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de subdoses do herbicida glifosato. 1DAA (A), 7DAA (B), 15DAA (C). Os dados sdo médias de
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Figura 6. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) (A e B), rendimento
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RESUMO GERAL

VICENTINI, TAIZA ANDRESSA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde, junho de 2023. Respostas morfoanatémicas e fisioldgicas de
duas espécies arboreas sob deriva simulada do herbicida glifosato. Orientador: Dr.
Sebastido Carvalho Vasconcelos Filho. Coorientadora: Dr2. Fernanda Farnese dos Santos.

O glifosato ¢ um herbicida amplamente utilizado em todo o mundo, mas seu uso pode ter
impactos negativos em espécies ndo-alvo presentes em areas de vegetacdo nativa. Neste estudo,
o0 objetivo foi avaliar o efeito do glifosato em duas espécies arboreas nativas, uma com ampla
distribuicdo no Brasil e outra endémica da Amazénia. Foram conduzidos dois experimentos, 0
primeiro simulando a deriva de glifosato na espécie Sapindus saponaria, com subdoses de 0,
24,48,96 e 192 g i.a. ha* e 0 segundo utilizando a espécie Caryocar villosum, com tratamentos
de 0, 48, 96, 144 e 288 g i.a. ha 1. As espécies responderam de maneira diferente a exposicéo
ao glifosato. S. saponaria apresentou maior sensibilidade, exibindo danos visuais e anatdmicos,
acumulo de amido e compostos fendlicos, bem como alteragdes fisiologicas nos parametros de
trocas gasosas e nas etapas fotoquimicas, a medida que as subdoses aumentaram. Por outro
lado, C. villosum demonstrou caracteristicas de tolerancia as subdoses testadas, pois ndo foram
observadas alteracdes significativas na morfologia, anatomia, teor de pigmentos e fluorescéncia
da clorofila a. No entanto, houveram alteragdes nos parametros de autofluorescéncia da
clorofila, taxa fotossintética (A) e taxa transpiratoria (E). Essas diferencas podem ser atribuidas
a presenga de barreiras foliares, como tricomas, que possivelmente reduziram a absorc¢éo do
herbicida. A partir desses resultados destaca-se a importancia de considerar as respostas
diferenciais das espécies nativas ao glifosato. Enquanto algumas espécies podem ser mais
sensiveis e sofrer danos significativos, outras podem apresentar caracteristicas de tolerancia que

as protegem dos efeitos tdxicos do herbicida. A compreensdo dessas respostas é essencial para



Xiv

0 desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficientes e sustentiveis em &reas de

vegetacao nativa, visando minimizar os impactos negativos do glifosato sobre a biodiversidade.
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ABSTRACT

VICENTINI, TAIZA ANDRESSA. Goiano Federal Institute of Education, Science and
Technology - Rio Verde Campus, junho de 2023. Morphoanatomical and physiological
responses of two tree species under simulated drift of the herbicide glyphosate. Adivisor:
Dr. Vasconcelos Filho, Sebastido Carvalho. Co-advisor: Dr2. Dos Santos, Fernanda Farnese.

Glyphosate is a widely used herbicide worldwide, but its use can have negative impacts on non-
target species in native vegetation areas. In this study, the aim was to evaluate the effect of
glyphosate on two native tree species, one with a wide distribution in Brazil and another
endemic to the Amazon. Two experiments were conducted, the first simulating glyphosate drift
on the Sapindus saponaria species, with sub-doses of 0, 24, 48, 96, and 192 g a.i. ha %, and the
second using the Caryocar villosum species, with treatments of 0, 48, 96, 144, and 288 g a.i. ha
"1, The species responded differently to glyphosate exposure. S. saponaria showed higher
sensitivity, exhibiting visual and anatomical damage, starch and phenolic compound
accumulation, as well as physiological alterations in gas exchange parameters and
photochemical steps as the sub-doses increased. On the other hand, C. villosum demonstrated
tolerance characteristics to the tested sub-doses, as no significant changes were observed in
morphology, anatomy, pigment content, and chlorophyll a fluorescence. However, there were
changes in chlorophyll autofluorescence parameters, photosynthetic rate (A), and transpiration
rate (E). These differences can be attributed to the presence of leaf barriers, such as trichomes,
which possibly reduced herbicide absorption. These results highlight the importance of
considering the differential responses of native species to glyphosate. While some species may
be more sensitive and suffer significant damage, others may exhibit tolerance characteristics
that protect them from the toxic effects of the herbicide. Understanding these responses is
essential for the development of more efficient and sustainable management strategies in native

vegetation areas, aiming to minimize the negative impacts of glyphosate on biodiversity.
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INTRODUCAO GERAL

O agronegdcio brasileiro € um setor que desempenha importante papel ha economia do
pais, além disso, o Brasil tem ganhado destaque no mercado internacional como produtor e
exportador de grdos (Batista; Lopes; Costa, 2022). Somente a safra 2021/22 somou 270,9
milhdes de toneladas de produtos agricolas e a estimativa para 2022/23 é de 309,9 milhdes de
toneladas, superando os numeros obtidos na safra anterior (Conab, 2023).

Entretanto, juntamente com o avan¢o da producdo agricola também tem aumentado o
consumo de pesticidas (Carvalho et al., 2017). Sendo o Brasil um dos lideres mundiais na
utilizacdo dessas substancias, no ano de 2017 foram comercializados em seu territorio o
equivalente a 377.196 mil toneladas de ingredientes ativos, no ano seguinte esse nimero foi
superado e foram 549.280,44 toneladas (Souza e Veloso, 2022). Dados disponibilizados pelo
IBAMA (2022) indicam que compostos estdo sendo intensamente comercializados e que os
anos 2020 e 2021 somam uma venda total de 686,35 e 720,87 mil toneladas desses ingredientes
ativos, sendo os mais comercializados: Glifosato e seus sais, 2,4-D, Mancozebe, Acefato,
Malationa, Cletodim, Enxofre e S-metolacloro.

Desde 2008, o Brasil lidera o ranking mundial de consumo de agrotoxicos (Carneiro et
al., 2020). Com destaque para herbicidas, como a classe de agrotdxico mais utilizada (Costa et
al., 2017). Nota-se que tem aumentado o registro e consumo de agrotoxicos no Brasil (VipievskKi
Junior; Vargas; Bet, 2022). O registro de novos produtos teve aumento significativo a partir do
ano de 2016 (Hess e Nodari, 2022). Por meio de dados disponibilizados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, observou-se que entre os anos 2000 a 2015 a quantidade
de registro de agrotdxicos foi menor que 200, exceto o ano de 2007, que teve um numero total
de 202. A partir do ano de 2016, esse nimero aumentou para 277, saltando no ano posterior,
2017 para 404, os anos seguintes também registram aumentos na libera¢do de novos produtos,
sendo 2019, com 475, em 2020, 493, no ano de 2021, 562, em 2022 esse recorde de novos
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produtos aprovados foi novamente quebrado, onde no ano em questdao o nimero chegou a 652.
Ou seja, até 0 ano de 2022 foram liberadas 2.182 novas substancias.

Vale ressaltar que cerca de 80% desses produtos autorizados no Brasil sdo proibidos em
pelo menos trés paises da OCDE (Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econbmico). Entre esses paises, a Australia que possui 40% de seu territério em condicoes
climaticas semelhantes ao territorio brasileiro, ndo sdo encontrados 114 ingredientes ativos
permitidos aqui. Na india, pais que também possui condigdes de solo e clima semelhantes ao
Brasil, mais de 50% desses produtos registrados com uso autorizado no Brasil sdo proibidos
naquele pais (Friedrich et al., 2021). Como exemplo dos ingredientes ativos autorizados para
uso no Brasil, estdo: Atrazina, acefato, bifentrina, clorotalonil, fomesafem, hexazinona e
imazetapir, os quais estdo liberados também nos Estados Unidos da América do Norte, mas
proibidos em outros paises, como: Unido Europeia, Canada, Argentina, Australia e india
(Menezes et al., 2021).

Os agrotdxicos também chamados de defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas,
biocidas ou agroquimicos, entre as fungdes exercidas estd o combate de organismos
indesejados, sejam eles insetos, larvas, fungos e carrapatos, bem como o controle de
crescimentos de plantas (Inca, 2021). Entretanto, o termo legalmente utilizado no Brasil é
pesticida (Vasconcelos, 2018). Sao classificados de varias maneiras: sendo por sua origem,
estrutura quimica e organismo alvo. Quanto a sua origem, sdo designados em sintéticos, ou seja,
produzidos sinteticamente e os bioldgicos, oriundos de fontes naturais. Os sintéticos também
possuem uma subclassificacdo, denominados: organoclorado, organofosforado, carbamato,
piretréide sintético, ciclodieno, nicotinoide e triazo. No que se refere a sua natureza quimica,
sdo categorizados em inorganicos e organicos. De acordo com o alvo a que se destinam como:
herbicidas (controlam plantas invasoras), inseticidas (insetos), fungicidas (fungos), bactericidas
(bactérias), acaricidas (&caros), nematicidas (nematoides) e raticidas (ratos), (Narenderan,
Meyyanathan e Babu, 2020).

Os herbicidas sdo substancias quimicas ou agentes bioldgicos que tém a capacidade de
eliminar ou reduzir o crescimento de certas espécies de plantas (Roman et al., 2005). Dentre 0s
herbicidas disponiveis, aqueles a base de glifosato (HBGs) sdo os mais amplamente utilizados,
tanto no Brasil, quanto no mundo (Benbrook, 2016). O glifosato é um herbicida ndo seletivo de
acao sistémica, eficaz no controle de plantas daninhas de folhas largas e estreitas (Batista;
Pereira; Salomao, 2020). Ele é absorvido pelas folhas e translocado para outras partes da planta

através do floema (Singh et al., 2020).
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O glifosato atua inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS),
interferindo na sintese de aminoacidos aromaticos essenciais para o desenvolvimento e defesa
da planta (Zulet Gonzélez et al., 2020). Embora seja considerado de baixa toxicidade, estudos
tém demonstrado efeitos adversos em algumas espécies de plantas apds o uso prolongado
(Santos et al., 2020). O uso intensivo e descontrolado do glifosato tem levado a contaminagéo
de diversos ecossistemas, causando impactos negativos em animais, plantas e microrganismos
(Singh et al., 2020).

Herbicidas néo seletivos, como o glifosato, podem apresentar riscos ambientais devido
ao processo de deriva, que ocorre quando as goticulas pulverizadas séo arrastadas para além da
area-alvo, principalmente devido ao vento (Carvalho, 2013). Nas areas proximas aos campos
de cultivo, os depdsitos de goticulas por deriva podem variar de 1% a 25% do volume
recomendado no campo, dependendo de fatores como equipamentos de aplicacdo, condi¢fes
climéticas, distancia da borda e vegetacdo presente (Agostini et al., 2020). Os organismos ndo-
alvo, incluindo &gua, plantas e animais, podem ser afetados por essa deriva, resultando em
riscos adversos (Felsot et al., 2011). O glifosato é particularmente preocupante devido a sua
ndo seletividade e atividade mesmo em baixas doses. Além disso, sua aplicacéo € realizada
varias vezes ao longo do ano durante os processos de cultivo, utilizando equipamentos aéreos
e terrestres (Reddy et al., 2010). A extensdo dos danos causados pela deriva do glifosato
depende da concentracdo e quantidade do herbicida que atinge as plantas ndo-alvo (Costa et al.,
2009).

Devido ao impacto iminente desses produtos quimicos na vegetacao, o uso de espécies
vegetais bioindicadoras tem se mostrado uma alternativa importante para avaliar os possiveis
efeitos na biota e realizar o biomonitoramento (Araujo e Silva, 2021). As plantas apresentam
plasticidade fenotipica e respondem de forma flexivel as mudancas no metabolismo celular
induzidas por condicdes ambientais varidveis (Franzle, 2003). Por essa razdo, elas séo
frequentemente utilizadas como bioindicadores da presenca de contaminantes no ambiente,
fornecendo informacGes valiosas sobre o impacto desses produtos nos organismos (Andréa,
2008).

Para serem consideradas indicadoras bioldgicas, diferentes biomarcadores foliares
podem ser utilizados, como sintomas visiveis (morfologicos), respostas bioquimicas,
fisioldgicas, anatdmicas e histoldgicas (Lima et al., 2017). Portanto, a selecdo de espécies
capazes de indicar os efeitos dos herbicidas nesses organismos € crucial para estabelecer
estratégias eficazes de monitoramento do impacto na vegetacdo nativa. O estudo das espécies

S. saponaria e C. villosum contribuird para o conhecimento sobre essas arvores diante do
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estresse abidtico causado pelos herbicidas, uma vez que sdo espécies nativas de facil
identificacdo e amplamente distribuidas no Brasil.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo neste estudo foi investigar o efeito da aplicagédo da deriva simulada do
herbicida glifosato, nas espécies nativas Sapindus saponaria e Caryocar villosum, por meio de

variaveis visuais, morfoanatémicas e fisioldgicas.
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Capitulo 1: RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E FISIOLOGICAS DE
Sapindus saponaria L. SOB DERIVA SIMULADA DO HERBICIDA
GLIFOSATO.

(Normas de acordo com a revista: Ecological Indicators)

Resumo

O herbicida glifosato é amplamente utilizado nas culturas agricolas, o que pode ter um impacto
negativo em &reas ndo cultivadas, resultando em danos ao ambiente, como toxidade as plantas
ndo-alvo, por meio do processo de deriva, em que parte do agrotoxico se perde no ambiente.
As plantas sdo consideradas bioindicadoras e tém sido utilizadas para delimitar e prever efeitos
de substancias toxicas no meio ambiente. Neste trabalho o objetivo foi avaliar a intoxicacéo,
variaveis fisiologicas e anatdmicas de plantas de saboneteira (Sapindus saponaria L.)
submetidas a deriva simulada de glifosato. O experimento foi implantado em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, cada repeticdo composta por 1 planta. Os
tratamentos foram 0, 24, 48, 96, e 192 g i.a. ha’ de glifosato, aplicado 60 dias ap6s o
transplantio. Foram avaliados sintomas morfol6gicos e anatémicos, trocas gasosas e na
fluorescéncia da clorofila a. De forma geral, o glifosato promoveu alteragdes visuais,
anatdbmicas e fisiologicas em S. saponaria. Quanto aos danos morfoldgicos, os principais
sintomas observados foram: Clorose, necrose e enrolamento de folhas do &pice, as quais
refletiram nas caracteristicas anatdmicas, ocorreram alteracdes desde a primeira subdose, com
danos progressivos de acordo o aumento, sendo mais acentuadas nas duas maiores. Além de
alteracOes nos parametros de A e Ci/Ca, bem como Fv/Fm, ETR e Y. A partir dos resultados
obtidos com S. saponaria é possivel que esta planta desempenha papel importante como
bioindicadora do herbicida glifosato em organismos nédo alvo, fornecendo informagdes sobre

sua exposicao e impactos ambientais.

Palavras-chaves: plantas ndo-alvos, herbicida, fitointoxicagéo, anatomia foliar.
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Abstract

The herbicide glyphosate is widely used in agricultural crops, which can have a negative impact
on non-cultivated areas, resulting in environmental damage, such as toxicity to non-target
plants, through the process of drift, in which part of the agrochemical is lost in the environment.
Plants are considered bioindicators and have been used to delimit and predict the effects of toxic
substances in the environment. The objective of this study was to evaluate the intoxication,
physiological, and anatomical variables of soapberry plants (Sapindus saponaria L.) subjected
to simulated glyphosate drift. The experiment was implemented in a completely randomized
design, with five replicates, each consisting of 1 plant. The treatments were 0, 24, 48, 96, and
192 g a.i. hal of glyphosate, applied 60 days after transplantation. Morphological and
anatomical symptoms, gas exchange, and chlorophyll a fluorescence were evaluated. Overall,
glyphosate induced visual, anatomical, and physiological alterations in S. saponaria. Regarding
morphological damages, the main symptoms observed were chlorosis, necrosis, and leaf rolling
at the apex, which reflected in anatomical characteristics. Changes occurred from the first
subdose, with progressive damages as the dosage increased, being more pronounced in the two
highest doses. In addition to alterations in A and Ci/Ca parameters, as well as Fv/Fm, ETR, and
Y. Based on the results obtained with S. saponaria, it is possible that this plant plays an
important role as a bioindicator of the glyphosate herbicide in non-target organisms, providing

information about its exposure and environmental impacts.

Key-Words: Non-target plants, herbicide, phytotoxicity, leaf anatomy.

1. Introducéo

Os herbicidas desempenham papel fundamental na agricultura brasileira, sendo
amplamente empregados no controle de plantas daninhas (Jugulam e Shyam, 2019). O glifosato
(N-fosfonometil glicina) é o herbicida lider no mercado global de herbicidas, sendo amplamente
utilizado no Brasil, devido ao seu amplo espectro de agéo e a sua falta de seletividade em relacéo
a cultura da soja (Santos et al., 2020). Esse herbicida e responsavel por aproximadamente 60%
do mercado global de herbicidas ndo seletivos (Mercado e Calefio, 2020).

O glifosato exerce sua agdo por meio da inibi¢do da atividade da enzima 5-enol-piruvil-
shiquimato-3-fosfato (EPSP) sintase, responsavel pela sexta etapa da via do chiquimato. Essa

via metabdlica e responsavel pela producédo dos aminoéacidos fenilalanina, tirosina e triptofano,
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que sdo essenciais na sintese de compostos aromaticos (Duke, 2018).

Apesar de ser amplamente considerado como de baixa toxicidade, o glifosato apresenta
evidéncias de efeitos negativos no meio ambiente. O uso prolongado do herbicida tem levado
ao desenvolvimento de resisténcia em algumas espécies de ervas daninhas. No contexto
agricola, o glifosato é comumente aplicado por meio de pulverizacdo, sendo absorvido pelas
folhas e partes jovens das plantas. No entanto, essa pulverizacdo pode resultar na deriva do
herbicida, atingindo plantas ndo alvo (Santos et al., 2020).

O uso do biomonitoramento € uma estratégia empregada para avaliar os impactos dos
herbicidas no meio ambiente (Santos et al., 2020). O biomonitoramento ¢ um método cientifico
utilizado para avaliar o ambiente, incluindo a exposi¢cdo humana a compostos quimicos de
origem natural ou sintética. Essa abordagem envolve a coleta e analise de tecidos e fluidos de
um organismo individual, com o objetivo de obter informac6es sobre a qualidade ambiental
(Rucandio et al., 2010). A anélise da anatomia e fisiologia de plantas expostas a poluentes tem
fornecido dados relevantes sobre a condigdo ambiental em que se encontram (Santos et al.,
2020).

A sensibilidade de grande parte das plantas nativas em areas proximas a atividades
agricolas tem sido pouco explorada e ainda ha lacunas no entendimento da relevancia
ecotoxicoldgica do glifosato nos ecossistemas, especialmente para plantas ndo-alvo. Portanto,
é de suma importancia monitorar os efeitos desse herbicida na vegetacao nativa a fim de obter
maiores esclarecimentos (Freitas-Silva et al., 2020).

A espécie S. saponaria, pertence a familia Sapindaceae Juss. Trata-se de uma arvore de
médio porte que pode atingir até 6 metros de altura, € conhecida popularmente como
saboneteira, sabonete-de-macaco, sabonete-de-soldado, assobio-de-macaco, sab&o-de-mico e
saboeiro, possui ampla distribuicdo no Brasil, com registros em quase todo territério (Frazéo e
Somner, 2016). Bastante utilizada por possuir propriedades medicinais em suas raizes e cascas,
as quais apresentam propriedades calmantes, adstringentes, antiespasmaodicas e antitussigenos,
frutos ricos em saponina, um surfactante natural, que pode ser utilizado como sabdo, além disso
é comumente utilizada na recuperagdo de &reas degradadas e marginais (Neves et al., 2018).
Allophylus edulis e Dodonaea viscosa, espécies pertencentes a esta familia, tem sido
identificadas como agentes de biorremediacdo e fitorremediacdo para solos contaminados
(Nogueira et al., 2011; Castafieda-Espinoza et al., 2023).

Além disso, no estudo conduzido por Rodrigues et al. (2018), a S. saponaria foi
caracterizada como bioindicadora promissora e altamente eficiente na deteccdo de ambientes

contaminados por Fluoreto de Potassio (KF). Porém, ainda ndo foram realizados experimentos
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com o glifosato.Considerando as propriedades medicinais, de recuperacdo ambiental e a
capacidade da saboneteira como bioindicador de ambientes contaminados, o0 objetivo neste
estudo foi investigar o efeito de subdoses de glifosato, via deriva simulada, por meio de

respostas morfoanatdmicas e fisioldgicas nas folhas de S. saponaria.

2. Material e Métodos

2.1 Material Vegetal, condi¢des de cultivo e tratamentos

O presente estudo foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada, do Laboratério de
Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, Goias,
Brasil (latitude 17° 48” 16’ S, longitude 50° 54° 19°> W e altitude de 753 m). Sementes da
espécie S. saponaria foram obtidas a partir de 10 plantas adultas em plena producao, localizadas
no municipio de Rio Verde, Géias, Brasil (latitude 17° 46’ 30*” S — longitude 50° 57 59” W, ¢
altitude de 784 m) em ambiente urbano. Inicialmente as sementes foram submetidas a uma
quebra de dorméncia de acordo com Cabral et al. (2019), no qual foram imersas em acido
sulfarico concentrado por 90 minutos e tratadas com fungicida Vitavax®-Thiram (30%),
posteriormente foram semeadas em canteiros de areia lavada como substrato.

Aproximadamente 40 dias apds a emergéncia, as plantulas foram transplantadas
individualmente para vasos de plastico com capacidade de 5 litros, contendo solo de area ndo
cultivada, na proporcéo (3:1). De acordo com a anélise quimica e fisica do solo utilizado possui
as seguintes caracteristicas: pH em CaCl, de 5,21; 0,9 mg dm™ de P; 185 mg dm=de K; 2,81
cmole dm de Ca; 0,77 cmole dm™ de Mg; 4,8 cmolc dm™ de H+Al; 27,4 g dm™ de matéria
organica e 46% de saturacé@o por bases. Para adubacéo foi utilizado 100 mg de N, 300 mg de P,
100 mg de K, 200 mg de Ca, 60 mg de Mg, 40 mg de S, 0,5 mg de B, 1,5 mg de Cu, 0,5 mg de Zn.
Foram utilizados como fontes os seguintes sais p.a: NH4 NO3, H3 PO4, KH2 P04, MgS04, CaS0O4
.2H2 O, Na2 S04, CuS04.5H20, H3 BO3, ZnCI2. A irrigacdo foi calculada visando suprir as
necessidades da planta, sendo mantida por volta de 60% da capacidade de campo.

Ap0s 60 dias de aclimatacgéo, as plantas foram pulverizadas com glifosato nas subdoses
de 24, 48, 96 e 192 g i.a. ha ! correspondendo a 2.5, 5, 10 e 20 % da dose recomendada do
produto em espécies de folhas largas, além de um grupo adicional de plantas mantidas como
controle. O experimento foi disposto em blocos ao acaso, a unidade experimental foi de um

vaso contendo uma planta de S. saponaria, com quatro repeticdes.
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O herbicida foi aplicado no inicio da manhd, utilizando um pulverizador costal com
pressdo constante mantida por CO> comprimido, com barra contendo quatro pontas de
pulverizacdo e bico da série (XRTeejet® - tipo leque modelo XR11002-VP). A pressao
utilizada foi de 3 kgf cm e volume de calda de 220 L ha™. Durante a aplicacio a temperatura
era de 24,8°C, vento de 1.1 m s e umidade relativa de 80,4%. As plantas foram transferidas

para a casa de vegetacdo apds a aplicacdo dos tratamentos.

2.2 Analise de sintomas morfoldgicos

Os sintomas morfologicos foram caracterizados a partir de fotografias de toda a
superficie das plantas e folhas completamente expandidas de S. saponaria, obtidas com cadmara
digital Canon Rebel t7, monitoradas ao longo do experimento e fotografadas no intervalo de 15
e 30 dias apos aplicacdo (DAA). Para a elaboracdo da prancha de imagens foram utilizados as

plantas e folhas que melhor representassem os efeitos do glifosato no tratamento.

2.3 Avaliacdo da caracterizacdo morfoanatdémica foliar e histoquimica

Os estudos anatdmicos foram realizados no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, Brasil. Para a caracterizacdo estrutural e
histoquimica 30 DAA, amostras foliares de 3 cm? da regido central das folhas totalmente
expandidas utilizadas nas andlises fisioldgicas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
de todas as repeti¢des (n=5) de cada tratamento (n=5) das plantas de S. saponaria. As amostras
para a microscopia de luz foram fixadas em FAA (formaldeido, acido acético e alcool etilico)
70% (Johansen, 1940), utilizado para a preservacdo das estruturas celulares.

Para a caracterizacdo de danos estruturais, as amostras armazenadas em FAA 70%
foram desidratadas em série etilica crescente (80, 90 e duas vezes a 100%, por 10 minutos cada),
pré-infiltrado e incluidas em resina histologica conforme recomendagdo do fabricante
(Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). As amostras foram seccionadas transversalmente
(6 um de espessura), utilizando um micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific,
China) e os cortes corados com azul de toluidina 0,05 % em tampé&o fosfato (0,1 M, pH 6,8)
(O’Brien et al., 1964), trata-se de um corante metacromatico que permite observar as estruturas
das folhas, o qual reage com paredes lignificadas corando-as de azul-esverdeado e com paredes

celulosicas corando-as em roxo. Posteriormente, as laminas foram preparadas em balsamo do
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Canada.

As imagens foram obtidas utilizando o mesmo microscopio Olympus (BX61, Tokyo,
Japao) acoplado com camera DP-72 utilizando a opcdo de campo claro. Em seguida, foram
realizadas observacdes morfoanatdmicas da epiderme nas faces adaxial e abaxial, parénquima
palicadico, esponjoso e mesofilo. As medidas micromorfométricas foram obtidas a partir das
imagens anteriores com o auxilio do software ImageJ (Processamento e Anélise de Imagem em
Java, v. 1.47, EUA), um software utilizado para processamento e analise de imagens, que
permitiu a medicéo das diferentes caracteristicas anatdmicas.

Para a caracterizagdo histoquimica, cortes seriados de amostras foram previamente
fixadas em FAA70% e incluidas em historesina. Os tratamentos foram submetidos a reagdo de
compostos fenolicos gerais, com o uso de Dicromato de Potassio (Gabe, 1968) e Lugol para
amido (Johansen, 1940). O controle foi feito para todos os testes histoquimicos realizados.

Para os estudos de microscopia de fluorescéncia, os cortes foram obtidos com um
microtomo de mesa modelo LPC e imediatamente fotografadas para evitar a degradacdo da
clorofila, foram obtidas imagens com o microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado
com camera DP-72, através da excitacdo UV 330-385, U-MWU2.

2.4. Trocas gasosas

As trocas gasosas das plantas de S. saponaria foram mensuradas em folhas
completamente expandidas do terceiro nd, apds 1, 2 e 15 DAA. Sendo A taxa fotossintética (A,
umol CO2 m2s 1), condutincia estomatica (gs, mol H,O m™2 s 1), taxa transpiratéria (E, mmol
H.O m?2 s 1) e relagdo entre a concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca) através da
utilizacdo de um analisador de gases ao infravermelho (IRGA, modelo LI1-6400xtr, LI-COR,
Lincoln, Nebraska, Estados Unidos). As medi¢des foram realizadas entre 9 h e 11 h da manha
utilizando radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 umol fotons m2 s 1), e
concentragéo atmosférica de CO (Ca) (~ 415 pmol mol™?), temperatura (~ 24 °C) e umidade

relativa (~ 74 %) ambiente.

2.5 Calculo da concentracéo inibitoria minima I1Cso

A concentracdo dos tratamentos que inibe em 50% a taxa fotossintética (1Cso) foi obtida
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a partir de uma curva dose-resposta, em funcdo da regressdo linear, onde o eixo X foi
constituido pelas concentragdes das subdoses % e 0 eixo Y o0s valores das taxas fotossintéticas.
Essa variavel foi realizada a partir dos dados obtidos ap6s 48 h de aplicacdo do herbicida (2
DAA), momento em que foram observados 0s maiores impactos sobre a taxa fotossintética.
Para a confecgédo da curva foi utilizado o programa GraphPad Prisma 7 (GraphPad Software,
La Jolla California USA).

2.6 Fluorescéncia da Clorofila a

Foram realizadas aos 15 e 30 DAA, com o auxilio do fluorémetro modulado o Imaging-
PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Os sinais de fluorescéncia em todos os pontos da area
foliar foram capturados através de uma camera CCD (Charge Coupled Device) acoplada ao
responsavel por fornecer as imagens para o computador. Inicialmente as folhas foram adaptadas
ao escuro, com cerca de 30 minutos a esta condi¢do. Foram obtidas: fluorescéncia inicial (FO)
e fluorescéncia maxima (Fm) e calculado o rendimento quantico potencial do fotossistema Il
(FSII), Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm (Genty; Briantais; Baker, 1989). Em seguida, as folhas expostas
a iluminagdo actinica, acrescido juntamente com o pulso de luz actinica saturante, sendo
possivel obter as variaveis da fase lenta de indugdo da fluorescéncia como o rendimento
quantico efetivo de conversdo fotoguimica de energia no FSII (Y1), o coeficiente de extingédo
ndo fotoquimica a (YNPQ) e o rendimento quantico de energia dissipada ndo regulada no FSII
(YNO). Além disso, o YII foi utilizado, ainda, para estimar a taxa aparente de transporte de
elétrons, ETR = YII.PAR.Absiear 0,5 (Bilger; Schereiber; Bock, 1995), sendo PAR o fluxo de
fotons (1000 pmol m2s 1) incidente sobre a folha; Absiear 0 valor correspondente a fragdo 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).

2.7 Andlise estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos as analises prévias de normalidade de
erros (Teste Shapiro-Wilk). Com a normalidade dos dados confirmada, foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) e ajustados aos modelos de regressao, seguida do teste de Tukey a 5%
de probabilidade para determinar diferencas entre os tratamentos e o controle. Quando néo



32

confirmada a normalidade, os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis. As anélises
estatisticas foram realizadas através do software Assistat versdo 7.7 beta (Silva; Azevedo, 2016)

e os gréaficos pelo excel.

3. Resultados

3.1 Efeito do glifosato sobre a morfologia foliar

As plantas de S. saponaria submetidas ao glifosato apresentaram danos visuais a partir
de 48 g i.a. ha ! que variou em funcéo das doses (Fig. 1), a qual retrata os representantes de
cada tratamento de forma geral e seu aumento para detalhar a regido do apice das plantas, local
com maior incidéncia de danos visiveis (A e F- 0 controle, Be G-24,CeH-48,Del-96eE
e J- 192 g i.a. ha ~1). Os primeiros sintomas foram observados nas folhas aos 5 dias ap6s a
aplicacdo (DAA), com o surgimento inicial de despigmentacédo (clorose) leve, principalmente
na regido marginal e no apice foliar das plantas tratadas com concentracGes superiores a 48 g
i.a. hal. Posteriormente, observou-se o aparecimento de pontos necréticos, que se propagaram
da margem em dire¢do a lamina foliar. O herbicida afetou principalmente a regido jovem da
planta, onde foi possivel observar clorose leve e distor¢do dos foliolos jovens. Esses efeitos
foram mais acentuados nas concentragdes subsequentes de 96 e 192 g i.a. ha* (Fig. 1 D-1 e E-
J). Além disso, na concentragdo mais alta testada (192 g i.a. hal), ocorreu a abscisdo do
meristema apical em algumas plantas.

Na Figura 2 observam-se 0s principais sintomas nas folhas completamente expandidas
de S. saponaria, com inicio de pontos com necrose especialmente na regido marginal do apice
da folha em 96 g i.a. ha " (Fig. 2 D), ja na maior subdose testada 192 g i.a. ha %, foi possivel
observar uma intensificacdo nos sintomas desencadeados pelo herbicida, como cloroses e
necroses mais acentuadas, inicialmente nas bordas e apice e posteriormente meio da lamina
foliar (Fig. 2E).
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Fig. 1. Sintomas visuais em plantas de S. saponaria, ap6s 15 dias de exposi¢do a subdoses

crescentes de glifosato: (A e F) Controle, (Be G) 24 (CeH)48,(Del)96,e(EeJ) 192 gi.a.
ha ",
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Fig. 2. Sintomas visuais em folhas de S. saponaria, necroses destacadas por setas vermelhas,
apos 30 dias de exposicdo a subdoses crescentes de glifosato: (A) Controle, (B) 24 (C) 48, (D)
96, e (E) 192 g i.a. ha . Barra de escala 4 cm.

3.2 Avaliacdo das alteragdes anatomicas

Numa seccdo transversal da l&mina foliar de Sapindus saponaria ha epiderme

unisseriada, com células isodiamétricas de paredes anticlinais planas ou levemente convexas e
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folhas hipoestomaticas. O mesofilo do tipo dorsiventral com duas camadas de células e quatro
a cinco camadas de parénquima esponjoso (Fig. 3A). O glifosato ocasionou alteragcdes na
estrutura foliar S. saponaria, com danos progressivos de acordo com as subdoses aplicadas,
sendo mais acentuados nas duas maiores subdoses 96 e 192 g i.a. ha " (Fig. 3).

Desde a primeira subdose aplicada, foram observadas alteracdes na epiderme da face
abaxial, onde as plantas tratadas exibiram regides com células totalmente plasmolisadas (Fig.
3B-C). Na epiderme da face adaxial da folha, os mesmos padrées de danos foram observados
nas células, porém, apenas na concentracio mais alta (192 g i.a. hal), levando ao
comprometimento da atividade do tecido (Fig. 3G-H). Tanto o parénquima pali¢adico quanto o
esponjoso apresentaram deformacdes no formato das células em resposta ao glifosato (Fig. 3D-
H). Foram observados colapsos nas células do parénquima palicadico (Fig. 3F), hipertrofia das
células do parénquima palicadico e esponjoso, resultando em um aumento do volume celular e
reducdo visual nos espacos intercelulares (Fig. 3E-G). Em outras areas, ocorreu colapso celular,
formando espacos intercelulares, além de alteragcdes no formato das células dos parénquimas
(Fig. 3H). Nas concentracbes mais altas do glifosato, os danos foram mais intensos, com a
formacédo de necrose e plasmadlise generalizadas nas células do mesofilo. Nessas areas afetadas,
tornou-se impossivel distinguir entre os parénquimas palicadico e esponjoso, uma vez que eles

se agruparam como um Unico conjunto de células necrosadas e compactadas (Fig. 3E).
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Fig. 3. Alteracdes anatdmicas em folhas de S. saponaria, ap6s 30 dias de exposic¢do a deriva
simulada de glifosato em diferentes subdoses. (A) Controle, (B) 24, (C) 48, (D) 96,¢e (E, F, G
e H) 192 g i.a. ha ". (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima
palicadico. (SP) parénquima esponjoso. (Re) reducdo dos espacos intercelulares. Setas pretas
indicam colapso celular e pontos de necrose no limbo foliar. Setas na cor vermelha indicam
acumulo de compostos fenolicos. Ponta de seta apontam alteracGes na morfologia das células.

Asterisco representa rompimento de células do parénquima palicadico. Barra de escala 50 um.
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O glifosato afetou negativamente os tecidos anatdmicos de S. saponaria, resultando em
alteracbes nos parametros quantitativos avaliados (Tabela 1). Em folhas expostas a maior
subdose do herbicida (192 g i.a. hal), observou-se uma reducio na espessura da epiderme
adaxial em 65,44% (Fig. 4A). Além disso, a epiderme abaxial apresentou reducdo nas subdoses
de 24, 48,96 e 192 g i.a. hal, com redugdes percentuais de 21,60%, 29,35%, 33,93% e 72,66%,
respectivamente (Fig. 4B). Os parénquimas palicadico e esponjoso também mostraram uma
reducio média em suas espessuras na subdose de 192 g i.a. ha, com valores de 54,88% e
38,52%, respectivamente (Fig. 4C-D). Em relacdo a estrutura mesofilica, houveram diferencas
significativas nas subdoses de 48, 96 e 192 g i.a. ha, resultando em diminuicGes de 7,74%,

6,52% e 46,18%, respectivamente, em comparagdo com o controle (Fig. 4E).

Tabela 1. Efeito do glifosato na espessura dos tecidos foliares de S. saponaria, 30 dias ap0s a

aplicacdo de glifosato em diferentes subdoses (0, 24, 48, 96 e 192 g i.a. hal).

Subdoses Ep. Adaxial Ep. abaxial P. palicadico P. esponjoso Mesofilo
Glif_osato i (Um) (um) (um) (um) (um)
Ogia ha- 18,92 8,52 70,61 63,64 130,25
24gia.h™ 16,52 6,68 68,95 64,09 130,60
48gia ha™ 14.96 6,02%* 65,70 57,97 120,18
9% gia ha™ 14,12 5 63%* 61,86 63,15 121,76
192gi.a. hat 6,54** 2,33%* 31,86* 39,13 70,11*
Tukey *%* ** * * *
CV (%) 22.29 20,07 26,22 24,12 24 33

Os asteriscos na mesma coluna indicaram diferencas significativas (* p<0,05) e significativas

(** p<0,01) em relacdo ao controle de acordo com o teste de tukey.



38

22 11
@ y=-2.7139x +22.359 y =-1,3428x +9.8691
b R2=0.8482%% R2?=0,8893%*
] 16 4 E 8
% g
] 2 °
2 2
5 5 .
= =
a a
10 4 44
o .
4 1
0 24 48 96 192 0 24 48 9 192
Subdoses (g.i. ah') Subdoses(g.i. ah?)
85 7
@ y =-4.9233x +78.11 @ y =-1.5631x + 66.492
R2=0,8579* T R=0813
3 o
270 b % 65
= 2 .
a [ 3 .
s ®
g g
& 55 & 60 A
L]
L]
40 55
0 96 192 0 24 192

48 . 43
Subdoses (g.i.ah') Subdoses (g.i. ah)

y=-14.382x + 154,79
R*=0.8193*

117 A

Mesofilo

87 4

57
0 24 48 96 192
Subdoses (g.i. a h)

Fig. 4. Micromorfometria dos tecidos foliares referentes a epiderme adaxial (A), abaxial (B),
parénquima palicadico (C), parénquima esponjoso (C) e mesofilo (E) de Sapindus saponaria

em funcéo de subdoses do glifosato em pum.

Ao reagir com Lugol, foi observada a presenca de grdos de amido nas células dos
parénquimas das folhas de S. saponaria, incluindo o grupo controle (Fig. 5A e D). No entanto,
o0 acumulo de amido foi menos intenso quando comparado com as plantas tratadas com glifosato
(Fig.5B,CeF).

O teste com cloreto de potassio revelou um acimulo de compostos fendlicos apenas nas
duas maiores subdoses do glifosato. Nas células epidérmicas, esse acimulo foi observado na
subdose de 96 g i.a. ha e nas células parenquimaticas e epidérmicas na subdose de 192 g i.a.

ha! (Fig. 5G e 1), em comparagdo com o grupo controle (Fig. 5F e H).
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Fig. 5. Localizacdo histoquimica de amido e compostos fenodlicos em folhas de Sapindus
saponaria submetida a subdoses crescentes do herbicida glifosato 30 dias apds a aplicacgdo.
Teste com Lugol, para a identificacdo de amido (A-E) (reacdo positiva em marrom — seta preta).
Teste com Dicromato de Potassio, para a identificacdo de compostos fendlicos (F-I) (reagdo
positiva em castanho avermelhado — seta amarela). (A, D, F e H) Controle, (E) 48, (B) 96, e (C,
Gel) 192 g i.a. ha ' (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima
palicadico. (SP) paréngquima esponjoso. Barras de escala: A, B,C,D,E,Hel=50umeFeG
=100 pum.

Com os resultados de fluorescéncia da clorofila (Fig. 6), foi demonstrado um dano
progressivo, com mudanca leve da intensidade da fluorescéncia clorofila a, até mesmo em 24
gi.a. ha (Fig. 6B), sendo os danos intensificados juntamente com o aumento na subdose, como
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é possivel observar em 48 e 96 g i.a. ha ! (Fig. 6C e D), com menor intensidade da fluorescéncia
em 48 gi.a. ha 1 (Fig. 6C) em relacéo as anteriores e perda de praticamente toda a fluorescéncia
tipica emitida em 96 g i.a. ha " (Fig. 6D) e (Fig. 6F), é possivel observar ponto de necrose da
regido marginal da folha. As Figuras 6E e G, representam a maior subdose 192 g i.a. ha*
mostrando também regibes de necrose e clorose, onde ndo é possivel visualizar a coloracdo

avermelhada tipicamente emitida pela clorofila sem danos.

Fig. 6. Autofluorescéncia da clorofila (450-490nm). Cloroplastos do mesofilo (Paréngquima

palicadico e esponjoso) emitem fluorescéncia vermelha tipica. (A) Controle, (B) 24, (C) 48, (D
e F) 96, e (Ee G) 192 g i.a. ha . Areas sem a cor vermelha tipica emitida pelos cloroplastos,
representam degradacéao da clorofila. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP)

parénquima palicadico. (SP) parénquima esponjoso. Barras de escala: 100 pum.

3.3 Trocas gasosas
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A través da andlise de variancia foi possivel observar que o glifosato promoveu efeitos
significativos nas varidveis A e Ci/Ca em relagdo as subdoses do herbicida, bem como dias ap6s
a aplicacdo e relacdo subdose e dias apos a aplicacdo nas plantas de S. saponaria (Tabela 1).
Para a variavel gs, ocorreu o efeito isolado das subdoses de glifosato, ndo sendo significativo
em relacdo a interagdo com o tempo decorrido ap6s a aplicacdo. Os dados obtidos de E, ndo
apresentaram normalidade, sendo necessario aplicar uma anélise ndo paramétrica, utilizando o
teste de Kruskal Wallis, o qual demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos, quando
comparado ao controle, bem como em relacdo ao tempo das analises, sendo 48h, ou seja, 2

DAA com os menores nimeros observados para essa varidvel (Fig. 7).

Tabela 2. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs) e relacdo entre a concentracédo

interna e externa de COz (Ci/Cy) de plantas de S. saponaria sob deriva simulada de glifosato.

Fonte de A s C/C
Variagio (umol m2sy  (molm?s-Y) ne
Subdose faiad *k *
Dias ** ns *k
Subdose x Dias fakad ns fakad
CV(%) 8,90 11,58 4,06

ns = ndo significativo; (* p<0,05) significativo ao nivel de 5%, **

(p<0,01) significativo ao nivel de 1% pelo teste de tukey.
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Fig. 7. Condutancia estomatica (gs) em folhas de S. saponaria apds exposicao a subdoses do

herbicida glifosato. Os dados s&o médias de n = 5. Significncia ** p<0,01.
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Fig. 8. Taxa transpiratoria (E) em folhas de S. saponaria apds exposicdo a subdoses crescentes

do herbicida glifosato. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Kruskal Wallis.

S. saponaria apresentou reducdo significativa na A quando submetida a diferentes

subdoses do herbicida glifosato, efeito esse intensificado com o aumento da subdose em fungéo

do tempo (Fig. 8A-C), principalmente no 2DAA (Fig. 8B), entretanto na avaliacdo de 15 DAA,

foi possivel observar uma tendéncia a estabilizacdo, inclusive nas maiores subdoses (Fig. 8C).
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Fig. 9. Taxa fotossintética (A) em folhas de S. saponaria em diferentes dias ap0s a aplicacdo de
subdoses do herbicida glifosato. 1DAA (A), 2DAA (B), 15DAA (C). Os dados sdao médias de

n = 5. Significancia ** p<0,01.

De modo inverso ao observado em A, Ci/Ca aumentou de maneira linear com o aumento
das subdoses de glifosato, 2DAA (Fig. 9B) e com o passar dos dias é possivel observar uma

tendéncia a estabilizar (Fig. 9C).
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Fig. 10. Relacdo entre a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca) em folhas de S.
saponaria submetidas a subdoses do herbicida glifosato. 1 dias ap6s a aplicagdo (DAA) (A),

2DAA (B), 15DAA (C). Os dados sdo meédias de n = 5. Significancia ** p<0,01.

3.4 Determinagédo da IC50 da taxa fotossintética

A toxidade de glifosato para S. saponaria foi expressa no ICso - 48h, calculado
com base na assimilacdo liquida de CO», por representar um processo central no
metabolismo vegetal. O 1Cso foi de 18.15%, ou seja, 174,24 g i.a. ha 2, indicando que
nessa dessa subdose ocorreu uma inibicdo de 50% da taxa fotossintética nas plantas de

S. saponaria (Fig. 6).
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Fig. 11. Taxa fotossintética em S. saponaria exposta a subdoses crescentes de glifosato. A linha
vertical vermelha representa o valor de 1Csp (concentracdo que causa 50% de inibicao).

3.5 Efeito do glifosato na fluorescéncia da clorofila a

A partir da analise de variancia, verificou-se que o efeito do herbicida foi significativo
para a variavel ETR. Ja Fv/Fm e Y\, foi observado efeito das subdoses e do tempo em dias ap6s
aplicacdo. O NPQ, variou apenas em funcdo do tempo. Entretanto em relacéo as subdoses néo

houve diferenca (Tabela 1).

Tabela 3. Andlise de variancia para determinacdo do efeito das subdoses de glifosato
(Subdose), do tempo ap0s a aplicacdo (Dias) e da interacdo entre estes dois fatores (Subdose x
tempo) para o rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quéantico
efetivo do fotossistema 11 (Y1), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de
extin¢do ndo fotoquimica (NPQ) de plantas de S. saponaria. Significancia da ANOVA *p<0,05,

**p<0,01, ns = ndo significativo
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Fonte de

Variacio Fv/Fm Y ETR NPQ
Subdose falad fakad el ns
DIaS ** ** ** **x
Subdose x Dias ns ns * ns
CV (%) 3,78 6,80 5,44 48,47

O glifosato diminuiu a razdo Fv/Fm e Y em fungdo do aumento das subdoses e dias

avaliados, sendo mais intenso nas duas maiores subdoses (96 e 192 g i.a. ha ) (Fig. 5A e B) e

(Fig. 5C e D). ETR também reduziu durante os dias e em func¢do das subdoses do herbicida em

relacdo ao controle (Fig. 5E e F).
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Fig. 12. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) (A e B), rendimento
quantico efetivo do fotossistema Il (Yu) (C e D) e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR)
(E e F) nas plantas de S. saponaria em resposta a subdoses crescentes de glifosato e dos dias
apos aplicacdo (DAA). Os dados sd@o médias de n=5. A escala de cor, corresponde aos valores

de O (preto) a 1 (rosa).

4. Discussao

Os sintomas observados nas plantas de S. saponaria foram clorose e necrose e
enrugamento de folhas jovens. Sabe-se que glifosato é absorvido nas folhas e em tecidos verdes.
Ou seja, nas regides clorofiladas das plantas é translocado principalmente pelo floema para os
tecidos meristematicos (Rigoli et al., 2008) e os sintomas morfoldgicos visuais frequentemente
observados apés a aplicacdo do glifosato sdo cloroses e necroses, além de enrugamento e
malformacdes (Yamada e Castro, 2007). Sintomas semelhantes foram relatados por Machado
et al. (2013) em estudo com quatro espécies florestais nativas (Plathymenia reticulata,
Bowdichia virgilioides, Kielmeyera lathrophyton e Solanum lycocarpum), no trabalho realizado
por Silva et al. (2016) com Caryocar brasiliense e Cruz et al. (2021) em Eugenia uniflora.

O enrugamento e malformacdo, especialmente em éareas de rebrota, sdo sintomas
frequentemente associados a acdo do glifosato e esses sintomas foram observados também no
presente estudo com a espécie S. saponaria. A absorcdo do glifosato ocorre gradualmente
através do simplasto e sua translocacdo direciona-se aos fotoassimilados no interior da planta.
Por esse motivo, os primeiros sintomas, como clorose, estreitamento foliar e necrose, séo
observados nas regides de crescimento e demanda da planta (Reis et al., 2018). A mudanca na
coloragéo e o surgimento de necroses observados e descritos nesse estudo podem relacionar-se
as alteracGes na clorofila ou degradacdo da mesma (Taiz e Zeiger, 2009) ou as modificacGes
nos cloroplastos (Campbell; Evans; Reed, 1976). As injurias causadas por esse herbicida se
desenvolvem lentamente, primeiramente ocorre a clorose nos tecidos meristematicos e
posteriormente surge a necrose (Marchi; Marchi; Guimarées, 2008).

Em estudos realizados também com esse herbicida em outras espécies foi observado o
aumento de intoxicacBes com acréscimo das doses, a exemplo das espécies Caryocar
brasiliense Camb. (Silva et al., 2016), Genipa americana L. (Gusmao; Rondon-Neto;
Yamashita, 2011), Aspidosperma desmanthume (Rondon-Neto et al., 2011), Jatropha curcas

(Costa et al., 2009). Em alguns casos, as plantas podem ndo apresentar sintomas visuais de
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intoxicacdo, mas podem ter o crescimento e desenvolvimento comprometidos (Franga et al.,
2013). Diferentemente de outras plantas que podem apresentar tolerancia quando submetidas a
diferentes subdoses de glifosato, como foi possivel observar no trabalho de Pereira et al. (2015)
utilizando diferentes subdoses do herbicida (7,5, 15, 30 e 60 g e.a ha™) nas espécies Psidium
cattleyanum (aragd-amarelo), Citharexylum myrianthum (pau-viola) e Cedrela odorata
(cedrinho), onde nédo foram observadas fitointoxicagdes e sim aumento na altura e didmetro nas
subdoses de 30 e 60 g e.a ha', bem como no estudo realizado por Faria et al. (2022), utilizando
a espécie Hymenaea courbaril L. A diferenca na resisténcia aos herbicidas em dicotiledéneas
esta relacionada com a capacidade de metabolismo de cada uma delas (Roman et al., 2007).

Foram identificadas modificacBes nas caracteristicas anatdbmicas de S. saponaria em
resposta ao glifosato, mesmo em subdoses que ndo apresentavam sintomas visiveis. A analise
da anatomia revelou alteragdes estruturais, ressaltando a importancia dessa ferramenta
diagndstica como um meio sensivel de detectar e caracterizar danos causados por poluentes
sobre as estruturas das plantas. Assim como relatado por Santos et al. (2020) em Cenostigma
macrophyllum tul. e Cruz etal. (2021) em Eugenia uniflora, revelaram alteracBes nas plantas,
mesmo naquelas que nao manifestaram sintomas visiveis.

Os herbicidas podem causar danos anatdmicos de varias maneiras, incluindo a interacéo
entre a superficie foliar e as gotas do produto, bem como a translocacdo interna do herbicida
dentro da planta ap6s a absorcdo (Cruz et al., 2021). Neste estudo, foram observados danos nas
epidermes adaxial e abaxial, com plasmolise das células epidérmicas. Em estudos anteriores,
Lima et al. (2017) destacaram que a face adaxial da folha, devido ao maior contato com o
herbicida, tende a apresentar lesbes mais severas, como ruptura e perda da continuidade da
epiderme. E importante ressaltar que a epiderme é um tecido que atua como interface de contato
com o meio externo, desempenhando um papel crucial na prote¢do contra agentes bidticos e
abioticos, além de regular as trocas gasosas, hidricas e nutricionais com o ambiente (Javelle et
al., 2010).

Danos na epiderme abaxial foram observados em plantas de S. saponaria ja nas
primeiras subdoses. Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (2020) em
folhas de Cenostigma macrophyllum expostas ao glifosato. Essa espécie também € descrita
como hipoestomatica e os pesquisadores concluiram que os danos e a reducdo na espessura
observada sé@o atribuidos ao glifosato, indicando um efeito nos estbmatos e resultando no
fechamento dos mesmos. A permeabilidade dos herbicidas pelos estbmatos esta relacionada a
cuticula que cobre as células-guarda. Essa cuticula é mais fina e possui menor teor de cera

epicuticular, o que a torna uma barreira menos resistente a entrada desses produtos (Hess e Falk,
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1990).

A translocacdo do glifosato dentro da planta pode resultar em modificacOes celulares
(Freitas-Silva et al., 2020). A exposicédo das plantas ao herbicida glifosato tem sido associada a
diversas alteracdes, como mudancas na morfologia das células, colapso celular, hiperplasia,
plasmolise e desorganizacdo dos parénquimas pali¢adico e esponjoso, conforme observado
neste estudo. Esses achados estdo em concordéancia com outros estudos realizados em Caryocar
brasiliense por Silva et al. (2016), em Cenostigma macrophyllum tul. por Santos et al. (2020) e
em Eugenia uniflora por Cruz et al. (2021), nos quais foram observadas lesdes causadas pelo
contato com herbicidas.

Foi observada reducéo na espessura de todos os tecidos anatdmicos foliares, o que pode
ser atribuido ao impacto do glifosato na biossintese de aminoacidos aromaticos essenciais das
plantas. Esse desequilibrio pode resultar na perda de carbono, o qual desempenha papel
fundamental em processos celulares importantes, incluindo a formacdo da parede celular
(Machado et al., 2013).

O aumento do acumulo de graos de amido, evidenciado por meio do teste histoquimico
de lugol, pode ser atribuido a barreiras fisicas que afetaram a translocacdo desses carboidratos
através do floema, resultando em sua acumulagdo. Esses achados estdo em consonancia com as
observacoes feitas por Cruz et al. (2021) em Eugenia uniflora.

Por meio da andlise de cloreto de potassio também foi confirmada a presenca de
compostos fenolicos em certas regides dos tecidos de S. saponaria na subdose mais elevada
(192 g i.a. ha!) de glifosato. O acimulo de fendis, por sua vez, indica uma resposta ao estresse
oxidativo. Durante situacOes de estresse, as plantas podem gerar espécies reativas de oxigénio
(ROS), as quais devem ser eliminadas para evitar danos (Bloem et al., 2020). Os herbicidas a
base de glifosato também afetam a sintese de compostos fenolicos (Timms e Wood, 2020).
Visto que, esse herbicida atua na rota do acido chiquimico responsavel pela biossintese de
aminoacidos aromaticos, como tirosina, triptofano e fenilalanina (Santos et al., 2020). Essa rota
é a principal via de formacdo dos compostos fendlicos, convertendo os carboidratos em
aminoacidos aromaticos, incluindo a fenilalanina. Esse aminoacido desempenha um papel
intermediario na biossintese da maioria dos compostos fendélicos (Bezerra et al., 2020).

Os resultados da analise de autofluorescéncia da clorofila a foram semelhantes aos
observados por Santos et al. (2020), evidenciando modificagdes na intensidade da emisséo da
autofluorescéncia da clorofila, principalmente nas duas maiores subdoses. No mesmo estudo,
foram conduzidas analises da autofluorescéncia da clorofila, permitindo identificar possiveis

danos na clorofila a.
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A fotossintese ndo é o principal alvo do glifosato nas plantas (Rezende-Silva et al.,
2022). Entretanto, nesse estudo, o glifosato desencadeou efeitos negativos nos parametros de
trocas gasosas (A e Ci/Ca), onde ocorreu diminuicdo da taxa fotossintética (A) e aumento da
concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca) nas duas maiores subdoses. O aumento na
proporcdo Ci/Ca em S. saponaria exposta ao glifosato, assim como a queda em A, indica
possivel reducdo na assimilagdo de carbono no ciclo de Calvin, talvez devido ao
comprometimento das enzimas que fazem parte desse processo.

No estudo realizado por Santos et al. (2020) sobre as reagcdes de Cenostigma
macrophyllum ao glifosato, foi observado aumento na propor¢do Ci/Ca, indicando a possivel
inativacdo da enzima Rubisco, que consequentemente resultou na acumulacdo de CO2 no
mesofilo foliar, afetando as células guarda e levando ao fechamento dos estbmatos, impactando
diretamente a fotossintese da planta em questdo. Também ja foi apontado que o glifosato pode
diminuir o contetido de rubsico celular, principalmente por induzir decréscimos na expressao
da subunidade maior dessa enzima (Ahsan et al., 2008).

O maior impacto nessas variaveis foram registrados 2 dias apds a aplicacdo do herbicida
(2DAA), com valores mais baixos para a taxa fotossintética (A), representados pelo 1C50, que
indica a concentracdo na qual a fotossintese é reduzida em 50% (Vieira et al., 2021). Essa
reducdo na taxa fotossintética pode resultar em danos as plantas, considerando o papel
fundamental da fotossintese no metabolismo vegetal. Embora a curva de 1Cso ndo exibiu o
formato sigmoidal caracteristico (Gadagkar e Call et al., 2014), possivelmente como resultado
do forte impacto do glifosato sobre o processo fotossintético nas plantas de saboneteira.

As medidas de fluorescéncia da clorofila a realizadas indicam que o glifosato pode ter
causado danos na etapa fotoquimica, visto foi observado alteragcdes significativas,
principalmente nas duas maiores subdoses, indicando que ocorreu fotoinibicdo nessa espécie.
Na fotoinibicdo, a capacidade fotossintética € reduzida devido a exposi¢do excessiva de energia
luminosa além da capacidade de dissipacdo fotoquimica (Mateos-Naranjo, 2013). A queda na
taxa de assimilacdo de CO2 (A) em S. saponaria pode estar associada ao impacto negativo desse
herbicida sobre o aparato fotoquimico, visto que o glifosato pode promover danos funcionais e
estruturais no aparato fotoquimico das plantas (Santos et al., 2020), como observado por
Rezende-Silva et al. (2022), em duas espécies do Cerrado, sendo que Pouteria torta demonstrou
reducdo no rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm).

A relacdo Fv/Fm trata-se do “quenching” fotoquimico da fotossintese, a qual refere-se
a guantidade de energia que € interceptada pela folha e utilizada na etapa fotoquimica da

fotossintese e que pode ser destinada a uma correspondente assimilagdo do CO> (Ortiz, 2004).
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Muitos autores verificaram danos ocasionados por herbicidas observando diminui¢do na razéo
Fv/Fm, Yie ETR, como Lima et al. (2017) trabalhando com a espécie Bauhinia variegata L, e
Rezende-Silva et al. (2022), no estudo com duas espécies do Cerrado, Pouteria torta e Alibertia
edulis.

A energia que ndo € utilizada em processos fotossintéticos pode ser dissipada na forma
de calor, processo chamado como dissipacao ndo fotoquimica (NPQ) (Proto, 2012). No presente
estudo com S. saponaria, mesmo que houve um declinio dos parametros de Fv/Fm, Y e ETR,
a dissipacdo de energia em forma de calor, ndo foi significativa. Dessa forma, a relacdo entre
os efeitos visuais, anatémicos e fisioldgicos sugere que a saboneteira pode ser considerada uma
possivel bioindicadora do glifosato, mesmo em subdoses, conforme demonstrado neste estudo.

Apesar dos efeitos negativos observados nos parametros morfolégicos, fisiologicos e
anatdmicos de S. saponaria em resposta a aplicacdo de glifosato, mesmo em subdoses e na
auséncia de danos visiveis, foi observada uma tendéncia de normalizacdo nos parametros de
trocas gasosas na terceira avaliacdo, realizada 15 dias ap6s a aplicacdo. O estagio de
desenvolvimento e o tipo de planta podem influenciar a sensibilidade das espécies-alvo e nédo-
alvo aos herbicidas, como mencionado por Ferreira et al. (2023). Visto que foram utilizadas
mudas ainda em desenvolvimento, no presente estudo. No entanto, a aplicacao repetida desses
produtos ao longo do ano em um curto periodo de tempo pode causar efeitos negativos sobre
esses organismos, 0 que torna necessario realizar experimentos mais longos com aplicacdes
repetidas. 1sso permitird determinar se as plantas sdo capazes de estabilizar e normalizar os

danos ocasionados em seus parametros, que podem comprometer sua sobrevivéncia.

Conclusodes

A aplicacdo de subdoses de glifosato nas plantas de S. saponaria desencadeou alteracdes
visuais, anatdmicas e fisiologicas. Os resultados obtidos indicam que mesmo em doses
menores, 0 glifosato teve efeitos negativos na viabilidade celular, como evidenciado pelas
alteracdes anatdbmicas, bem como nos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila
a. Além disso, a presenca de compostos fendlicos e 0 acimulo de amido, verificados por meio
de testes histoquimicos, sugerem a resposta da planta ao estresse oxidativo causado pelo
herbicida.

Os achados neste estudo destacam a planta S. saponaria como um potencial

bioindicador de glifosato em estudos de monitoramento ambiental. A capacidade da planta em
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responder as subdoses de glifosato, demonstrada por meio das altera¢cdes observadas, indica sua
sensibilidade e habilidade em refletir a presenca desse herbicida no ambiente.

Apesar da tendéncia de estabilizacdo dos parametros de trocas gasosas observada 15
dias apds a aplicacdo é necessario realizar pesquisas adicionais com a utilizacdo de aplicacGes
repetidas. Isso permitira compreender os mecanismos de resposta especificos dessas plantas,
uma vez que o glifosato é frequentemente aplicado varias vezes ao ano, em intervalos curtos de
tempo. O estudo desses mecanismos é crucial para uma avaliacdo mais completa dos efeitos do
herbicida e para entender se as plantas tém a capacidade de se recuperar completamente dos
danos causados, o que tem implicagfes importantes para sua sobrevivéncia no ambiente.

Portanto, a pesquisa continua nessa area é fundamental para fornecer informagdes
adicionais sobre os efeitos do glifosato em plantas e para desenvolver estratégias de manejo

mais eficazes e sustentaveis no uso de herbicidas.
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Capitulo 2: TOLERANCIA DE Caryocar villosum (Aubl.) Pres. AO
GLIFOSATO SOB DERIVA SIMULADA: UMA ABORDAGEM
MORFOANATOMICA E FISIOLOGICA.

(Normas de acordo com a revista: Ecological Indicators)
Resumo

O glifosato é o herbicida mais amplamente utilizado globalmente, porém sua aplicacdo
indiscriminada e excessiva pode ocasionar sérios danos ambientais, incluindo toxicidade para
organismos ndo-alvo, como plantas, devido a deriva. Neste estudo, investigamos o efeito do
glifosato na morfologia, anatomia e fisiologia de plantas de piquia (Caryocar villosum)
expostas a deriva simulada do herbicida. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes e subdoses de 0, 48, 96, 144 ¢ 288 g i.a. ha™,
aplicadas 60 dias ap6s o transplantio. Avaliamos sintomas morfoldgicos, caracteristicas
anatdmicas, trocas gasosas, teor de pigmentos e fluorescéncia da clorofila a. Observamos que
as caracteristicas visuais, anatdmicas, teor de pigmentos e fluorescéncia da clorofila a nédo
apresentaram alteracOes significativas, independentemente do tempo e subdose avaliados. No
entanto, os parametros de autofluorescéncia da clorofila a (A e E) foram afetados nas plantas
expostas a subdoses de glifosato. Apesar das alteracfes em algumas varidveis, constatamos que
C. villosum demonstrou tolerancia ao glifosato, possivelmente devido & presenca de barreiras
anatémicas foliares, como tricomas, que podem ter reduzido a absor¢do do herbicida. Esses
resultados contribuem para melhor compreenséo dos efeitos do glifosato em plantas ndo-alvo e
destacam a importancia das barreiras anatdbmicas na mitigacdo dos danos causados por

herbicidas.

Palavras-chave: Amazonia, absorcdo, herbicida, anatomia foliar, barreiras foliares.
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Abstract

Glyphosate is the most widely used herbicide globally, but its indiscriminate and excessive
application can lead to serious environmental damages, including toxicity to non-target
organisms such as plants, due to drift. In this study, we investigated the effect of glyphosate on
the morphology, anatomy, and physiology of Caryocar villosum plants exposed to simulated
herbicide drift. The experiment was conducted in a completely randomized design with five
replicates and sub-doses of 0, 48, 96, 144, and 288 g a.i. ha?l, applied 60 days after
transplantation. We evaluated morphological symptoms, anatomical characteristics, gas
exchange, pigment content, and chlorophyll a fluorescence. We observed that visual
characteristics, anatomical features, pigment content, and chlorophyll a fluorescence did not
show significant changes, regardless of the evaluated time and sub-dose. However, the
parameters of chlorophyll a autofluorescence (A and E) were affected in plants exposed to
glyphosate sub-doses. Despite the alterations in some variables, we found that C. villosum
demonstrated tolerance to glyphosate, possibly due to the presence of leaf anatomical barriers,
such as trichomes, which may have reduced herbicide absorption. These results contribute to a
better understanding of glyphosate effects on non-target plants and highlight the importance of

anatomical barriers in mitigating herbicide damage.

Key-Words: Amazon, absorption, herbicide, leaf anatomy, leaf barriers.

1. Introducéo

A Amazobnia, com sua vasta extensdo de aproximadamente 5 milhdes de kmz, é
considerada a maior floresta tropical do planeta, ocupando cerca de 49,3% do territério
brasileiro nas regides Norte e Centro-Oeste (Da Silva et. al., 2019). Desempenha um papel
fundamental na regulagdo do clima, pois sua vegetacao realiza a evapotranspiracao e atua como
um importante sequestrador de carbono (Domingues e Bermann, 2012). Adicionalmente, a
Amazonia desempenha papel crucial na preservacdo da biodiversidade global, sendo
considerada uma area de grande importancia ecoldgica. No entanto, enfrenta constantes
ameacas decorrentes da conversdo de terras e das mudancas climaticas (Albert et al., 2023)

Dentre os representantes amazonicos, estd o Caryocar villosum (Aubl.) Pres. uma

espécie abundante na regido central da Amazonia, sendo popularmente conhecido como piquia
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(Martins e Gribel, 2007). Trata-se de uma planta de porte arb6reo que pode atingir até 50 metros
de altura e 2,5 metros de didmetro (Shanley e Medina, 2005). Essa espécie botanica pertencente
a familia Caryocaraceae apresenta inflorescéncias de cor amarela, peddnculo longo e pouco
flexivel, com flores acima da folhagem (Martins e Gribel, 2007). Suas folhas sdo trifoliadas,
foliolos elipticos, apice acuminado e a folha central € mais longa do que as laterais (Clay et al.,
2000). Entre os seus principais usos estdo o madeireiro e o consumo do fruto, além da utilizacdo
aplicada a medicina popular como farmaco (Vastano Jr. e Barbosa, 1983). Sendo o fruto dessa
espécie muito consumido, principalmente pela populacdo amazodnica. Além de servir como
matéria-prima de sabdes, licores e extracdo de 6leo, as quais estdo entre os multiplos usos dessa
planta (Shanley e Medina, 2005).

Nas Ultimas décadas, o aumento da demanda por alimentos tem impulsionado a
maximizacdo da producdo agricola, resultando em um crescimento significativo no uso de
agroquimicos em todo o mundo (Campos et al., 2018). Nesse contexto, destaca-se o glifosato,
um herbicida de amplo espectro comumente utilizado. O glifosato é absorvido pelas plantas ndo
seletivamente e transportado por todo o sistema, atuando diretamente nos sistemas enzimaticos
e inibindo o metabolismo dos aminoacidos. Especificamente, sua acdo é direcionada a enzima
5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), resultando na supressdo da sintese de
aminoacidos aromaticos essenciais, como fenilalanina, tirosina e triptofano, o que afeta
negativamente a sobrevivéncia das plantas (Santos et al., 2020). O uso indiscriminado de
glifosato e outros agroquimicos tem levantado preocupacdes sobre seus efeitos nos
ecossistemas naturais e na biodiversidade. Portanto, € essencial realizar estudos para
compreender os impactos fitotdxicos do glifosato em espécies vegetais, especialmente em areas
sensiveis, como a Floresta Amazonica, a fim de subsidiar praticas agricolas mais sustentaveis
e a preservacdo da biodiversidade.

Apesar de serem utilizados na agricultura para controlar determinadas espécies de
plantas (plantas-alvo) que competem por recursos com as plantas cultivadas, é importante
ressaltar que os herbicidas também podem afetar as plantas que vivem nos ambientes naturais
proximos aos agroecossistemas, tanto em concentracGes letais quanto subletais (Florencia et
al., 2017). Durante a aplicacdo desses produtos, incluindo o glifosato, pode ocorrer um
fendmeno conhecido como deriva, caracterizado pelo deslocamento acidental do produto para
areas nao pretendidas. Tal situacdo pode acarretar na exposicao de plantas ndo-alvo aos efeitos
dos herbicidas (Dexter, 1993).

Ainda h& poucos estudos sobre os efeitos dos herbicidas nas espécies florestais,

portanto, é essencial investigar os impactos fitotoxicos que esses produtos podem causar nessas
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plantas. Compreender esses efeitos possibilitara a selecdo de espécies florestais menos
suscetiveis a deriva de herbicidas, como o glifosato, para serem utilizadas na recuperacéo de
areas degradadas ou em remanescentes de cultivos agricolas afetados pela deriva. Diante disso,
objetivou-se investigar o efeito da deriva simulada de glifosato, através de respostas

morfoanatémicas e fisiologicas nas folhas de C. villosum.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal, condicOes de cultivo e tratamentos

O presente estudo foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada, do Laboratério de
Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, Instituto Federal Goiano — campus Rio Verde, Goias,
Brasil. Sementes da espécie C. villosum utilizadas foram obtidas através de uma parceria com
a COOPPROJIRAU (Cooperativa de Produtores Rurais do Observatério Ambiental Jirau), rua
idalino Kriger, s/n, distrito de Nova Mutum Parana, Brasil. As sementes foram semeadas em
canteiros com substrato.

ApoGs a emergéncia, as plantulas foram transplantadas individualmente para vasos de
plastico de 5 litros, contendo substrato preparado a partir da mistura de duas partes de solo do
tipo Latossolo Vermelho e uma parte de areia. De acordo com a analise quimica e fisica do solo
utilizado possui as seguintes caracteristicas: pH em CaClz de 5,21; 0,9 mg dm de P; 185 mg
dm3de K; 2,81 cmolc dm= de Ca; 0,77 cmol. dm™ de Mg; 4,8 cmolc dm= de H+Al; 27,4 g dm"
% de matéria organica e 46% de saturagdo por bases. A adubagdo foi 100 mg de N, 300 mg de P,
100 mg de K, 200 mg de Ca, 60 mg de Mg, 40 mg de S, 0,5 mg de B, 1,5 mg de Cu, 0,5 mg de Zn.
Foram utilizados como fontes os seguintes sais p.a: NH4 NO3, H3 PO4, KH2 PO4, MgS04, CaSO4
.2H2 O, Na2 SO4, CuS04.5H20, H3 BO3, ZnClI2. A irrigacdo foi calculada visando suprir as
necessidades da planta, sendo mantida por volta de 60% da capacidade de campo.

Ap0s 90 dias de aclimatacgéo, as plantas foram pulverizadas com glifosato nas subdoses
de 48, 96, 144 e 288 g i.a. ha ! correspondendo a 5, 10, 15 e 30 % da dose recomendada do
produto em espécies de folhas largas, além de um grupo adicional de plantas mantidas como
controle. O experimento foi disposto em blocos ao acaso, a unidade experimental foi de um
vaso contendo uma planta, com cinco repetigdes.

O herbicida foi aplicado no inicio da manhd, utilizando um pulverizador costal com

pressdo constante mantida por CO> comprimido, com barra contendo quatro pontas de
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pulverizagdo e bico da série (XRTeejet® - tipo leque modelo XR11002-VP). A presséo
utilizada foi de 3 kgf cm2 e volume de calda de 220 L ha*. Durante a aplicagdo a temperatura
era de 23,7°C, vento de 2.9 m s e umidade relativa de 46.9. As plantas foram transferidas para

a casa de vegetacdo apds a aplicacdo dos tratamentos.

2.2 Andlise de sintomas morfoldgicos

Os sintomas morfologicos foram caracterizados a partir de fotografias de toda a
superficie de plantas e folhas completamente expandidas de C. villosum, obtidas com camara
digital Canon Rebel t7, monitoradas ao longo do experimento e fotografadas no intervalo de 15
e 30 dias ap0s aplicacdo (DAA). Para a elaboracdo da prancha de imagens foram utilizados as

plantas e folhas que melhor representassem os efeitos do glifosato no tratamento.

2.3 Avaliagédo da caracterizagdo morfoanatomica foliar

Os estudos anatdmicos foram realizados no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, Brasil. Para a caracterizacdo estrutural e
histoquimica 30 DAA, amostras foliares de 3 cm? da regido central das folhas totalmente
expandidas utilizadas nas analises fisioldgicas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
de todas as repetices (n=5) de cada tratamento (n=5) das plantas de C. villosum. As amostras
para a microscopia de luz foram fixadas em FAA (formaldeido, acido acético e alcool etilico)
70% (Johansen, 1940), utilizado para a preservacado das estruturas celulares.

Para a caracterizacdo de danos estruturais, as amostras armazenadas em FAA70% foram
desidratadas em série etilica crescente (80, 90, e duas vezes a 100%, por 10 minutos cada), pré-
infiltrado e incluidas em resina histolégica conforme recomendacédo do fabricante (Historesin,
Leica, Heidelberg, Alemanha). As amostras foram seccionadas transversalmente (6 um de
espessura), utilizando um micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China) e os
cortes corados com azul de toluidina 0,05 % em tampao fosfato (0,1 M, pH 6,8) (O’Brien et al.,
1964), trata-se de um corante metacromatico, que permite observar nas estruturas das folhas, o
qual reage com paredes lignificadas corando-as de azul-esverdeado e com paredes celulésicas
corando-as em roxo. Posteriormente, montados em balsamo do Canada. As imagens foram
obtidas utilizando 0 mesmo microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com camera
DP-72 utilizando a opcdo de campo claro. Em seguida, foram realizadas observacdes
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morfoanatdmicas da epiderme nas faces adaxial e abaxial, parénquima palicadico, esponjoso e
mesofilo. As medidas micromorfométricas foram obtidas a partir das imagens anteriores com
0 auxilio do software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.47, EUA), um
software utilizado para processamento e andlise de imagens, que permitiu a medicdo das
diferentes caracteristicas anatdbmicas.

Para os estudos de microscopia de fluorescéncia, os cortes foram obtidos com um
micrétomo de mesa modelo LPC e imediatamente fotografadas para evitar a degradacdo da
clorofila, foram obtidas imagens com o microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado
com camera DP-72, através da excitacdo UV 330-385, U-MWU2.

2.4 Trocas gasosas

As trocas gasosas das plantas de piquia foram mensuradas em folhas completamente
expandidas do terceiro nd, apos 1, 7 e 30 DAA. Sendo A taxa fotossintética (A, umol CO2 m
s 1), taxa transpiratoria (E, mmol H20 ms 1) e relagdo entre a concentragdo interna e externa
de CO2 (Ci/Ca) através da utilizacdo de um analisador de gases ao infravermelho (IRGA,
modelo LI-6400xtr, LI-COR, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos). As medicdes foram
realizadas entre 9 h e 11 h da manha utilizando radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR)
constante (1000 umol fotons m s 1) e concentragédo atmosférica de CO2 (Ca) (~ 415 umol mol-
1y, temperatura (~ 24 °C) e umidade relativa (~ 74 %) ambiente. Os valores de condutincia
estomatica (gs) também foram avaliados, mas, devido a alta variabilidade dos dados, ndo foi

possivel incluir os resultados neste trabalho.

2.5 Fluorescéncia da Clorofila a

Foram realizadas aos 15 e 30 DAA, com o auxilio do fluorémetro modulado o Imaging-
PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Os sinais de fluorescéncia em todos os pontos da area
foliar foram capturados através de uma camera CCD (Charge Coupled Device) acoplada ao
responsavel por fornecer as imagens para o computador. Inicialmente as folhas foram adaptadas
ao escuro, com cerca de 30 minutos a esta condigdo. Foram obtidas: fluorescéncia inicial (FO)
e fluorescéncia maxima (Fm) e calculado o rendimento quantico potencial do fotossistema Il
(FSII), Fv/Fm = (Fm-FO)/Fm (Genty; Briantais; Baker, 1989). Em seguida, as folhas expostas

a iluminagdo actinica, acrescido juntamente com o pulso de luz actinica saturante, sendo
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possivel obter as variaveis da fase lenta de indugdo da fluorescéncia como o rendimento
quantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no FSII (Y1), o coeficiente de extingdo
ndo fotoquimica a (YNPQ) e o rendimento quéntico de energia dissipada ndo regulada no FSII
(YNO). Alem disso, o YlI foi utilizado, ainda, para estimar a taxa aparente de transporte de
elétrons, ETR = YII.PAR.Absies.0,5 (Bilger; Schereiber; Bock, 1995), sendo PAR o fluxo de
fotons (1000 pmol m2s ) incidente sobre a folha; Absiear 0 Valor correspondente a fracéo 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).

2.6 Concentracéo de clorofila

Foi avaliada através do medidor portatil, ClorofiLOG1030® (Falker®, Porto Alegre,
Brasil), sendo obtido o teor de clorofila a, clorofila b e clorofila total, expressos no indice
Clorofilog. As folhas seréo colocadas entre o emissor e o receptor do aparelho, sendo a radiagao
transmitida através da folha é convertida em sinais eletronicos. As avaliacdes foram realizadas

no terceiro par de folhas totalmente expandidas aos 1, 7 e 15 DAA.

2.7 Andlise estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos as analises prévias de normalidade de
erros (Teste Shapiro-Wilk). Com a normalidade dos dados confirmada, foi realizada a anélise
de variancia (ANOVA) e ajustados aos modelos de regressao, seguida do teste de Tukey a 5%
de probabilidade para determinar diferencas entre os tratamentos e o controle (p < 0,05). As
analises estatisticas foram realizadas através do software Assistat versdo 7.7 beta (Silva e

Azevedo, 2016) e os graficos pelo excel.

3. Resultados

3.1 Efeito do glifosato sobre a morfologia foliar

As plantas de piquid submetidas a deriva simulada do herbicida glifosato, nédo
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apresentaram sintomas morfologicos significativos (Fig. 1), apenas leves injdrias, como
cloroses moderadas, na borda e préximo a nervura principal das folhas das duas maiores

subdoses (144 e 288 g i.a. ha ") (Fig. 1D-E).

® ©

Fig. 1. Sintomas visuais em folhas de C. villosum, clorose destacada por asterisco e seta
vermelha, ap6s 30 dias de exposicao a subdoses crescentes de glifosato: (A) Controle, (B) 48

(C) 96, (D) 144, e (E) 288 g i.a. ha . Barra de escala 4 cm.

3.2 Avaliacdo das alteragdes anatomicas
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A superficie foliar de ambas as faces (adaxial e abaxial) de C. villosum s&o recobertas
por tricomas tectores multicelulares unisseriados (Fig. 2A, G-H). A epiderme é simples em
ambas as faces com células tabulares e justapostas. Os estdmatos ocorrem apenas na face
abaxial, caracterizando a folha como hipoestomatica, sendo situados no mesmo nivel das
células epidérmicas (Fig. 2E). O parénquima clorofiliano é heterogéneo do tipo dorsiventral,
sendo parénquima palicadico com duas camadas de células e 0 esponjoso por cerca de trés a
quatro camadas (Fig. 2B-F). A regido da nervura mediana, em seccao transversal, possui feixe
vascular do tipo colateral. O parénquima fundamental tem presenca de células que coram
intensamente com o azul de toluidina, os idioblastos (Fig. 21) indicando a presenca e acimulo
de composto fendlicos.

As subdoses testadas ndo ocasionaram alterac@es na superficie e estrutura foliar de C.
villosum, ndo sendo observado nenhuma alteracdo nos tecidos anatbmicos em piquia ap6s 30
DAA (Fig. 2B-F.)
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Fig. 2. Cortes anatémicos em folhas de C. villosum, ap6s 30 dias de exposicdo ao glifosato em
diferentes subdoses. (A, B, G, H e I) Controle, (C) 48, (D) 96, (E) 144, e (F) 288 g i.a. ha .

(AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima paligadico. (SP)

parénquima esponjoso. (Fi) fibra. (Xy) xilema. (Ph) floema. (FP) parénquima fundamental. (Tc)
Tricoma tector. (Id) idioblasto. Barra de escala (A) 250 um; (B, C, D, E, F, G, H) 100 um; (I)
30 um.

Nas analises micromorfomeétricas o efeito das subdoses testadas ndo foi significativo
pela analise de variancia, para a espessura dos tecidos foliares das folhas de piquia, indicando
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que ndo houve reducdo nem aumento desses tecidos anatdmicos (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo das espessuras dos tecidos foliares de C. villosum, 30 dias apos a

aplicacdo de glifosato em diferentes subdoses.

Subdoses Ep. Adaxial Ep. abaxial P. palicadico P. esponjoso Mesofilo
Glifosato i (m) (Hm) (Hm) (m) (Hm)

0 gia ha” 13,120 8,512 49,014 38,683 83,381
48gia.h 12,343 8,276 51,257 41,525 91,303
96gia ha’ 12,707 7,434 42,129 34,009 74,233
l44giaha™ 12464 8,228 45,091 39,472 85,173
288¢gia ha 11,613 8,207 47,599 40,077 85,050
Tukey ns ns ns ns ns
CV (%) 17,01 14,30 10,08 13,33 11,12

ns, ndo significativo (p >=.05).

O resultado de fluorescéncia da clorofila (Fig. 3), demonstraram dano apenas a partir da
subdose 144 g i.a. ha !, onde comecam a ocorrer leves mudancas na intensidade da
fluorescéncia clorofila (Fig. 2D), sendo os danos intensificados na maior subdose 288 g i.a. ha
1 (Fig. 2E-F), ocorrendo uma mudanga e diminuicdo na coloragio avermelhada tipicamente

emitida pela clorofila sem danos, demonstrando o inicio de degradacéo da clorofila.

AdEp

ADEpD

Fig. 3. Autofluorescéncia da clorofila (450-490nm). Cloroplastos do mesofilo (Parénquima

palicadico e esponjoso) emitem fluorescéncia vermelha tipica. (A) Controle, (B) 48, (C) 96, (D)
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144, e (E e F) 288 g i.a. ha . Areas sem a cor vermelha tipica emitida pelos cloroplastos,
representam degradacao da clorofila. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP)

parénquima palicadico. (SP) parénquima esponjoso. Barras de escala: 100 pm.

3.3 Trocas gasosas

O efeito do glifosato em A (taxa fotossintética) e E (taxa transpiratoria) de plantas de

C. villosum foi dependente do tempo ap6s a aplicacdo do herbicida (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa fotossintética (A) e taxa transpiratoria (E) de plantas de C. villosum sob deriva

simulada de glifosato.

Fonte de A E
Variagio (umol m2st)  (umol m?s )
Subdose *k ok

Dias *% *%
Subdose x Dias *% *k

CV (%) 13,58 5,58

**p<0,01 significativo ao nivel de 1%.

As andlises da taxa fotossintética realizadas nas plantas de piquid demonstraram que nas
primeiras duas avaliacdes 1 e 7 DAA, ocorreu um aumento nessa variavel a partir da subdose
96 g i.a. ha ! (Fig. 7A-B). Posteriormente, na terceira avaliacio realizada 15 DAA, é possivel
observar uma reducio na taxa fotossintética, na maior subdose 288 g i.a. ha * (Fig. 7C).
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Fig. 4. Taxa fotossintética (A) em folhas de C. villosum em diferentes dias ap0s a aplicacédo de
subdoses do herbicida glifosato. 1DAA (A), 2DAA (B), 15DAA (C). Os dados sdao médias de
n = 5. Significancia ** p<0,01.

Semelhante ao observado para a taxa fotossintética (A), o glifosato causou redugdes
gradativas na taxa transpiratéria (E) com o incremento das subdoses ao longo do tempo,
sobretudo a partir do sétimo dia de avaliacdo (Fig. 5A-C), sendo mais intenso na maior subdose
288 g i.a. ha ! (Fig. 5B). Posteriormente, 15 DAA verificou-se essa diminui¢io também em
144 gi.a. ha* (Fig. 5C).
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Fig. 5. Taxa transpiratoria (E) em folhas de C. villosum em diferentes dias apds a aplicacéo de
subdoses do herbicida glifosato. 1IDAA (A), 2DAA (B), 15DAA (C). Os dados sdo médias de

n = 5. Significancia ** p<0,01.

3.4 Efeito do glifosato na fluorescéncia da clorofila a

O glifosato ndo desencadeou alteracdes significativas nas variaveis Fv/Fm, Yy, ETR e
NPQ de fluorescéncia da clorofila a. Nao sendo observado o efeito das subdoses do herbicida,
nem interacdo entre as subdoses e dias apds a aplicacdo (Tabela 3). Como esperado, por ndo ter
ocorrido modificacdes significativas nas variaveis, também nao foram verificadas alteracdes na
imagem de fluorescéncia da clorofila a em plantas de C. villosum, independente do dia de

avaliacéo e da subdose do herbicida (Fig. 6A-F).

Tabela 3. Efeito das subdoses de glifosato (Subdose), do tempo apds a aplicacdo (Dias) e da
interacdo entre estes dois fatores (Subdose x tempo) para o rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quéantico efetivo do fotossistema Il (Y1), taxa relativa de
transporte de elétrons (ETR), e coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) de plantas de C.

villosum.
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\F/‘;nggif) Fv/Fm Y ETR NPQ
Subdose ns ns ns ns
DIaS ** ** ** ns
Subdose x Dias ns ns ns ns
CV (%) 5,99 16,68 17,01 37,24

ns, ndo significativo; **p<0,01 significativo ao nivel de 1%.

y=y
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Fig. 6. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) (A e B), rendimento quéntico

efetivo do fotossistema Il (Yn) (C e D) e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) (E e F)

nas plantas de C.villosum em resposta a subdoses crescentes de glifosato e dos dias apos

aplicagdo (DAA). Os dados sé&o médias de n=5. A escala de cor, corresponde aos valores de 0

(preto) a 1 (rosa).
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3.4 Concentracgao de clorofila

O glifosato alterou os teores fotossintéticos de clorofila a, clorofila b e clorofila total,
sendo significativo apenas para os dias ap0s a aplicacao, nao variando em funcédo das subdoses.
Clorofila a e clorofila total variaram em funcdo da interagcdo dos fatores subdose x Dias,
enquanto clorofila b foi observado apenas efeito das subdoses, ndo modificando em relagéo ao
tempo (Tabela 3).

Tabela 4. Efeito das subdoses de glifosato (Subdose), do tempo apos a aplicacdo (Dias) e da
interacdo entre estes dois fatores (Subdose x tempo) para o teor de clorofila a, clorofila b e

clorofila total em plantas de C. villosum.

Fonf[e qe Clorofila a Clorofilab Clorofila total
Variagao

Subdose ns fakad ns

Dias ns ns *
Subdose x Dias fakad ns **

CV (%) 11,22 16,75 14,95

ns, ndo significativo; **p<0,01 significativo ao nivel de 1%, * p >= 0.05

significativo ao nivel de 5% ..

4. Discussao

O herbicida glifosato ndo promoveu alteracdes visuais e anatbmicas significativas nas
folhas de C. villosum. Os herbicidas, quando aplicados, podem induzir diferentes respostas,
sendo capaz de agir como estimulantes de crescimento, causador de intoxicages ou até mesmo
levar a morte das plantas (Pereira et al., 2015). As injarias causadas pelo glifosato podem variar
de acordo com fatores como a concentracdo e a quantidade dos principios ativos que atingem
as plantas ndo alvo (Costa et al., 2009). A absorcdo de herbicidas pos-emergentes, como 0
glifosato, nas plantas ¢ influenciada pela estrutura morfologica e anatbmica das folhas (Baccin
et al., 2023). A morfologia foliar, influencia a quantidade de herbicida que é capturado e retido.
No entanto, a anatomia dessas folhas que efetivamente determina a facilidade de absorcéo
desses produtos quimicos (Ferreira et al., 2002) Ou seja, caracteristicas da cuticula, incluindo
sua espessura e composicdo, bem como o nimero de estbmatos e tricomas, podem afetar a

absorcéo de foliar de herbicidas (Heredia-Guerrero et al., 2014; Ochoa et al., 2022).
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Os tricomas séo estruturas especializadas encontradas em varias partes das plantas. Eles
desempenham diferentes funcGes e podem ser classificados em dois tipos principais: tricomas
glandulares, que produzem e secretam compostos quimicos, e tricomas tectores, que atuam
como uma barreira de protecdo (Martin e Glover, 2007). Atuam como uma barreira inicial da
planta com o ambiente externo, desempenhando um papel fundamental na maioria dos
processos adaptativos pelos quais as plantas respondem a mudancgas externas, sejam elas de
natureza biologica ou abidtica (Kariyat et al., 2017; Yu et al., 2022). Na auséncia dessas
estruturas, as plantas tornam-se mais suscetiveis a danos causados por fatores externos (Nawab
etal., 2011). A presenca de tricomas tectores em ambas as faces das folhas de C. villosum pode
ter contribuido para uma menor absorcdo do herbicida glifosato, explicando a auséncia de
sintomas severos nas plantas de piquia.

Apesar de ndo ter sido identificados danos anatdmicos, na avaliacdo morfoldgica, foram
observados sintomas moderados, como folhas levemente amareladas nas duas maiores
subdoses. Os sintomas caracteristicos apds a aplicacdo do glifosato incluem clorose e,
posteriormente necrose foliar (Yamada e Castro, 2007). Os efeitos de clorose podem ser
resultado de diferentes mecanismos desencadeados pelo glifosato na sintese do &cido
aminolevulinico (ALA), que é um precursor essencial na biossintese da clorofila. O glifosato
pode reduzir a concentracdo de clorofila ou degrada-la, o que contribui para a ocorréncia da
clorose nas plantas (Reis et al., 2018). A variagdo na intensidade da autofluorescéncia da
clorofila a nas plantas de piquid expostas as duas maiores subdoses indica o inicio da
degradacéo da clorofila. Essa mudanca na autofluorescéncia esta associada ao surgimento dos
sintomas de clorose, observados a partir desses tratamentos.

Com base nos dados obtidos, observou-se que alguns pardmetros, como gs (condutancia
estomatica) e Ci/Ca (razdo entre a concentracdo interna e a concentracdo atmosférica de CO3),
ndo se ajustaram a nenhum modelo estatistico. Estudos anteriores, como o de Ferreira et al.
(2005), relataram que plantas arbdreas podem apresentar uma ampla variacdo dentro da mesma
espeécie devido a diversidade genética existente entre os individuos.

Por outro lado, foi observado que as subdoses de glifosato aplicadas afetaram o
desempenho fotossintético das plantas de piquia, resultando em reducdo nas taxas de
assimilacdo de CO> (A) e de transpiracdo (E) nos dois maiores tratamentos (144 e 288 g i.a. ha”
1y aos 15 dias ap0s a aplicagdo (DAA). Embora as alteragdes nas taxas fotossintéticas ndo sejam
o0 alvo inicial de acdo desse herbicida, diversos estudos tém relatado efeitos negativos nos

parametros de trocas gasosas (Krenchinski et al., 2014).
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Em consonancia com os achados de Cruz et al. (2021), na espécie Eugenia uniflora,
verificou-se uma diminuicdo nos parametros de trocas gasosas apos a aplicacdo de glifosato,
evidenciando que esse herbicida pode causar efeitos prejudiciais em espécies nao alvo,
interferindo no metabolismo fotossintético. O decréscimo na taxa fotossintética pode estar
relacionado a reducéo da eficiéncia da enzima Rubisco (Rezende-Silva et al., 2022). O glifosato
possui a capacidade de restringir a sintese de trés proteinas que compdem as subunidades dessa
enzima (Ashan et al., 2008).

A enzima Rubisco, também conhecida como ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-
oxigenase, desempenha um papel crucial na primeira fase da fotossintese. Essa enzima possui
atividade carboxilasica e oxigenasica, mas sua maior afinidade pela carboxilacéo garante que a
fotossintese ocorra mesmo quando a concentracdo de CO- é significativamente menor que a de
O, como geralmente ocorre na natureza. Apos a carboxilacdo, ocorre a conversao do CO2 em
carboidratos por meio de um processo que requer o consumo de NADPH e ATP, compostos
energéticos sintetizados durante as reagdes luminosas nas membranas dos tilacoides (Santos et
al., 2020).

O efeito do glifosato na taxa de transpiracdo (E) foi semelhante aos resultados obtidos
para a taxa fotossintética (A) em plantas de piquia. Essa alteracdo pode ser atribuida a influéncia
direta do glifosato nas células-guardas, o que resultaria no fechamento dos estdmatos (Yamada
e Castro., 2007). A camada de cuticula nas células-guarda possui menor, espessura, permitindo
a entrada do herbicida através da epiderme das folhas. Portanto, os estbmatos sao 0s primeiros
a serem afetados pelo glifosato, exibindo sensibilidade aos seus efeitos (Silva et al., 2022).

As medidas de fluorescéncia da clorofila a, indicaram que a etapa fotoquimica do piquia
ndo foi afetada pelo glifosato. Santos et al. (2020), estudando o impacto de diferentes
concentracdes de glifosato em Cenostigma macrophyllum, constataram que os parametros de
fluorescéncia da clorofila a ndo sdo afetados pelo glifosato nessa espécie. Sugerindo que sua
acdo pode ndo ser direta no transporte de elétrons do FSII, mas sim no Ciclo de Calvin,
influenciando assim a taxa fotossintética.

A analise dos pigmentos fotossintéticos é uma andlise eficiente para compreender o
efeito do glifosato nas plantas. No entanto, é possivel que ndo sejam detectados danos a esses
compostos, mesmo em plantas que foram expostas ao produto. Em um estudo realizado por
Santos et al., (2020) com a espécie Cenostigma macrophyllum exposta a doses de glifosato (25,
50, 100, 200, 400, 800 g a.e. ha*), ndo foram observadas diferencas significativas nos teores de
pigmentos fotossintéticos. Mas, foi constatado que as doses de glifosato afetaram outros

parametros, incluindo o sistema fotossintéticos, o que resultou em fitotoxidade, manifestando-
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se principalmente como clorose nas folhas.

Devido a natureza arbdrea das plantas estudadas, elas possuem a capacidade de
desenvolver mecanismos de defesa e se recuperar dos efeitos causados pelos herbicidas, desde
que estejam plenamente estabelecidas. E importante destacar que o estagio de desenvolvimento
das plantas pode influenciar sua resposta aos efeitos desses produtos, tornando-as mais ou
menos suscetiveis (Karthikeyan et al., 2015).

No entanto, é necessario considerar o impacto potencial da aplicacdo repetida de
herbicidas ao longo do ano, em um curto periodo de tempo, sobre esses organismos. Tal pratica
pode ter efeitos negativos, levando a necessidade de conduzir experimentos de longa duracéo,
com aplicacdes repetidas, a fim de determinar se as caracteristicas anatdmicas observadas
contribuirdo para a menor absorcdo dos herbicidas e se havera recuperacdo das plantas em
longo prazo. Essas investigacGes mais abrangentes ajudardo a fornecer insights valiosos sobre
a resiliéncia e capacidade de resposta das espécies estudadas diante do uso continuo desses

produtos quimicos.

Conclusodes

A aplicacdo de subdoses de glifosato ndo resultou em alteracdes visuais ou anatbmicas
significativas, nem afetou a fluorescéncia da clorofila a e os teores de clorofila das plantas de
C. villosum. No entanto, observaram-se alteracbes em alguns pardmetros de trocas gasosas,
como taxa de assimilagdo de CO> (A) e taxa de transpiragdo (E), bem como na autofluorescéncia
da clorofila.

Esses resultados indicam que C. villosum apresenta caracteristicas de tolerancia ao
glifosato, embora 0s mecanismos subjacentes a essa tolerancia ainda necessitem de uma
investigacdo mais aprofundada. Neste estudo, foi observado que a presenca de barreiras
foliares, como tricomas em ambas as faces das folhas de piquid, pode ter contribuido para uma
menor absorc¢do do herbicida. Essa caracteristica pode explicar a maior tolerancia de C. villosum
aos efeitos toxicos do glifosato.

No entanto, é importante ressaltar que essas conclusdes sdo baseadas em observacGes
preliminares e mais estudos sdo necessarios para compreender completamente 0s mecanismos
de tolerancia e os efeitos do glifosato em C. villosum. A investigagédo adicional permitira uma
melhor elucidagdo desses mecanismos e fornecera informagdes mais detalhadas sobre a

resposta desta espécie ao herbicida.
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CONCLUSOES GERAIS

A aplicacdo de subdoses de glifosato nas plantas de S. saponaria desencadeou uma série
de mudangas visuais, anatbmicas e fisioldgicas. Observou-se que a viabilidade celular,
evidenciada pelas alteragcbes anatdmicas, assim como 0s parametros de trocas gasosas e a
fluorescéncia da clorofila a, foram prejudicados pelo glifosato, mesmo em doses reduzidas.
Além disso, a presenca de compostos fendlicos e o acimulo de amido, verificados nos testes
histoquimicos, sugerem a resposta da planta ao estresse oxidativo. Sendo assim, S. saponaria
demonstra um bom potencial como bioindicadora de glifosato em estudos de monitoramento
ambiental. Apesar disso, a planta apresentou uma tendéncia de estabiliza¢do dos parametros de
trocas gasosas 15 dias ap0s a aplicacdo do herbicida. No entanto, sdo necessarias pesquisas
adicionais com aplicagdes repetidas para compreender 0os mecanismos de resposta dessas
plantas, uma vez que o glifosato € aplicado varias vezes ao ano, em intervalos curtos.

No caso de C. villosum, a aplicacdo de doses reduzidas de glifosato ndo resultou em
alteracdes visuais ou anatdémicas significativas, nem na fluorescéncia da clorofila a ou nos
teores de clorofila. No entanto, foram observadas mudangas em certos parametros de trocas
gasosas (A e E) e autofluorescéncia da clorofila. C. villosum apresentou caracteristicas de
tolerancia ao glifosato, embora 0s mecanismos subjacentes a essa tolerancia necessitem de
maior esclarecimento. Neste estudo, verificou-se uma possivel reducdo na absorcdo do
herbicida devido as barreiras foliares presentes nas plantas de piquid, como a presenga de
tricomas em ambas as faces, o que pode contribuir para uma melhor tolerancia aos efeitos

toxicos do glifosato em C. villosum.
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