperacdo das plantas em longo prazo e de determinar o periodo de tempo ideal apds a
exposicdo das plantas ao diurom, nas condi¢des naturais, para ampliar a eficiéncia

bioindicadora da espécie.
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6. CONCLUSOES

A partir dos parametros mensurados neste estudo, pode-se afirmar que o
herbicida diurom comprometeu as caracteristicas morfolégicas, anatbmicas e
fotossintéticas de plantas jovens de Bauhinia variegata L, indicando que essa espécie
arborea é sensivel as doses do herbicida diurom testadas e que, portanto, tem potencial
para a bioindicacdo. Os efeitos observados, como os sintomas visiveis, as alteracdes na
ETR, no Y e FW/Fm sdo bons biomarcadores da acdo do herbicida diurom em plantas
ndo alvo, visto que sdo medidas ndo destrutivas e expeditas. As alteragdes na
distribuicdo das ceras no limbo foliar e os danos no parénquima clorofiliano também
podem ser considerados biomarcadores adicionais da acdo do herbicida sobre as folhas

da espécie.
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