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RESUMO

PROTO, S.S. Karen, M.Sc., Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, julho
de 2012. Efeitos do glifosato nas caracteristicas morfo-fisiologicas de duas espécies
nativas do Cerrado. Orientador: Dr. Alan Carlos Costa. Coorientadores: Dra. Clarice
Aparecida Megguer e Dr. Adriano Jakelaitis.

As avaliacdes fisioldgicas sdo importantes ferramentas no processo de selecdo de
plantas com capacidade de bioindicar polui¢do das dreas de remanescentes do Cerrado,
ocasionada por herbicidas. Objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito morfo-
fisiolégico do glifosato sobre plantas de baru (Dipterix alata Vog.) e guapeva (Pouteria
torta (Mart.) Radlk), sobretudo nas caracteristicas de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso com cinco
repeticoes e oito doses do equivalente dcido do sal de isopropilamina, nas concentragdes
de 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1200 g e.a ha'. Aos 1,5,7e 10 D.A.A, para plantas
de guapeva e, aos 1, 6, 12 e 26 D.A.A, para plantas de baru, foram avaliadas as trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a, contetido de pigmentos cloroplastidicos, taxa de
extravasamento de eletrdlitos, agucares e sintomas visuais de danos nas plantas.
Mediante os resultados obtidos, observou-se que plantas de guapeva sdo mais sensiveis
as doses de glifosato, quando comparadas as plantas de baru. A avaliagdo da
condutancia estomdtica demonstrou ser um bioindicador sensivel da toxicidade
provocada pelo herbicida em ambas as espécies, sendo essa caracteristica a principal
associada a desestabilizacdo das caracteristicas de trocas gasosas nesse estudo. A
toxicidade causada pelo herbicida também promoveu aumento na taxa de liberacdo de
eletrélitos e a diminui¢ao na razdo Fv/Fm, AF/Fm’, ETR, com comportamento de NPQ
distinto para cada espécie estudada.

Palavras-chave: Dipterix alata Vog, Pouteria torta (Mart.) Radlk, trocas gasosas,

fluorescéncia, bioindicacao.



ABSTRACT

PROTO, S.S. Karen, M.Sc., Goiano Federal Institute — Campus Rio Verde — GO, July
2012. Effects of glyphosate on morpho-physiological characteristics of two natural
cerrado species . Advisor: DSc Alan Carlos Costa. Co-advisors: DSc Clarice Aparecida

Megguer and DSc Adriano Jakelaitis.

The physiological assessments are important tools in the process of selecting plants with
capacity to bioindicate pollution in remaining areas of the Cerrado, caused by
herbicides. The objective of this study was to evaluate the morphological and
physiological effect of glyphosate on baru (Dipterix alata Vog.) and guapeva (Pouteria
pie (Mart.) Radlk) plants, especially in the characteristics of gas exchange and
chlorophyll fluorescence. The experimental design was in randomized blocks with five
replicates and eight doses of acid equivalent of the isopropylamine salt in the following
concentrations 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 and 1200 g e.a ha-1. At 1, 5, 7 and 10
DAA for guapeva plants and at 1, 6, 12 and 26 DAA for plants were evaluated the gas
exchange, a chlorophyll fluorescence, content of chloroplastid pigment, electrolytes
leakage rate , sugars and visual symptoms of plant damage. From the results obtained it
was observed that guapeva plants are more sensitive to glyphosate concentrations when
compared to baru plants . The evaluation of stomatal conductance proved to be a
sensitive biomarker of toxicity caused by the herbicide in both species, being this the
main feature associated with the destabilization of gas exchange traits in this study. The
toxicity caused by the herbicide also increased the electrolytes release rate of and a

decrease in Fv/Fm, AF/Fm’, ETR with NPQ behavior distinct for each species studied.

Keywords: Dipterix alata Vog, Pouteria torta (Mart.) Radlk, gas exchange,

fluorescence, bioindicate



1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢ considerado o segundo maior bioma do Brasil e da América do Sul,
com mais de dois milhdes de km? (SILVA, 2010), contudo, o processo de ocupagao
desse bioma tem causado grandes alteracdes na vegetagcdo. Calcula-se que até o ano de
2010, 48,54% da area original do Cerrado foi desmatada (MMA/IBAMA, 2011). O
desmatamento dessas dreas teve como finalidade abrir novas dreas para produgdo
agropecudria, que normalmente vem acompanhado do uso de defensivos agricolas,
como herbicidas.

O herbicida glifosato, pertencente a classe dos derivados do aminoacido glicina
(CATANEO et al., 2003), ¢ um dos mais utilizados no Mundo, sendo comercializado
em mais de 130 paises e aprovado para o controle de 300 espécies de plantas daninhas
(VELINI et al., 2009). Esse herbicida, caracteriza-se por ser sistémico, pds-emergente e
de amplo espectro devido a sua ndo seletividade (ORTIZ et al., 2010; ZHAO et al.,
2011).

O glifosato interfere na via metabdlica do 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato
sintase (EPSPs) (VELINI et. al., 2008; OLESEN & CEDERGREEN, 2010; ZOBIOLE
et. al., 2011), impedindo assim, a biossintese dos aminodcidos aromaticos triptofano,
fenilalanina e tirosina. Estes aminodcidos sdo responsdveis pela sintese de metabdlitos
secundarios (compostos fendlicos e nitrogenados) que s@o essenciais aos processos de
defesa, reproduciao, protecdo contra radiacio ultravioleta e suporte mecanico. Além de
interferir no crescimento e desenvolvimento mediado pelo dcido indolacético (AIA),
que por sua vez € sintetizado principalmente a partir do triptofano (TAIZ & ZEIGER,
2009).

O glifosato aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio (MOLDES,
2011), estimula a producdo de etileno, desestabiliza as membranas, inibe a sintese de

aminodacidos essenciais e clorofila, além de estimular o fechamento estomatico



(YAMADA & CASTRO, 2007). Dessa forma, a limitagdo estomdtica pode levar ao
declinio da fotossintese (YAN et al., 2010), por diminuir a interceptacdo de CO,
necessario aos processos de trocas gasosas (RODRIGUES, 2011). Portanto, mesmo a
fotossintese nao sendo o alvo primdrio do glifosato, indiretamente ele pode ocasionar
diversos danos ao processo (YANNICCARI et al.,, 2012), afetando assim vdrias
caracteristicas fisiolégicas nas plantas expostas ao herbicida.

Ao aplicar um herbicida, uma porcao deste atinge a cultura presente na drea ou
vegetacdes proximas, interagindo com as plantas e causando efeitos secundarios.
(RIZZARDI et al., 2003). Plantas ndo alvo, como as remanescentes de cerrado podem
ser expostas a baixas doses de glifosato provenientes da deriva durante a pulverizagcdo
de herbicidas em dareas cultivadas (VELINI, et al., 2008). As subdoses desses produtos
comprometem o metabolismo do vegetal e desencadeia processos de estresses. A
maioria das espécies vegetais reage a mudancas do meio ambiente e pode adotar novos
padrdes para lidar com os agentes estressores (PAOLETTI & BRESSAN, 1996;
PAOLETTI, 1999), as quais podem ser acompanhados por processos de
biomonitoragao.

A biomonitoragdo € realizada utilizando organismos ou, grupos de organismos,
que mostram respostas nos diferentes niveis de organizacdo, da célula ao ecossistema
(TEMMERMAN et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2007). Ja os biomarcadores sao
definidos como alteragdes bioldgicas adaptativas a estressores e de natureza bioquimica,
fisiolégica e histoldgica de exposicao a xenobidticos (JESUS & CARVALHO, 2008).

Os bioindicadores podem ser passivos quando ocorrem em ambiente natural (in
situ) e utilizados em avaliacdes comparativas sob fatores de estresse. Enquanto na
indicacdo ativa, os bioindicadores sdo introduzidos na édrea de estudo de maneira
padronizada por determinados periodos de tempo (FRANZLE, 2006).

Bioindicadores podem ser muito uteis pela alta sensibilidade para com amplo
espectro de substincias e também a tolerancia aos niveis elevados de substincia
acumulada em seus tecidos, ao longo de um periodo de tempo prolongado
(FIGUEIREDO et al., 2007). A selecdo de plantas nativas com capacidade de
bioindicag¢do ativa pode ser importante ferramenta em programas de diagndstico de
impactos e preservacdo ambiental. Porém, a escassez de estudos com espécies que
apresentam potencial bioindicador dos efeitos da poluicdo ambiental, sobre plantas

nativas do Cerrado, dificulta a implantacdo do processo de biomonitoracdo. Dessa



forma, maior conhecimento sobre as caracteristicas fisiologicas destas plantas torna-se
necessario, visto que o bioma Cerrado estd continuamente sendo antropizado.

Nesse contexto, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito morfo-fisiologico
do glifosato sobre plantas de baru (Dipterix alata Vog.) e guapeva (Pouteria torta
(Mart.) Radlk), sobretudo nas caracteristicas de trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Condicdes experimentais e obten¢do do material vegetal

Foram conduzidos dois experimentos, com duas espécies de grande ocorréncia
no Cerrado, sendo um para plantas de baru (Dipterix alata Vog.) e outro para plantas de
guapeva (Pouteria torta (Mart.) Radlk), no periodo de setembro de 2011 a abril de
2012, em casa de vegetacdo climatizada do Laboratério de Ecofisiologia e
Produtividade Vegetal, pertencente ao Instituto Federal Goiano-Campus Rio Verde,
coordenadas x = 509987.05 / y = 7031703.64. Os frutos de guapeva foram coletados no
IFGoiano — Campus Rio Verde a partir de varios individuos. J4 os frutos de baru foram
obtidos de uma darea de Cerrado localizado no municipio de Rio Verde — Goids. Em
seguida, os frutos de baru foram quebrados com o auxilio de uma morsa e as sementes
armazenadas, em temperatura ambiente até o plantio. Ja os frutos de guapeva foram
imediatamente despolpados em peneira e as sementes lavadas e secas em local ventilado
e sombreado, e posteriormente semeadas.

Para obtencdo das mudas, sementes de ambas as espécies foram colocadas para
germinar em bandejas contendo areia. Em seguida, as plantas obtidas foram
transplantadas, aos 90 dias para baru e aos 36 dias para guapeva, para vasos de
polietileno contendo 3 kg de substrato constituido de uma parte de areia e duas partes de
solo do tipo latossolo vermelho distroférrico. A adubacido do substrato foi realizada
previamente, de acordo com a andlise quimica do solo de forma a aumentar a satura¢io
por bases para 60%.

Foi aplicada solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) aos 85, 104 e 127
dias ap6s a germinacdo (DAG) em plantas de baru e aos 30 e 56 DAG em plantas de
guapeva. Esse procedimento foi realizado para prevenir possiveis deficiéncias
nutricionais que pudessem interferir nas respostas dos tratamentos. Todas as plantas
foram aclimatadas em casa de vegetagdo, por um periodo de 15 dias antes da aplicacio

dos tratamentos.
2.2. Tratamentos

O herbicida glifosato (Roundup Transorb®, sal de isopropilamina com 480 g L™
do equivalente acido) foi pulverizado em plantas de baru e guapeva nas doses de 0

(controle), 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1200 g e.a ha'l, aos 150 e 95 DAG,



respectivamente, de acordo com as doses utilizadas em plantio convencional de dreas
agricolas. As aplicacdes das doses do herbicida foram realizadas utilizando um
pulverizador costal com pressdo constante mantida por CO, comprimido, munido de
barra com quatro pontas de pulverizacdo. A pressdo de servico utilizada foi de 5 kgf cm’

2, proporcionando um volume de calda de 180 L ha™.

2.3. Avaliagdes

As plantas foram avaliadas quanto as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila
a, pigmentos cloroplastidicos, permeabilidade de membrana, agicares totais e
fitotoxicidade. As avaliagdes fisioldgicas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
foram realizadas aos 1, 7, 12 e 26 D.A.A para as plantas de baru e aos 1, 5, 7 e 10
D.A.A para as plantas guapeva. Os efeitos fitotdxicos foram verificados pelo registro de
imagens fotogréficas aos 7, 22 e 26 dias em plantas de baru e aos 5 e 10 dias em plantas
de guapeva apds a imposi¢ao dos tratamentos. Aos 26 D.A.A para plantas de baru e aos
10 D.A.A para plantas de guapeva, foram avaliados o conteido de pigmentos
cloroplastidicos, extravasamento de eletrdlitos e a concentragdo de acucares soluveis
totais. Os procedimentos para cada uma das caracteristicas avaliadas estdo descritos a

seguir.

2.3.1. Detalhamento das avaliacoes

a) Avaliacao das trocas gasosas

As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para o registro das taxas
fotossintética (A, pmol m?s™h, transpiratoria (£, mmol m?s™), condutincia estomética
(g5, mol H,O m> s'l) e relacdo entre a concentracao interna e externa de CO, (C/C,). As
avaliacdes foram realizadas utilizando um medidor portétil de fotossintese modelo LCI
(ADC, BioScientific Ltda. Great Amwell, England), acoplado a fonte de luz artificial
LCi Light System, incidindo a densidade de fluxo de fétons igual a 1000 pmol m™ 5™,
sempre em folha completamente expandida, localizada no por¢do mediana da planta.
Em cada folha foi utilizada sempre a mesma 4rea para obtencdo dos dados de trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a.



b) Avaliaciao da fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando um fluor6metro portétil
modulado, modelo MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), equipado com pinga
especial para suporte da folha, modelo 2030-B (BILGER et al., 1995; RASCHER et al.,
2000). Foi determinada a fluorescéncia inicial (Fj), fluorescéncia maxima (Fm),
rendimento quantico potencial (Fv/Fm = Fluorescéncia varidvel/Fluorescéncia maxima),
rendimento quantico efetivo (AF/Fm’), dissipacdo nao fotoquimica (NPQ) e taxa de
transporte de elétrons (ETR). O rendimento quantico potencial do fotossistema II (VAN
KOOTEN & SNEL, 1990) foi calculado ap6s 30 minutos de adaptacdo ao escuro
utilizando a equacdo Fv/Fm = (Fm-F;) / Fm; em que F, € o rendimento da fluorescéncia
minima, excitado pela luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 mmol m?>s
", e Fm é a fluorescéncia méxima obtida pela aplicacio undo pulso de 0,8s de luz
actinica saturante (>6000 pmol m?s™). O rendimento quantico efetivo do fotossistema
II (GENTY et al., 1989) foi determinado por meio da sobreposi¢do do pulso de
saturacdo em folhas previamente adaptadas a luz ambiente, sendo calculado como
AF/Fm’=(Fm’-F)/Fm’; em que F € o rendimento da fluorescéncia méxima durante o
pulso de saturacdo. O AF/Fm’ foi utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) de acordo com Bilger et al., (1995), mediante o uso da equag¢do ETR =
AF/Fm’ x DFF x 0,5 x 0,84, em que DEF é a densidade de fluxo de f6tons (umol m™ s™)
incidente sobre a folha; 0,5 € o valor correspondente a fracdo da energia de excitacdo
distribuida para o FSII (LAISK & LORETO, 1996) e 0,84 é o valor correspondente a
fracdo de luz incidente que € absorvida pelas folhas (EHLEINGER,1981). O coeficiente
de extingdo ndo fotoquimica de Stern-Volmer foi calculado como NPQ = (Fm-

Fm’)/Fm’ (BILGER & BJORKMAN, 1990).

¢) Avaliacao do conteiido de pigmentos cloroplastidicos e da permeabilidade de
membranas

O contetudo de pigmentos cloroplastidicos foi determinado por meio da extracao
com dimetilsulfé6xido (DMSO) saturado com carbonato de cdlcio (CaCOj;) mediante
ajustes da metodologia descrita por Kuki et al., (2005). Trés discos foliares com 5 mm
de didmetro foram incubados em DMSO, em tubos vedados e envolvidos com papel
aluminio pelo periodo de 24 horas sob temperatura de 65°C. Posteriormente, a

absorbancia do extrato foi determinada utilizando o espectrofotometro modelo UV —



VIS, modelo Evolutin 60 S (Thermo Fischer Scientific, Madison — USA). Os
comprimentos de ondas e as equagdes para o cdlculo das concentragdes de clorofila a, b
e carotenoides foram baseados no trabalho de Wellburn (1997) e a degradacdo da
clorofila foi avaliada pelo indice de feofitinizacdo (IF= A43s5/A4;5), segundo Ronen e
Galun (1984).

A permeabilidade de membranas foi avaliada pela taxa de liberacdo de
eletrolitos determinada em 15 discos foliares de 0,2 cm? por repeti¢do, imersos em 30
mL de dgua deionizada em frascos de vidro, deixados em repouso por 24 horas. Apds
esse periodo, mediu-se a condutividade elétrica livre e a condutividade total, segundo a

metodologia descrita por Vasquez-Tello et al., (1990) e Pimentel et al., (2002).

d) Avaliacao da concentracao de aciicares totais

Para a quantificacdo de agucares soluveis totais (AST) foi empregada a técnica
utilizando fenol sulfdrico (DUBOIS et al.,, 1956). Amostras vegetais das plantas
pesando 1,0 g foram coletadas e transferidas para vidros. Em seguida, as amostras foram
totalmente cobertas com etanol 80%, previamente aquecido até a temperatura de 65-
70°C. Apés 30 minutos em temperatura ambiente, os frascos foram transferidos para
geladeira, permanecendo até o momento das andlises. A extracdo dos acucares foi
realizada por meio da maceracao das amostras em etanol 80%, seguido de trés filtragens
sucessivas. O filtrado obtido foi completado com etanol 80%. As leituras foram
realizadas por meio da absorbancia a 490 nm em espectrofotometro UV — VIS modelo
Evolution 60S (Thermo Fischer Scientific, Madison — USA). O contetido de acucares
soluveis foi expresso em % AST utilizando a seguinte equagdao % AST= (L x n x v) /
(MF x MS)) x 100, em que:

% - AST = porcentagem de agucares soliveis com na base MS da amostra;

L = concentracdo da amostra obtida pela leitura do espectrofotometro (g mL™);
n = ndmero de dilui¢des, caso existir (no caso, 1000 vezes);

v = volume final do extrato bruto (2 ou 10 mL);

MF = massa fresca obtida inicialmente pela amostra composta (0,2 ou 1g);

MS = massa seca obtida anteriormente (ndo determinada).



2.3.2. Desenho experimental e andlises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso 8 x 4,
sendo oito doses do tratamentos para o herbicida glifosato e quatro tempos de
avaliacdo, com cinco repeticdes em cada tratamento, totalizando 160 unidades
experimentais, para as caracteristicas das trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila. As
demais caracteristicas foram avaliadas ao final do periodo experimental, avaliando
apenas o efeito das doses do herbicida, totalizando 40 unidades experimentais.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e quando
pertinente, ajustados os modelos de regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas
por meio do software Sistema de Andlises Estatisticas Gerais (SAEG 9.0 -

Universidade Federal de Vicosa, UFV, Vicosa).

3. RESULTADOS

3.1. Trocas Gasosas

Mediante a Anélise de Variancia, constatou-se que o efeito do herbicida na A,
E e g, de plantas de guapeva foi dependente do tempo em dias apds a aplicacdo do
herbicida (Tabela 1). J4 na razdo C/C,, foi observado efeito independente das doses do
herbicida e do tempo ap6s a aplicacao (Tabela 1).

Em plantas de baru, observou-se comportamento diferente em relagdo as
plantas de guapeva. Nestas plantas o efeito isolado das doses de glifosato foi observado
apenas na E (Tabela 2). Nas g,, também foi observado efeito das doses do herbicida,
mas em interacdo com o tempo decorrido apds a aplicacdo. Ja a A e a razdo C/C, destas
plantas variou apenas em fun¢do do tempo de aplicacdo e ndo em fun¢do das doses do

herbicida (Tabela 2).

Tabela 01. Andlise de varidncia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose), do tempo apds a aplicagdo (Dias) e da interagcdo entre estes dois fatores (Dose x
tempo) nas caracteristicas da taxa fotossintética (A), taxa transpiratéria (E), condutancia
estomadtica (gy), relacdo entre concentracdo interna e externa de CO, (C;/C,) de plantas
de guapeva

E gs
Fonte de A 2 o .
variagio (umol 2 s'l) gmmol m?Zs gmol m>s Gi/C,
) )
DOSC Kk Kk kk skek
Dias skek skek skek kek

Dose x Dias Hok Hok Hok ns
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Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo

Tabela 02. Andlise de varidncia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose), do tempo ap6s a aplicagdo (Dias) e da interagdo entre estes dois fatores (Dose x
tempo) nas caracteristicas da s taxa fotossintética (A), taxa transpiratoria (E),
condutancia estomatica (gy), relacdo entre concentracdo interna e externa de CO, (Cy/C,)
de plantas de baru

E gs
Fonte de A 2 - S
variagio (umol 2 s'l) gmmol m?2s gmol m>s Gi/C,
) )
Dose Ns *k *k ns
Dias Kk Kk kk skek
Dose x Dias Ns Ns * ns

Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo
Observou-se a diminuicdo da taxa fotossintética (A) em plantas de guapeva em
funcdo do aumento das doses de glifosato, sendo este efeito intensificado em doses
superiores a 400 g e.a. ha' em funcdo do tempo (Fig. 1A-D). Essas alteracdes se
mantiveram em torno de 73%, apesar de decorridos 10 DAA (Fig. 1D). Verificaram
respostas semelhantes nas plantas de baru, porém com diminui¢do média de 17% na A
para a maior dose aplicada, em relacao ao controle, durante todo periodo de avaliagao

(Fig. 2 A-D).
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Figura 1 - Taxa fotossintética (A) em plantas de guapeva submetidas a diferentes doses

do herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado pelo modelo raiz
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quadrada (A) e modelo quadréitico (B, C e D). Os dados sdo médias de n =

5. Significancia: **p<0,01.
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Figura 2 - Taxa fotossintética (A) em plantas de baru submetidas a diferentes doses do
herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado pelo modelo
quadratico (A, B, C e D). Os dados sdo médias de n = 5. Significancia:

%p<0,01.

Semelhante a A, a E das plantas de guapeva diminuiu com o incremento das

doses do herbicida em todos os dias avaliados (Fig. 3A-D). Essa diminuicdo foi mais

proeminente no 10° DAA para a maior dose aplicada (Fig. 3D). J4 nas plantas de baru

(Fig. 4) a E ndo foi afetada nas diferentes concentra¢des do herbicida.
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Figura 3 - Taxa transpiratéria (E) em plantas de guapeva submetidas a diferentes doses
do herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado pelo modelo raiz
quadrada (A) e, modelo linear (B, C e D). Os dados sdo médias de n = 5.
Significancia: **p<0,01.
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Figura 4 - Taxa transpiratdria (E) em plantas de baru submetidas a diferentes doses do

herbicida glifosato, nos diferentes dias avaliados. Os dados sdo médias de n
=20.

Seguindo a mesma tendéncia dos resultados de E e A, em plantas de guapeva, a
gs também diminuiu com o incremento das doses de glifosato (Fig. 5SA-D). Essa
alteracdo foi mais proeminente a partir do 5° DAA, em que se observou diminui¢do
média de 60% nas maiores concentragcdes aplicadas em relagdo ao controle (Fig.5B-D).
De maneira semelhante, uma diminuicdo da g,, de até 36%, foi verificada durante o
todo periodo experimental nas maiores doses em relacdo ao controle, para plantas de
baru (Fig.6).

Para a relagcdo entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/C,) nao houve

diferencas significativas para ambas as espécies (Fig. 7 e 8).
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Figura 5 - Condutancia estomatica (g;) em plantas de guapeva submetidas a diferentes
doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado pelo modelo
linear (A e D), modelo raiz quadrada (B) e modelo quadratico (C). Os dados
sdo médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.
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doses do herbicida glifosato nos dias avaliados. O efeito do herbicida é
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explicado pelo modelo quadrético. Os dados sdo médias de n = 20.
Significancia: **p<0,01.
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Figura 7 - Relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO, (C/C,) em plantas de
guapeva submetidas a diferentes doses do herbicida glifosato, nos dias
avaliados. Os dados sao médias de n = 20.
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Figura 8 - Relacdo entre a concentracao interna e externa de CO, (Ci/Ca) em plantas de
baru submetidas a diferentes doses do herbicida glifosato, nos dias
avaliados. Os dados sdo médios de n = 20.
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3.2. Fluorescéncia da Clorofila a

Mediante a Andlise de Variancia, constatou-se efeito do herbicida significativo
na Fv/Fm, AF/Fm’, ETR e NPQ de plantas de guapeva. Foi observado efeito das doses
do herbicida glifosato, do tempo em dias apds aplicagdo, e da interagdo entre as
varidveis em todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 3).

Em plantas de baru, observou-se comportamento diferente em relacdo as
plantas de guapeva. Nestas plantas foi observado o efeito das doses de glifosato e de
tempo em dias apds aplicacdo apenas na AF/Fm’ (Tabela 4). Na ETR, também foi
observado efeito das doses do herbicida, mas em interagdo com o tempo decorrido apds
a aplicacdo. Ja a Fv/Fm e NPQ destas plantas variou apenas em fun¢do do tempo de

aplicacdo e ndo em fung¢do das doses do herbicida (Tabela 4).

Tabela 03. Andlise de varidncia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose), do tempo apds a aplicagdo (Dias) e da interagcdo entre estes dois fatores (Dose x
tempo) para o rendimento quantico maximo do FS II (Fv/Fm), Rendimento quantico
efetivo (AF/Fm’), Taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), Coeficiente de extin¢do
nao fotoquimica (NPQ) de plantas de guapeva.

Fonte de ETR

.-~ Fv/Fm AF/Fm’ (umol m”s NPQ
variacao 1)
DOSC ki kek ki kek
Dias kk sk kk sk
Dose x Dias *k ks *k *k

Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo

Tabela 04. Andlise de variancia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose), do tempo ap6s a aplicagdo (Dias) e da interagdo entre estes dois fatores (Dose x
tempo) para o rendimento quantico maximo do FS II (Fv/Fm), Rendimento quantico
efetivo (AF/Fm’”), Taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), Coeficiente de extin¢do
nao fotoquimica (NPQ) de plantas de baru.

ETR
Tratamentos Fv/Fm AF/Fm’ (umol m?2s NPQ
1
)
Dose ns *k Hk ns
Dias skek Kk skek skek
Dose x Dias ns Ns * ns

Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo
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O efeito das doses de glifosato nas caracteristicas de fluorescéncia da clorofila

a foram semelhantes para as plantas de guapeva e baru, contudo estes efeitos foram

mais pronunciados em plantas de guapeva.

O glifosato promoveu a diminuicao na razao Fv/Fm em func¢io do aumento das

doses, em plantas de guapeva. Esse efeito foi intensificado em concentragdes superiores

a400 ge. a. ha!, em func¢do do tempo (Fig. 9B-D). No 10° DAA a reducdo de 31% foi

observada em relac@o ao controle (Fig. 9D). Em plantas de baru, verificou-se a redugdo

de 35% no 6° DAA para plantas submetidas a dose maior em relagdo ao controle. No

entanto, em avaliacdes posteriores observaram valores de Fv/Fm semelhantes para

plantas tratadas com o herbicida e as plantas controle.
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Figura 9 - Rendimento quantico méximo do FS II (Fv/Fm) em plantas de guapeva
submetidas a diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida
€ explicado pelo modelo quadratico (B) e modelo linear (C e D). Os dados
sao médias de n = 5. Significancia: *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 10 - Rendimento quantico maximo do FS II (Fv/Fm) em plantas de baru
submetidas a diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida é explicado
pelo modelo quadritico em B e D. Os dados sio médias de n = 5. Significancia:
*#p<0,01.

Verificou-se que o rendimento quantico efetivo do FS II (AF/Fm') (Fig. 11) e a
taxa de transporte de elétrons (ETR) (Fig.12), em plantas de guapeva, reduziram de
acordo com o aumento das doses de glifosato. A redu¢do foi mais pronunciada nos
valores de AF/Fm', em plantas tratadas com concentrac¢des iguais e superiores a 200 g e.
a. ha! do produto, a partir do 7° DAA. Essa varia¢io se manteve em torno de 41%, na
maior dose aplicada, em relacao ao controle a partir do 7° D.A.A (Fig. 11C-D).

A ETR reduziu durante os dias de avaliacoes e em funcdo da dose dos
herbicidas, em relacdo ao controle (Figura 12). Do mesmo modo, a dissipacdo ndo
fotoquimica (NPQ) dessas plantas diminuiu de acordo com as doses de glifosato no 1° e

7° DAA (Fig. 13A-D), ndo sendo significativas nos outros dias avaliados (Fig. 13 B-D).
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Figura 11 - Rendimento quantico efetivo do FS II (Fv/Fm) em plantas de guapeva

submetidas a diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida
€ explicado pelo modelo raiz quadrada em B e C e modelo quadritico em
D. Os dados sao médias de n = 5. Significancia: *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 12 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de guapeva submetidas as
diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado
pelo modelo quadritico em A, modelo linear em B e D e modelo raiz
quadrada em C. Os dados sao médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.
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Figura 13 - Coeficiente de extingdo nio fotoquimica (NPQ) em plantas de guapeva
submetidas as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do
herbicida € explicado pelo modelo quadritico em A e C. Os dados sdo
médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.

Conforme os resultados observados na Figura 14B, plantas de baru
apresentaram a diminuicdo de até 41% no AF/Fm', em concentracdes > 100 g e. a. ha™
no 6° DAA, quando tratadas com a maior dose, em relagdo ao controle.

Para os valores de ETR houve o aumento em 20%, para a maior concentragao,
em relacdo ao controle, no 1° DAA (Fig. 15A). No entanto, esses valores diminuiram
drasticamente no 6° e 12° DAA, com redu¢do média de 59% para a maior dose aplicada
em relacdo ao controle, de acordo com o aumento das doses (Fig. 15B-C). J4 aos 26°
DAA nio se observou variagdes nos valores de ETR de plantas de baru em relagcdo ao
controle (Fig. 15-D).

O NPQ variou com o incremento das doses do herbicida, sendo essa variacao

maior nos 1° e 26° DAA (Fig. 16A-D), com o aumento em média de 108%, na maior
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dose aplicada, em relacdo ao controle. Entretanto, essa variacdo nao foi significativa nos

6° e 12° DAA (Fig. 16 B e C).
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Figura 14 - Rendimento quantico efetivo do FS II (AF/Fm’) em plantas de baru

submetidas as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida
€ explicado pelo modelo quadratico em B e C. Os dados sao médias de n =
5. Significancia: *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 15 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de baru submetidas as
diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado
pelo modelo raiz quadrada em A e modelo quadrético em B e C. Os dados

sao médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.
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Figura 16 - Coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) em plantas de baru
submetidas as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do
herbicida € explicado pelo modelo linear em A e modelo quadrético em
D. Os dados sdo médias de n = 5. Significancia: *p<0,05; **p<0,01.
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3.3. Conteitido de pigmentos cloroplastidicos e taxa de liberagdo de eletrdlitos

Mediante a Andlise de Variancia, observou comportamento semelhante em
relacdo as plantas de guapeva e baru. Constatou-se efeito do herbicida significativo em
Cla, Clb, Car, Clr e TLE. Foi observado efeito das doses do herbicida glifosato entre as
varidveis analisadas (Tabela 5 e 6). Porém para a relagdao Cla/Clb, Car/Cl e IF ndo se
observou variacao em funcdo das doses do herbicida em ambas as espécies (Tabela 5e

6).

Tabela 05. Andlise de variancia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose) para clorofila a (Cla), Clorofila b (Clb), Carotenoides (Car), Clorofila total (Cl¢)
razdo clorofila a/clorofila b (Cla/Clb), razao carotenoides/clorofila (car/cl), indice de
feofitinizacdo (IF) e taxa de extravazamento de eletrélitos (TLE%) para plantas de

guapeva
Tratamentos Cla Clb Car Clt Cla/Clb Car/Cl TIF TLE
DOSC skek skek skek skek ns ns ns skek

Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo

Tabela 06. Andlise de varidncia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose) para clorofila a (Cla), Clorofila b (Clb), Carotenoides (Car), Clorofila total (Cl¢)
razdo clorofila a/clorofila b (Cla/Clb), razao carotenoides/clorofila (car/cl), indice de
feofitinizacao (IF) e taxa de extravasamento de eletrdlitos (TLE%) para plantas de baru.

Tratamentos Cla Clb Car Clt Cla/Clb Car/Cl [IF TLE

Dose 3k K3k 3k &3k ns ns ns K3k

Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo

Em plantas de guapeva o conteudo de pigmentos cloroplastidicos variou
significativamente em fun¢do do incremento das doses do herbicida. Esses valores
foram aumentados em até 54% para o contetido de clorofila a (Cla) (Fig.17 A), 62%
para clorofila b (Clb) (Fig. 17 B), 30% para carotenoides (car) (Fig. 17 C) e 100% para
o conteido de clorofila total (Cls) (Fig. 18 A), para as maiores concentragcdes, em
relagc@o ao controle. No entanto, para as razdes Cla/Clb (Fig.18B), Car/Cl (Fig.18C) e o

indice de feofitinizacdo (IF) (Fig.19) ndo foram observadas diferencas significativas.
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Figura 17 - Clorofila a (Cla) (A), clorofila b (Clb) (B) e carotenoides (C) em plantas de
guapeva submetidas as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do
herbicida € explicado pelo modelo quadratico (A e C) e linear (B). Os
dados sdo médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.
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Figura 18 - Clorofila total (A), razao entre clorofila a e clorofila b (Cla/Clb) (B) e razdo
entre carotenoides e clorofila (Car/Cl) (C) em plantas de guapeva
submetidas as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do
herbicida é explicado pelo modelo quadratico (A). Os dados sdo médias de
n = 5. Significancia: **p<0,01.
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Figura 19 - Indice de feofitinizacio (IF) em plantas de guapeva submetidas as
diferentes doses do herbicida glifosato. Os dados sdo médias de n = 5.

Por outro lado, em plantas de baru, ndo foi possivel ajustar um modelo de
regressdo compativel com os dados em nenhuma das caracteristicas relacionadas ao

conteddo de pigmentos cloroplastidicos (Fig. 20, 21 e 22).
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Figura 20 - Clorofila a (Cla) (A), clorofila b (Clb) (B) e carotenoides (C) em plantas de
baru submetidas as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do
herbicida é explicado pelo modelo raiz quadrada (C). Os dados s@ao médias
de n = 5. Significancia: **p<0,01.
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Figura 21 - Clorofila total (A), razdo entre clorofila a e clorofila b (Cla/Clb) (B) e razdo

entre carotenoides e clorofila (Car/Cl) (C) em plantas de baru submetidas
as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida ¢é
explicado pelo modelo raiz quadrada (C). Os dados sdo médias de n = 5.
Significancia: **p<0,01.
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Figura 22 - Indice de feofitinizacdo (IF) em plantas de baru submetidas as diferentes
doses do herbicida glifosato. Os dados sao médias de n = 5.
O glifosato aumentou a taxa de extravasamentos de eletrdlitos (TLE), tanto em
plantas de guapeva, quanto em plantas de baru. Nas plantas de guapeva o aumento da
TLE foi mais pronunciado nas doses mais baixas do herbicida (Fig. 23). J4 em plantas

de baru o aumento na TLE foi linear com o aumento das doses do herbicida (Fig. 24).
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Figura 23 - Taxa de liberacdo de eletrélitos (TLE %) em plantas de guapeva submetidas
as diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida é

explicado pelo modelo raiz quadrada. Os dados sdo médias de n = 5.
Significancia: **p<0,01.
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Figura 24 - Taxa de liberacdo de eletrdlitos (TLE%) em plantas de baru submetidas as
diferentes doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida € explicado
pelo modelo linear. Os dados sdo médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.
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3.4. Aciicares

Mediante a Andlise de Variancia, observou comportamento semelhante em
relacdo as plantas de guapeva e baru. Constatou-se efeito do herbicida significativo para
AST%. Foi observado efeito das doses do herbicida glifosato para a varidvel analisada

(Tabela 7).

Tabela 07. Andlise de varidncia para determinacdo do efeito das doses de glifosato
(Dose) para agucares totais (AST%) em plantas de guapeva e baru

Espécies Tratamentos AST

Baru ok
Dose

Guapeva *ok

Significancia da ANOVA *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo

Em plantas de guapeva a porcentagem de agucares totais (AST%) aumentou
em 21%, em doses de glifosato de até 400 g e. a. ha™ com posterior reducdo em doses
superiores (Fig. 25). Enquanto em plantas de baru o AST% diminuiu linearmente com o

aumento das doses do herbicida (Fig.26).
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Figura 25 - Actcares totais (AST%) em plantas de guapeva submetidas as diferentes
doses do herbicida glifosato. O efeito do herbicida é explicado pelo
modelo quadritico. Os dados sdo médias de n = 5. Significancia:
*#p<0,01.
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Figura 26 - Acucares totais (AST%) em plantas de baru submetidas as diferentes doses
do herbicida glifosato. O efeito do herbicida é explicado pelo modelo
linear. Os dados sdo médias de n = 5. Significancia: **p<0,01.

3.5 Sintomas visuais dos danos

Tanto em plantas de baru, quanto em plantas de guapeva, sintomas de
amarelecimento, clorose e necrose foram observados, principalmente em concentragdes
mais elevadas de glifosato. Nas plantas de guapeva esses sintomas foram mais
proeminetes no 5° DAA, principalmente nas folhas jovens (Fig.27), com
amarelecimento em toda a superficie foliar, em concentracdes de 100 e 200 g e. a. ha™ e
pontuacdes necréticas em doses >400 g e. a. ha™'.

Observou-se ainda nas plantas de guapeva progressao dos sintomas apds o 10°
DAA, com necrose da ponteira das brota¢des nas concentracdes > 100 g e. a. ha'! e
clorose e necrose parcial no restante das folhas, principalmente nas jovens. Em doses >
800 g e. a. ha' observou-se a evolucdo das necroses para todo o limbo foliar ¢ a

consequente senescéncia da folha (Fig. 28-29).
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Figura 27 — Sintomas visuais de intoxicacdo nas folhas jovens de plantas de guapeva
aos 10 DAA do herbicida glifosato.
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Figura 28 — Sintomas visuais de intoxica¢do nas folhas maduras de guapeva aos 5 e 10
DAA, em diferentes concentracdes do herbicida glifosato.
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Figura 29 — Sintomas visuais de intoxica¢do nas plantas de guapeva aos 10 DAA do
herbicida glifosato.
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Notou-se a ocorréncia de manchas pardas nos foliolos jovens, em plantas de
baru, a partir do 7° DAA (Fig.30). Aos 22 DAA (Fig. 31) verificou-se a evolucao dos
sintomas com necrose e senescéncia dos foliolos afetados, em concentracdes > 800 g e.

a. ha™', porém néo foi observada evolugdo dos danos nas outras partes das plantas. Aos

26 DAA os sintomas observados anteriormente ndo evoluiram, mantendo-se estaveis

(Fig. 32).

Figura 30 — Sintomas visuais de intoxicacdo nos foliolos jovens de baru aos 7 e 26
DAA, em diferentes concentragdes do herbicida glifosato.



39

Figura 31 — Sintomas visuais de intoxicac¢do nos foliolos jovens de baru 22 DAA do

herbicida glifosato
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Figura 32 — Sintomas visuais de intoxicacdo de plantas de baru 26 DAA do herbicida,
em diferentes concentracoes.
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4 - DISCUSSAO

Nesse estudo plantas de baru e guapeva, quando submetidas as diferentes doses
do herbicida glifosato, demonstraram alteracdes nas caracteristicas de trocas gasosas.
Houve reducdo na taxa fotossintética, em plantas de baru e guapeva para as maiores
concentracoes do herbicida. Resposta semelhante foi observada em maiores
concentracdes do herbicida glifosato, em espécies como Glycine max L. (ZOBIOLE et
al., 2011) e Hordeum vulgare L. (OLESEN & CEDERGREEN, 2010).

A fotossintese nao € considerada alvo primdrio da acdo do herbicida glifosato
(MADSEN et al., 1995). Possivelmente, a diminui¢do na A ocorreu pelo aumento da
resisténcia da folha a entrada do CO,, mediante a diminui¢do da condutancia estomaética.
Efeito semelhante ja foi mencionado por Shaner & Lyon (1979).

A taxa fotossintética e a taxa transpiratéria se relacionam de maneira
proporcional com a condutincia estomdtica (SCHULZE & HALL, 1982).
Aparentemente, o herbicida afeta as células-guarda diretamente, que pode provocar o
fechamento estomatico (DUKE & BRECKE, 1980; YANNICCARI et al., 2012). As
células-guarda constituem um dos sistemas mais sensiveis a disrup¢do do metabolismo
celular causado pelo glifosato (YAMADA & CASTRO, 2007), contribuindo assim, para
a diminui¢d@o na assimilagdo de CO,.

Nesse estudo, os resultados da g,, para as plantas de baru e guapeva,
demonstraram resposta similar com a taxa fotossintética. Fuchs et al. (2002) relataram
que o decréscimo na condutincia estomadtica foi fator importante na reducdo da
fotossintese causada pelo glifosato, sendo esse comportamento também observado por
Machado et al. (2010) e Olesen & Cedergreen (2010).

De maneira geral, poluentes gasosos causam intoxicagdo nos organismos.
Hoshika et al. (2011) observaram fechamento estomatico em plantas pulverizadas com
o0zo6nio (O3).

Assim como os demais poluentes, o oz6nio pode induzir a sensibilidade
estomdtica ao 4cido abscisico, provovado pelo aumento na producdo de etileno
(WILKINSON & DAVIES, 2010; HOSHIKA et al., 2011).

Sugere-se ainda que o fechamento estomatico esteja associado ao decréscimo na
concentracdo de sacarose nas células-guarda (TAIZ & ZEIGER, 2009). Em ambas as

espécies desse estudo foi observado a reducdo na concentracdo de agucares totais.
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Possivelmente, o decréscimo na A gerou menor disponibilidade de CO, para o ciclo de
Calvin-Benson, reduzindo assim, o acimulo de carboidratos produzidos na fotossintese.

O efeito do glifosato sobre a E foi similar aos encontrados para A € a g;, em
plantas de guapeva. Assim como em A, pressupde-se que a reducdo da E seja pela agdo
direta do glifosato sobre as células-guardas, promovendo a perda do controle das células
estomaticas e o fechamento do ostiolo (YAMADA & CASTRO, 2007). Resultados
semelhantes foram observados por Machado et al. (2010) em plantas de eucalipto,
submetidas a doses crescentes de glifosato. No entanto, a E de plantas de baru nao foi
afetada em fung¢do do aumento das doses do herbicida, mesmo sendo constatada a
reducdo na g, nesta espécie.

Os resultados observados em ambas as espécies desse estudo sugerem que 0s
efeitos do glifosato nas trocas gasosas destas plantas foram proeminentemente
estomdticos, uma vez que a relacdo Ci/C, permaneceu inalterada. A relagao C/C, é
considerada um indicador apropriado para o estudo das limitagdes estomadticas e nao
estomaticas da fotossintese (FARQUHAR & SHARKEY, 1982).

A diminui¢do na abertura estomadtica limita a entrada de CO, na camara
substomatica, diminuindo a quantidade de substrato disponivel para o ciclo de Calvin-
Benson. A relagdo C/C, integra a concentragdo de CO, na camara substomdtica e no
ambiente (RODRIGUES, 2011), envolvendo também as causas estomaticas e
metabdlicas que estejam promovendo alteragdes na taxa fotossintética. A manutengao
dos valores da relagdo C/C, em plantas tratadas com o glifosato, em relacdo as plantas
controle, indica que o metabolismo do carbono destas plantas ndo foi afetado pelo
herbicida.

A etapa fotoquimica de ambas as espécies também ndo foi afetada pelo glifosato,
quando aplicado em doses inferiores a 400 g e. a. ha, conforme demonstrado por meio
das medidas de fluorescéncia da clorofila a. Segundo Krause & Winter (1996), a
fluorescéncia da clorofila @ é uma das maneiras de se avaliar plantas submetidas a
diversos fatores de estresse. Essa avaliagdo consiste no monitoramento da inibicao ou da
reducdo da transferéncia de elétrons entre os fotossistemas, mesmo quando as injurias
ndo sdo visiveis.

Entretanto, em doses maiores do que 400 g e. a. ha”, observaram alteracdes
significativas nas caracteristicas da fluorescéncia da clorofila a, em ambas as espécies.

A fluorescéncia varidvel (Fv) € a diferenca entre a fluorescéncia maxima (Fm) e

a fluorescéncia inicial (Fy), quando toda quinona a (Q,) encontra na forma oxidada. Fm
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¢ a medida que se dd quando toda a Q, se encontra na forma reduzida no fotossistema II
(SCHREIBER et al., 1998).

A relacdo Fv/Fm representa o “quenching” fotoquimico da fotossintese. Refere-
se o quanto de energia interceptada pela folha € utilizada na etapa fotoquimica da
fotossintese, que pode ser destinada a correspondente assimilacio de CO, (ORTIZ,
2004). Valores entre 0,75 e 0,85 em plantas ndo estressadas sdo considerados
adequados, enquanto decréscimos nestes valores sdo indicativos de fotoinibi¢dao
(MAXWELL & JOHNSON, 2000). Porém, Li et al. (2004), em estudo com 99 espécies
de plantas da Mongélia, verificaram valores médios normais de Fv/Fm em torno de
0,72, em plantas Cs.

Contudo, a diminui¢do da razdo Fv/Fm em ambas as espécies, nas maiores doses
aplicadas ¢ indicativo de danos no aparato fotossintético, principalmente ao
fotossistema II. Diversos autores observaram diminui¢io na razdo Fv/Fm em func¢do da
aplicacdo de xenobidticos (MORAES et al., 2004; ZOBIOLE et al., 2011; GRAVENA
etal., 2012).

Corroborando com essa constatagdo, tanto nas plantas de baru quanto de
guapeva, observou-se diminuicdo no rendimento quantico efetivo do fotossistemas II
(AF/Fm') e na taxa de transporte de elétrons (ETR), principalmente nas maiores
concentracdes. Esses dados estdo de acordo com Mateus-Najaro et al. (2009), que
verificaram danos ocasionados por herbicidas ao observarem diminuicdo na razdo
Fv/Fm, no AF/Fm'e diminuicao na ETR em Spartina densiflora.

A energia ndo utilizada em processos fotossintéticos pode ser dissipada na forma
de calor, processo conhecido como dissipacio nao fotoquimica (NPQ). De maneira
geral, os valores de NPQ podem variar na faixa de 0,5-3,5, porém alteracdes nestes
valores s@o aceitos dependendo da espécie, ambiente e condi¢do da planta (MAXWELL
& JOHSON, 2000). Nas plantas de guapeva desse estudo, mesmo se observando o
declinio no rendimento quantico efetivo do fotossistemas Il e da taxa de transporte de
elétrons, ndo foi verificado aumento na dissipacdo de energia na forma de calor,
sugerindo que a maior parte da energia de excitacdo foi dissipada em processos
fotoquimicos. Além disso, o maior contetido de carotenoides em funcdo do aumento das
doses de glifosato, em plantas de guapeva, sugere mecanismo de protecdo do aparato
fotoquimico dessas plantas. Em plantas de baru, observou-se o incremento em NPQ nas
maiores concentracdes de glifosato. De maneira geral, herbicidas podem contribuir para

o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS), o que indiretamente pode interferir
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na fotossintese pela inibicdo da sintese de diferentes pigmentos (clorofila e
carotenoides) (WAKABAYASHI & BORGER, 2004).

Nesse contexto, mesmo se observando aumento no NPQ, nao foi constatado
aumento no conteido de carotenoides, o glifosato pode diminuir a sintese desse
pigmento (MUNOZ-RUEDA et al., 1986). Os carotenoides estio presentes nas
membranas do cloroplasto e tem a funcdo de dissipar na forma de calor, a energia
absorvida pelas clorofilas (VIDAL, 2007). Mateus-Naranjo et al. (2009), em estudo
com plantas de Spartina densiflora tratadas com o herbicida glifosato, observaram
diminui¢ao do contetido de carotenoides com o incremento das doses do herbicida.

Nesse estudo, constatou-se efeitos divergentes no conteido de pigmentos de
baru e guapeva. Enquanto nas plantas de baru o aumento das doses de glifosato nio
promoveu alteragdes significativas no conteido de clorofila a e b, em plantas de
guapeva foram observados aumento no conteido destes pigmentos e também no
contetido de carotenoides. Na literatura, os trabalhos indicam que o glifosato promoveu
reducdo do conteido de clorofila a e b nas plantas estudadas (VIVANCOS et al., 2011;
ZOBIOLE et al., 2011; HUANG et al., 2012). Uma possivel explicagdo para os
resultados encontrados nesse estudo, relacionados ao contetido de pigmentos nas folhas,
pode estar associada ao efeito pronunciado do herbicida em folhas jovens, diferente
daquelas que foram utilizadas na avaliacio do conteido dos pigmentos. Como
observado, as principais injurias visiveis foram detectadas nas folhas jovens, enquanto
o contetido de pigmentos foi avaliado em folhas fisiologicamente maduras.

O glifosato € conhecido como um "herbicida autolimitante ”, porque a toxicidade
provocada na planta diminui a eficiéncia da transloca¢do da molécula (LORRAINE-
COLWILL et al., 2003), incorrendo assim em efeitos nao sistémicos, como aqueles
observados nas plantas de guapeva.

Corroborando com essa hipétese, a absorcdo do glifosato pelas plantas, ocorre
principalmente pela superficie foliar (KIRKWOOD et al., 2000), em que o herbicida
penetra pela cuticula e membrana plasmatica dos tecidos fotossintetizantes e seu
transporte ocorre de forma simpléastica pelo floema, na direcdo fonte-dreno
(MONQUERO et al., 2004), acumulando principalmente nas regides meristematicas.

Aliada a rapida absor¢do do herbicida glifosato, a maior velocidade de absor¢ao
e transloca¢do do Roundup Transorb®, utilizado neste estudo, em relacdo as demais
formulacdes encontradas no mercado 2 base de glyphosate (ALBRECHT & AVILA,

2010), agrava mais a severidade do dano a planta.
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A razao clorofila a/b, de ambas as espécies deste estudo, estdo de acordo com a
literatura, em que estes valores podem variar entre 2,0 a 4,4 parao FSIe 1,5 a 4,0 para o
FSII (MORISHIGE & DREYFUSS 1998). A estabilidade do indice de feofitinizacao
(IF), em ambas as espécies, indica que o glifosato ndo promoveu degradagcdo de
clorofilas nas folhas avaliadas, mesmo nas doses mais elevadas. Segundo Streit et al.
(2005), o IF representa a degradacdo de clorofilas por meio da feofitinizacdo direta ou
indireta.

Embora as injtrias relacionadas ao conteido de pigmentos nao tenham sido
detectadas, os resultados da taxa de liberacdo de eletrdlitos (TLE) indicam que o
glifosato promoveu danos as membranas das células das plantas. Em doses crescentes
do herbicida, maior TLE foi observada. Esses resultados sugerem que a integridade das
membranas foi comprometida, aumentando assim a liberacio do conteido do
protoplasmo celular (OMASA, 1990). O glifosato estimula a sintese de etileno, que por
sua vez estimula a sintese de enzimas de degracdo de fosfolipideos (YAMADA &
CASTRO, 2007), diminuindo a estabilidade das membranas celulares. Outro efeito esta
associado ao aumento da formacdo de EROS, ou radicais livres, promovida por
xenobidticos de modo geral (SCANDALIOS, 2005), que contribuem para a peroxidagao
de fosfolipideos e outros componentes das membranas celulares (MARTINEZ 1998).

As EROS promovem ainda danos a diversas proteinas (DROGE, 2001), dentre
elas a proteina D1 do fotossistema (JUNG, et al., 2000; LUPINKOVA & KOMENDA,
2004). A proteina D1 € essencial no processo de transferéncia de energia durante a
fotossintese, que € facilmente avaliado por meio das medidas de fluorescéncia da
clorofila a. E possivel que o aumento na formagio de EROS tenha contribuido tanto
para o aumento da taxa de extravasamento de eletrdlitos, como também, para a
diminui¢dao da ETR e da Fv/Fm, em funcdo do aumento das doses de glifosato, tanto
nas folhas avaliadas de plantas de baru quanto de guapeva.

Aliado a esse fator, a redu¢do na ETR diminuiria o fornecimento de NADPH e
ATP para o ciclo de Calvin-Benson, comprometendo o actimulo de actucares totais.
Portanto, os dados observados neste estudo relacionados a diminui¢ao do contetddo de
acucares totais, parecem estar relacionados a diminui¢do da quantidade de carbono para
o Ciclo de Calvin, por meio da limitacdo estomdtica, em coeréncia com os dados
obtidos das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila. E possivel ainda que a
redugdo da taxa fotossintética seja também um efeito da inibi¢do de enzimas do Ciclo

do Calvin (SHIEH et al., 1991) no entanto, esta hipotese foi descartada neste estudo em
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funcdo da auséncia de variacdes na relagdo Ci/Ca. No entanto, se faz necessdrios
estudos complementares para confirmar os reais efeitos diretos ou indiretos do glifosato
nesta rota metabdlica. O grau de intoxicacdo observado em plantas estd relacionado
diretamente a penetracdo do herbicida nas folhas. Segundo Baker (1982), a taxa de
absor¢do foliar de herbicidas e, consequentemente sua eficdcia, estdo diretamente
ligadas aos tipos de estruturas encontradas na folha e a permeabilidade da cuticula. A
cuticula € a principal via de absor¢do de herbicidas pela planta (FERREIRA et al., 2002;
FERREIRA et al., 2003; GALVAN et al., 2011). Em particular, a cuticula das células-
guarda parece ser mais fina e permedvel do que outras células epidérmicas (HESS &
FALK 1990; GALVAN et al., 2011), proporcionando assim, efeito mais proeminente
do herbicida justamente no movimento estomatico.

Nas plantas deste estudo, os resultados evidenciaram efeito pronunciado do
herbicida, diminuindo as trocas gasosas, promovendo especialmente ua limitacao
estomatica, conforme discutido anteriormente. Possivelmente, esse efeito esta
relacionado com a maior absorcao do glifosato pelas células-estométicas, sobretudo em
plantas de guapeva. Em plantas de baru, a menor intensidade dos efeitos provavelmente
estd relacionada a maior espessura da camada de cera epiticular nesta espécie, que
funcionou como a barreira no processo de absor¢cdo do herbicida. Varanda & Santos
(1996) sugerem que plantas do Cerrado tenham maior depdsito de cera epiticular em
relacdo a plantas de outras vegetacoes.

Posteriormente as alteracdes fisiologicas e bioquimicas, em fungao da presenca
de poluentes atmosféricos, alteracdes macroscopicas normalmente ocorrem em plantas
nestas condi¢des. De modo geral, poluentes atmosféricos promovem diminui¢do de
crescimento, necroses e descoloracdio das folhas ou outras partes da planta
(FIGUEIREDO et al, 2007), em fun¢do da intoxicagdao avangada. Também neste estudo,
tanto em plantas de guapeva quanto em plantas de baru, sintomas de injirias como
clorose, necrose e senescéncia, foram verificados principalmente nas folhas jovens e nas
maiores concentragdes de glifosato. Esses resultados estdo de acordo com Gravena
(2006), em estudo com plantas de citrus, com doses crescentes de glifosato.

As injurias observadas nas plantas de baru e guapeva sdo reflexos de alteracdes
bioquimicas, fisiologicas e também estruturais, como os danos nas membranas
celulares, constatado por meio do aumento da taxa de liberacdo de eletrdlitos. Segundo
estudos de Starke & Oliver (1998) com glifosato marcado, a absor¢do do herbicida foi

efetiva ja nas primeiras 72 horas apds sua aplicagao.
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A maioria dos resultados sugere que o transporte do herbicida pode ocasionar
danos na planta (YAMADA & CASTRO, 2007), porém a severidade deste dano esta
ligada a diversos fatores, como contato do herbicida com a planta, penetracio, absor¢ao,
movimento (entre Orgdos, tecidos, células e organelas), metabolismo, interacio do
herbicida com o sitio de acdo e desencadeamento de eventos que efetivamente levem a
planta a paralisag@o do crescimento ou morte (VELINI et al., 2009).

Sugere-se ainda, que o estresse provocado nas plantas pela aplicacdo de gifosato
pode ser ocasionado pelo desarranjo metabdlico e fisiologico, gerado pela inibicdo da
acdo da enzima EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase), que catalisa a
reacdo do chiquimato 3-P com fosfoenol piruvato, essa inibi¢do promove o actimulo do
acido chiquimico (VELINI et al., 2008).

A inibicdo dessa via impede a biossintese dos aminodcidos arométicos
triptofano, fenilalanina e tirosina. Esses aminodcidos sdo responsdveis pela sintese de
metabolitos secundérios, como compostos fendlicos e nitrogenados, que sdo essenciais
aos processos de defesa, reproducdo, protecdo contra radiagdo ultravioleta e suporte
mecanico (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Cerca de 20% dos esqueletos carbdnicos do ciclo de Calvin-Benson sao
utilizados na producg@o do acido chiquimico (ALDESUQUY & IBRAGUM, 2000) e
este desequilibrio metabdlico interfere na fixacdo de carbono e muitas vezes induz
mudancas na fluorescéncia da clorofila (CHRISTENSEN & TEICHER, 2003; DAYAN
& ZACCARO, 2012). Estudos posteriores com as espécies do presente estudo poderao
indicar de forma precisa o efeito do glifosato nesta via.

Assim, os efeitos do glifosato podem ser avaliados precocemente por meio de
medidas da fluorescéncia da clorofila, anteriormente a deteccao de sintomas de injurias

visiveis nas folhas.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo, com as plantas de baru e guapeva,
demonstraram que ambas espécies sofreram danos nos aparatos fotossintéticos e nas
estruturas morfolégicas, contudo de forma mais proeminente, apenas nas maiores
concentracdes do herbicida glifosato.

Mediante a utilizagdo da técnica da fluorescéncia da clorofila, foi possivel
detectar efeitos do glifosato na eficiéncia fotoquimica de folhas fisiologicamente
maduras, antes mesmo que os sintomas visiveis fossem detectados.

Sobretudo nas doses mais elevadas, constatou-se alteracdes nas caracteristicas
das trocas gasosas, da fluorescéncia da clorofila a, no conteido de agucares totais, na
estabilidade das membranas celulares e nas caracteristicas visuais das plantas de baru e
guapeva.

A condutincia estomadtica indicou ser o principal componente afetado pelo
herbicida, influenciando desta forma, as demais caracteristicas das trocas gasosas. Nesse
sentido, a condutincia estomadtica possui potencial para ser utilizada como um
biomarcador da toxidez promovida pelo glifosato.

As plantas de baru apresentaram menor sensibilidade ao herbicida, e mesmo
apresentando danos nas folhas, as caracteristicas fisioldgicas demonstraram alta
estabilidade, principalmente aos 26 DAA. Esse desempenho limitaria a utilizacdo dessa
planta como biomonitora da contamina¢do da vegetacdo nativa pelo glifosato.

As plantas de guapeva foram mais sensiveis as doses do herbicida, mesmo em
concentracdes intermedidrias. Além dos distdrbios fisioldgicos observados na espécie,
ela ainda apresentou alteragdes morfologicas caracteristicas de intoxicacdo pelo
glifosato, em menores concentracdes. Assim, essa espécie possui maior potencial na
utilizagcdo em estudos de biomonitoramento da contaminacdo da vegetacio nativa, por

deriva do glifosato.
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