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RESUMO

FARIA, GISELLE SANTOS Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— Campus Rio Verde, fevereiro de 2020. TOLERANCIA DE DUAS ESPECIES DE
JATOBA (Hymenaea courbaril L. e Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne) AO
GLIFOSATO Orientador: Leandro Carlos. Coorientador: Adriano Jakelaitis.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a tolerancia de Jatoba (Hymenaea courbaril L. e
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne.) submetidas diferentes doses de glifosato.
Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso, sendo cinco repeticdes. Foram avaliadas
varidveis fisioldgicas, anatdmicas e morfologicas. Para as trocas gasosas, taxa
respiratoria e fotossintese, analise visuais e anatdmicas micromorfométricas foram usadas
cinco repeticdes. A unidade experimental foi constituida por uma planta de jatobad em um
vaso de 5 L. Os tratamentos foram de 0 (Controle); 9,6; 240; 480; 960 g ha™* de glifosato,
aplicado 90 dias ap0s o transplantio. As avaliacdes de crescimento relativo em altura,
didmetro do caule e numero de folhas foram avaliados no primeiro dia e 60 dias apos a
aplicacdo. N&o foram constatados sintomas visuais, entretanto as duas espécies
apresentaram aumento no didmetro do caule, queda relativa no namero de folhas e na
altura na dose de 960 g ha™. As analises anatémicas de intoxicacdo pelo glifosato néo
mostraram alteracdo e os testes histoquimicos apresentaram resultado negativo para
compostos fenolicos, a espécies H. courbaril apresentou acimulo de amido nas folhas
com dose 960 g ha, ja a espécie H. stigonocarpa os resultados foram negativos para
amido e compostos fendlicos. As espécies apresentaram comportamento fisioldgico
semelhante, sendo que H. courbaril teve aumento da taxa fotossintética e no transporte
de elétrons e estabilizou ap6s os 60 dias e a espécie H stigonocarpa apresentou queda na
taxa transpiratoria e de Fv/Fm. Pode-se concluir que as espécie H. stigonocarpa e a H.
courbaril sdo espécies tolerantes e podem sobreviver apds o contato com o glifosato ndo
apresentando danos visuais e/ou anatémicos, apresentando incrementos positivos no
crescimento e nas caracteristicas fisioldgicas.

PALAVRAS-CHAVES: Fotossintese, herbicida, anatomia foliar.



ABSTRACT

FARIA, GISELLE SANTOS Goiano Federal Institute of Education, Science and
Technology - Rio Verde Campus, February 2020. TOLERANCE OF TWO SPECIES
OF JATOBA (Hymenaea courbaril L. and Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex
Hayne) TO GLYPHOSATE Advisor: Leandro Carlos. Co-advisor: Adriano Jakelaitis.

The objective of this work was to evaluate the herbicide glyphosate effect on Hymenaea
courbaril L. seedlings. A randomized block design was used and 5 repetitions were used
with an experimental unit composed of one jatoba plant in 5L pot. Treatments were: 0
(control); 9.6; 240; 480; 960 g a.ha™* of glyphosate. Evaluations were performed 24 hours
and 60 days after application. Gas exchange, respiration, photosynthesis, visual,
anatomical and histochemical evaluations were carried out, where leaves from the middle
third were collected, in addition to the growth in relation to the two dates. Visual and
anatomical evaluations did not change, regardless of dose and action time, whereas
histochemical analysis show an accumulation of starch grains in the mesophyll, adaxial
epidermis and abaxial epidermis, which become more accentuated with increased
concentration. The analysis of growth and developments showed that the seedlings
showed an increase in the stem diameter, a decrease in the leaves number and a quadratic
behavior in relation to the increase in height. There was an increase in the photosynthetic
rate, in the electron transport rate, in the effective quantum yield of photosystem Il and
in the effective quantum yield of photosystem I, 24 hours after the glyphosate application
The second physiological evaluation, 60 days after application, showed that the
photosynthetic rate has a tendency to fall and that the transpiratory rate showed a
quadratic behavior. Such results show that the cuticle probably had a protective effect for
the plant, and the little absorbed may have had a hormonal effect, favoring the plants.
With these studies we can conclude that the species Hymenaea courbaril is able to survive
after contact with the glyphosate herbicide, showing no visual and / or anatomical

damage, showing positive increases in growth and physiological characteristics.

KEYWORDS: photosynthesis, herbicide, leaf anatomy.



CAPITULO 1. TOLERANCIA DE Hymenaea courbaril L. AO GLIFOSATO

(Normas de acordo com a revista: Floresta e Ambiente)

Resumo

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos do herbicida glifosato em mudas
de Hymenaea courbaril L. Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso sendo cinco
repeticdes cada unidade experimental foi composta por uma planta de jatoba em vaso de
5 L. Os tratamentos foram de 0 (controle); 9,6; 240; 480; 960 g ha™ de glifosato. As
avaliacGes foram realizadas 24 horas e 60 dias apds a aplicacdo. Foram realizadas
avaliacbes de trocas gasosas, respiracdo, fotossintese, visuais, anatémicas e
histoquimicas, e foram coletadas folhas do terco médio, além do crescimento em relacéo
as duas datas. As avaliagbes visuais, anatdbmicas ndo apresentaram alteracdes,
independente da dose e no periodo avaliado, ja as histoquimicas apresentam acimulo de
grdos de amidos no mesofilo, epiderme adaxial e epiderme abaxial, que ficam mais
acentuados com o aumento da dose. As analises de crescimento e desenvolvimentos
mostraram que as mudas apresentaram aumento no diametro do caule, queda no nUmero
de folhas e comportamento quadratico em relacdo ao incremento em altura. Ocorreu
aumento na taxa fotossintética, na taxa transporte de elétrons, no rendimento quantico
efetivo do fotossistema Il e no rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il, 24 horas
apos a aplicacdo do glifosato. A segunda avaliacdo fisioldgica, 60 dias ap6s a aplicacéo,
mostrou que na taxa fotossintética apresenta tendéncia a queda e a taxa transpiratoria
apresentou comportamento quadratico. Tais resultados mostram que provavelmente a
cuticula teve efeito protetor para a planta, sendo que o pouco absorvido pode ter tido
efeito hormonal, tendo favorecido as plantas. Com estes estudos pode-se concluir que
durante o tempo avaliado a espécie Hymenaea courbaril consegue sobreviver apos o

contato com o herbicida glifosato, ndo apresentando danos visuais e/ou anatdémicos,



apresentando incrementos positivos no crescimento e nas caracteristicas fisiologicas nas

doses testadas.

PALAVRA-CHAVE: fotossintese, herbicida, anatomia foliar.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the herbicide glyphosate effect on Hymenaea
courbaril L. seedlings. A randomized block design was used and 5 repetitions were used
with an experimental unit composed of one jatoba plant in 5L pot. Treatments were: 0
(control); 9.6; 240; 480; 960 g a.ha™* of glyphosate. Evaluations were performed 24 hours
and 60 days after application. Gas exchange, respiration, photosynthesis, visual,
anatomical and histochemical evaluations were carried out, where leaves from the middle
third were collected, in addition to the growth in relation to the two dates. Visual and
anatomical evaluations did not change, regardless of dose and action time, whereas
histochemical analysis show an accumulation of starch grains in the mesophyll, adaxial
epidermis and abaxial epidermis, which become more accentuated with increased
concentration. The analysis of growth and developments showed that the seedlings
showed an increase in the stem diameter, a decrease in the leaves number and a quadratic
behavior in relation to the increase in height. There was an increase in the photosynthetic
rate, in the electron transport rate, in the effective quantum yield of photosystem Il and
in the effective quantum yield of photosystem I, 24 hours after the glyphosate application
The second physiological evaluation, 60 days after application, showed that the
photosynthetic rate has a tendency to fall and that the transpiratory rate showed a
quadratic behavior. Such results show that the cuticle probably had a protective effect for
the plant, and the little absorbed may have had a hormonal effect, favoring the plants.
With these studies we can conclude that the species Hymenaea courbaril is able to survive
after contact with the glyphosate herbicide, showing no visual and / or anatomical

damage, showing positive increases in growth and physiological characteristics.

KEYWORDS: photosynthesis, herbicide, leaf anatomy.



INTRODUCAO

O Cerrado sendo segundo maior bioma brasileiro, possui mais de sete mil espécies
vegetais, sendo 44% endémicas (Franco, 2014) Apesar da gigantesca biodiversidade, vem
sendo alterado, por meio de atividades produtivas e/ou exploratorias em grande escala.
Tais atividades visam suprir as necessidades de bem-estar de uso comum. Dessa maneira,
quando ndo seguidas as legislacbes vigentes, grande impacto é causado para a
sustentabilidade, privando o direito publico ao ambiente ecologicamente equilibrado para
a vida (Freitas, 2011), havendo legalmente a necessidade de restaurag&o.

Grande parte das areas destinadas a restauracdo dentro do setor agricola séo
pastagens abandonadas ou mal aproveitadas, que prevalece a presenca de espécies
invasoras. Tais espécies dificultam o crescimento das espécies arboreas implantadas e da
regeneracao natural (Resende; Leles, 2017). Uma alternativa para reducdo da competicéo
das espécies indesejadas nas areas de recuperacdo é o uso de controle quimico via a
utilizacdo de herbicidas, melhorando assim as condicGes de crescimento das plantas de
interesse (Leles et al., 2017).

A acdo dos herbicidas nas espécies florestais ainda é pouco estudada, para tanto,
€ necessario conhecer os efeitos fitotoxicos que 0s mesmos causam sobre tais espécies.
Conhecendo os efeitos, sera possivel selecionar espécies florestais menos sensiveis a
deriva de herbicidas, tais como o glifosato, utilizando-o na recuperacdo de é&reas
degradadas e remanescentes de cultura agricola sob influéncia de deriva.

Para Leite et al. (2014), o glifosato é um dos herbicidas mais utilizados, em razao
de sua alta eficiéncia no controle de ervas daninhas. Essa alta eficiéncia tem relacao direta
com sua elevada capacidade de absorcédo pelas folhas e cauliculos novos, age nos varios
sistemas enzimaticos, inibindo o metabolismo de aminoacidos levando a morte da planta.

Entretanto a seletividade ndo pode ser determinada apenas pela simples
verificagdo de sintomas visuais de intoxicagdo, pois sdo conhecidos exemplos de

herbicidas que podem reduzir a produtividade das plantas sem produzir efeitos



visualmente detectaveis sendo necessario analises anatdmicas e histoquimicas a fim de
verificar a presenga ou acimulo de amido e/ou compostos fendlicos (Rodrigues et al.,
2018); ha também exemplos de herbicidas que provocam injurias bastante acentuadas,
mas que deixam manifestar inteiramente seus potenciais produtivos (Negrisoli et al.,
2004).

Os danos provocados pela deriva de glifosato em plantas ndo alvo dependem da
dose e da quantidade do principio ativo que chega até o sitio de acdo (Costa et al., 2009).
Para Miller (2016), o principal cuidado que se deve ter para minimizar a deriva de
defensivos agricolas é quanto ao mecanismo de pulverizagdo, relacionada com 0s
diferentes tipos de bicos.

Os efeitos da deriva se dao pelo deslocamento de herbicidas nos locais de
aplicacdo, podendo influenciar os processos fotossintéticos (Machado et al., 2010). O
glifosato influéncia de forma indireta esses processos (Wagner & Merotto Junior, 2014),
causando alteracBes no metabolismo do carbono e inducéo da fluorescéncia da clorofila
a (Zobiole et al., 2011).

Sabe-se que o plantio de espécies florestais nativas como o Hymenaea courbaril
L, além de visar a recuperacdo de areas degradadas e a conservacdo ambiental ao mesmo
tempo atende as demandas da sociedade e encontram subsidio no planejamento ambiental
(Baldassarini; Nunes, 2014). Logo, o0 uso de espécies tipicas desse ecossistema e que
sejam tolerantes ao herbicida e, é de fundamental importancia para os programas de
reflorestamentos, e assim, podem aumentar o sucesso adaptativo bem como reduzir os
impactos negativos, além de preservar a biodiversidade.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o impacto do herbicida glifosato
no crescimento, fisioldgia e anatomia do limbo folhar da espécie H. courbaril L (jatoba)

bem como testar a tolerantes da planta ao herbicida.



4. MATERIAL E METODOS

Delineamento e Conducéo experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada no Instituto
Federal Goiano, Campus de Rio Verde. As mudas de H. courbaril foram obtidas em
viveiro comercial, sendo replantadas em vasos de 5L, totalizando 25 plantas. Adubacao
e irrigacdo foram calculadas visando suprir as necessidades da planta. Apos
aproximadamente sessenta dias de aclimatacdo, as plantas foram expostas aos tratamentos
que consistiram de diferentes doses do glifosato sendo de 9.6, 240, 480, 960 g ha™ no
experimento.

A aplicacéo do herbicida glifosato (Roundup Transorb®, 480 g ha* do equivalente
acido) foi realizada utilizando pulverizador costal com pressdo constante mantida por
CO2 comprimido, munido de barra com quatro pontas de pulverizagdo e bico da série
XRTeejet®, tipo leque modelo XR11002 — VP. Aplicou-se 120 L ha? de calda. A
aplicacdo foi realizada as oito horas e no momento da aplicacdo a velocidade do vento
erade 1 ms?, atemperatura média de 18,3°C e umidade relativa de 90%. Os vasos foram
transferidos para casa de vegetacdo apos a aplicacdo dos tratamentos.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 5x2 para cada espécie, sendo cinco doses (0; 9.6, 240, 480, 960 g ha) e 2 datas
(1 e 60 dias apés aplicacdo), com cinco repeticdes. Os tratamentos corresponderam a
doses de glifosato: 0 (Controle), 9.6, 240, 480, 960 g ha. A unidade experimental foi de

um vaso contendo uma planta de Hymenaea courbaril.



Sintomas foliares visiveis

Durante o experimento, as folhas completamente expandidas foram fotografadas
com camera semiprofissional (Cyber-Shot SONY HX100V) para registrar os sintomas de
clorose necrose visiveis na superficie foliar. Para a confeccéo da prancha foi utilizado a
folha que melhor representa o tratamento.

Caracterizacdo morfoanatoémica foliar

Para as analises morfoanatdmicas foram coletadas amostras foliares de 3 cm? da
regido central da ultima folha totalmente expandida de todas as repeticdes (n=4) de cada
tratamento (n=5) das plantas de Hymenaea courbaril. Inicialmente as amostras fixadas
em Karnovsky (1965), por 24 horas. Apos este periodo, 0 material vegetal sera pre-lavado
em tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,2) e desidratado em série etilica crescente (30% a 100%),
pré-infiltrado e infiltrado em historesina (Leica, Alemanha), conforme as recomendacdes
do fabricante.

Posteriormente, as amostras foram seccionadas transversalmente a Sum de
espessura em micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China) e os cortes
corados com azul de toluidina - coloracdo policromatica (0,05% tampéo fosfato 0,1 M,
pH 6,8) (O’Brien et al., 1964). As imagens foram obtidas através do microscopio
Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com camera DP-72 utilizando opg¢éo de campo
claro. Posteriormente, foram realizadas observa¢Ges morfoanatdmicas da epiderme nas

faces adaxial e abaxial, parénquima palicadico, esponjoso e mesofilo.

Teste histoquimico

Os cortes seriados de amostras previamente fixadas em FAA'™ e SFF e incluidas
em historesina. Os tratamentos foram submetidos a reacdo de compostos fendlicos gerais;
reagente de Wagner (Furr & Mahlberg, 1981) e Lugol para amido. Os respectivos
controles foram realizados simultaneamente aos testes histoquimicos, conforme

procedimento padréo.



Medidas de micromorfometria

As medidas micromorfométricas foram obtidas a partir dos registros das imagens
anatémicas e histoquimicas capturadas através do microscopio Olympus (BX61, Tokyo,
Japdo) posteriormente usando o software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem
em Java, v. 1.47, EUA). Foram realizadas medi¢Ges em dez observacdes por repeticao
cinco para cada estrutura avaliada. Através das imagens obtidas sera realizado o célculo
da porcentagem de compostos fendlicos através da diferenca de contraste, utilizando o

software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.47, EUA).

Analises de crescimento

Apos a aplicacdo dos tratamentos com glifosato, deu-se inicio as medicdes
biométricas. As medicdes foram realizadas mensalmente nas mudas Hymenaea courbaril,
altura de planta (H) em centimetros considerando o comprimento da haste principal do
colo até o apice do caule e didametro do caule (DC) em milimetros, mensurados com régua
milimétrica e paquimetro digital, respectivamente, ainda foram contabilizados o namero
total de folhas expandidas (NF) conforme Delarmelina et al. (2014). Com os valores das
diferentes datas foi possivel a realizacdo do incremento por periodo das variaveis

analisadas.

Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a

Variaveis da fluorescéncia da clorofila a foram avaliados com analisador de gases
no infravermelho portéatil (IRGA) modelo LI-6400 (Li-cor, Nebraska, EUA). A andlise
da fluorescéncia minima (Fo) foi realizada antes do amanhecer através da excitagdo dos
tecidos foliares pela luz vermelha modulada de baixa intensidade (003 umol fotons m-2
s-1). Para obter a fluorescéncia maxima (Fm) foram aplicados impulsos de saturacdo de
aproximadamente 8.000 umol fotons m? s durante 0,8s. A partir desses valores foi
possivel determinar o rendimento quantico fotoquimico potencial do fotossistema Il
(PSII: Fu/Fm = [Fm-Fo]/Fm) (Kitajima & Butler,1975). Apds expor as folhas a luz, e obter

a fluorescéncia minima (Fo’) calculada pela forma Fo = Fo/[(Fm — Fo/Fm)+(Fo/Fn')]
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(Oxborough & Baker 1997). Posteriormente, calcular o quenching ndo fotoquimico (gN
= [Fm-Fw]/[Fm-Fo] (Lichtenthaler et al., 2005) o coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico
(NPQ = [Fm-Fm’]/Fmw), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = @ FSII x PAR x
0,5 x 0,84) (Bilger et al., 1995), em que PAR representa a radiacdo fotossinteticamente
ativa (umol m -2 s 1) nas folhas, 0,5 é a fracdo de energia de excitacdo direcionada ao
PSII (Laisk & Loreto, 1996) e 0,84 a absorbancia foliar. A eficiéncia maxima da
fotoquimica PSII na luz (Fv/Fm = [(Fn—Fo’)/Fm’]) 0 rendimento quantico da assimilagdo
de CO? (dCO?) e a relagdo da eficiéncia de operacio do fotossistema II (®psi) foram
calculados conforme metodologia proposta por (Maxwell & Johnson., 2000).

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas simultaneamente com a avaliacdo da
fluorescéncia da clorofila a na mesma folha da fotossintese. E, assim registradas as taxas
fotossintéticas (A, pmol m? s™), condutancia estomatica (gs, mol H.0 m? s?), e relagdo
entre a dose interna e externa de CO? (Ci/Ca) determinadas em folhas totalmente
expandidas em sistema aberto, sob luz saturante (1000 pmol m? s™) e 400 pmol de CO?
mol? de ar. As avaliacBes realizadas as 8h e 11h da manhd, sob radiacdo
fotossinteticamente ativa constante (PAR, 1000 umol de fotons m? s) e dose de CO? (~

415 pmol mol?), temperatura (~ 25,5 ° C) e umidade relativa (~ 74%) ambientes.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F
e ajustados aos modelos de regressdo, adotando o nivel de significancia de 5%. Os
modelos foram escolhidos pela simplicidade, significado biolégico e pelo coeficiente de
determinacdo. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico

SISVAR e os graficos pelo Excel.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao morfolégica

Nao foi verificado nenhum sintoma visual de dano no limbo foliar em nenhum
tratamento, para as duas datas avaliadas (Figura 1).

. S ~ =~
® ® © ®@ ®

le " . ’
60
dias

Fig. 1. Anéalise morfoldgica visual nas folhas de Hymenaea courbaril L, 1 e 60 dias ap6s
Aplicacdo de glifosato com pulverizador costal com diferentes doses:1 e 60 (A) controle, (B) 9.6
g ha! (C) 240 g hal, (D) 480 g hal, (E) 960 g ha™. Barra de escala 3 cm.

5.2. Avaliacdo das alteracGes anatémicas
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A epiderme foliar de Hymenaea courbaril L. nas faces adaxial e abaxial, é
constituida por células isodiamétricas com paredes anticlinais planas ou ligeiramente
convexas e folhas anfiestomaticas. O mesofilo € dorsiventral, composto de uma ou duas
camadas de parénquima palicadico, quatro a cinco camadas de parénquima esponjoso e
canais secretores localizados em meio as células do parénquima clorofiliano. As doses de
glifosato ndo ocasionaram alteracfes na superficie e estrutura foliar de H. courbaril L
durante o periodo de analise. N&o foram verificadas alteracGes anatdmicas em decorréncia

da aplicacdo das doses do herbicida nas duas datas (Figura 2).

Fig. 2. Anatomia das folhas de Hymenaea courbaril L. ap6s aplicacéo de glifosato. 24 horas ap6s
aplicacéo coleta na coluna 1; (A) controle, (B) 9.6 g ha™, (C) 240 g ha*, (D) 480 g ha'%, (E) 960
g ha. 60 dias ap6s aplicagdo coleta na coluna 2; (F) controle, 9.6 g hal, (G) 240 g ha, (H)
480 g hal, (1) 960 g ha, (J) 960 g ha™. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial.
(PP)parénquima pali¢ddico. (Sp) parénguima esponjoso. (SC) canal secretor; (A-P) Barra de
escala 200 pum.

5.3. ldentificacéo de graos de amidos

N&o foi observada a presenca de grdos de amidos nas células das folhas do
tratamento controle em Hymenaea courbaril L. (Figura 5. A). Ja para as plantas tratadas
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com glifosato foram observados acimulo de grdos de amidos no mesofilo, epiderme

adaxial e epiderme abaxial, que ficam mais acentuados com o aumento das doses do
glifosato (Figura 5. B-F).

Fig. 3. Acimulo de amido marcado na cor preta nas folnas em Hymenaea courbaril L. apos
aplicaco diferentes doses crescentes de glifosato. (A) controle, (B) 9.6 g ha, (C) 240 g ha,
(D) 480 g ha, (E) 960 g ha, (F) 960. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial.
(PP)parénquima pali¢adico. (Sp) parénquima esponjoso. Setas amarelas indicam acimulo de
Amido. (A-F) Barra de escala 100 pum.

5.4. Identificacéo de compostos fenolicos

Né&o foi observado a presenca de compostos fendlicos nas células das folhas de
Hymenaea courbaril L. tanto tratamento no tratamento controle, quanto nos tratamentos
com as doses de glifosato (Figura 4. A-F).



14

AdEp
PP
| : Sp
,®_ --Am.»-x S
AdEp
PP
Sp’
AbEp
‘ PP
Sp
AbEp

®

AdEp
SC PP
Sp
: ' - AbEp
AdEp :
) PP
Sp
AbEp .
@ ~AEp
PP
Sp
ADEDp

®

Fig. 4. Testes histoquimico com cloreto férrico em folhas de Hymenaea courbaril L. apés
aplicaco diferentes doses crescentes de glifosato. (A) controle, (B) 9.6 g ha™, (C) 240 g ha,
(D) 480 g ha?, (E) 960 g ha, (F) 960 g ha™. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial.
(PP) parénquima palicadico. (Sp) parénquima esponjoso. (SC) canal secretor. (A-F) Barra de

escala 100 pum.

5.6. Medidas de micromorfometrias

Nas analises micromorfométricas ndo apresentaram diferencas significativas pelo

teste F a 5% de probabilidade, para a espessura dos tecidos foliares das plantas de H.

courbaril L. tanto em relacdo a aplicacdo de glifosato quanto em relacdo ao tempo de

aplicacdo do herbicida. Abaixo sdo apresentadas as médias das espessuras dos tecidos

(Tabela 1).
Dose Folha EpAd EpAb PP Sp Mesofilo [ CutAd CutAb
(@hah) | (um) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
0 169,142 | 15,749 | 14,649 | 58918 | 74,693 | 131,322 | 5,568 5,444
9,6 190,588 | 18,769 | 16,365 | 47,173 | 108,197 | 155,439 | 5,575 5,453
240 165,35 16,053 | 15208 | 47,332 | 86,243 | 133,111 | 5545 5,455
480 155,117 | 14,196 | 13,781 | 50,842 | 74,863 | 121,875 | ©.665 5,457
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960

187,434

1,6436

15,748

51,091

102,571

154,457

5,455

5,423

Medias

173,526

16,241

15,15

51,071

94,548

139,241

5,561

5,4464

Tab. 1. CaraterizacOes das espessuras dos tecidos foliares, teste F a 5% de probabilidade para
folhas de Hymenaea courbaril L. tratadas com glifosato ao logo de dois meses. (AdEp) epiderme
adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima palicadico. (Sp) parénquima esponjoso.
(CutAd) cuticula adaxial. (CutAb) cuticula abaxial. Escala em pm.

5.7. Avaliacéo de crescimento e desenvolvimento

A taxa de crescimento relativo a 2 meses ap6s a aplicacdo do herbicida mostraram
que as mudas de Hymenaea courbaril L. tratadas com o herbicidas apresentaram
engrossamento linear do caule (Figura 5-A), uma queda progressiva no namero de folhas
novas, principalmente no tratamento com maior dose de glifosato (Figura 5-B) e
comportamento quadratico para altura, sendo que o glifosato induziu maior crescimento
em doses até 480 g ha* (Figura 5-C).
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Fig. 5. Taxa de crescimento relativo em didmetro do caule (A), numero de folhas (B) e
altura (C) em mudas de Hymenaea courbaril 2 meses ap6s a aplicacdo de glifosato.

5.8. Avaliacao fisioldgica

As analises fisioldgicas das mudas Hymenaea courbaril para a data de 24 horas
apos a aplicagdo de glifosato resultaram no aumento na taxa fotossintética (Figura 7-A),

aumento na taxa transporte de elétrons (Figura 7-B), queda relativa rendimento quéantico
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potencial do FSII (Figura 7-C) e aumento no rendimento quéntico efetivo do fotossistema
Il (Figura 7-D).

A segunda avaliacdo fisiologica feita nas mudas Hymenaea courbaril 60 dias
ap6s a aplicacdo mostrou reducdo na taxa fotossintética (Figura 8-A) afetando
principalmente a dose mais alta de glifosato e comportamento quadrético na taxa

transpiratoria (Figura 8-B).
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Fig.7. Taxa fotossintética liquida (A), Taxa de transporte de elétrons (B) rendimento quéantico
potencial do fotossistema Il (C), Rendimento guéntico efetivo do fotossistema Il (D) em mudas

de Hymenaea courbaril um dia apés a aplicacéo de glifosato.
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Fig.8. Taxa fotossintética (A) e Taxa transpiratoria (B), em mudas de Hymenaea courbaril 60
dias apos a aplicagdo de glifosato.
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que os principais sintomas do glifosato surgem horas ap6s aplicacdo e sao
clorose seguida de necrose que ficam mais acentuados de acordo com a dose do principio
ativo em plantas sensiveis (Tuffi Santos et al., 2006). Porém o glifosato ndo afetou a
morfologia e anatomia das folhas de Hymenaea courbaril independente da dose do
herbicida e o tempo de avaliacéo.

Tais andlises anatémicas na folha podem determinar absorcdo pela planta, sendo
uma ferramenta de importante ajuda na deteccdo dos danos pelo contato com herbicidas
(Costa et al., 2011). No presente estudo ndo foram observados danos anatémicos nas
estruturas foliares avaliadas e o teste histoquimico para deteccdo de compostos fendlicos
ndo mostrou presenca de acimulo no mesofilo que por sua vez pode indica que as mudas
ndo passaram por estresse oxidativo (Louback et al., 2016).

Costa et al., (2011) também afirmou que é atraves das avalia¢cBes anatdmicas que
pode-se analisar 0 mecanismos de defesa e como contribui no entendimento a respeito da
barreira que cada espécie impde a sua penetracdo. A espécie em estudo possui cuticula
foliar espessa, sendo que essa possivelmente € a principal barreira da espécie contra a
penetracdo de agentes externos, minimizando assim a quantidade de principio ativo
absorvido pela planta. Entdo, a baixa eficacia do glifosato no controle de plantas esta
relacionada com a baixa absorcao e translocacdo no tecido vegetal (Vitorino e Martins,
2012).

Foi observado um acimulo de grdos de amido nas células dos parénquimas
palicadico e esponjoso das folhas de Hymenaea courbaril, indicando inibicdo na
translocacdo de carboidratos, como ja foram observados em exposicdo a poluentes
atmosféricos (Rodrigues et al., 2018). Esse acumulo de amido foi apontado como fator
responsavel pela queda da taxa fotossintética em plantas sob estresse, no caso hidrico, em

razdo do fendmeno da retroinibi¢do (downregulation) (Araya et al., 2006).
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Entretanto, para este estudo constatou-se que ap6s 24 horas da aplicacdo o
glifosato impulsionou a taxa fotossintética das mudas, sendo que a queda na taxa
fotossintética tal qual relatada por Araya et al., (2006), s6 ocorreu na avaliacdo 60 dias
apos a exposicdo do herbicida.

E sabido que absorcéo do glifosato estéa relacionada a fitotoxidade foliar e ao grau
de absorc¢do através da cuticula e em virtude da espécie apresentar cuticula espessa ndo
ocorreu danos visiveis, nem tampouco danos anatdmicos no Hymenaea courbaril L. casos
que ocorrem a remocdo da camada de cera por causa da aplicacdo do herbicida
aumentando consideravelmente a chance de absorgéo de glifosato (Alves et al., 2014).
Yilmaz e Dane (2012) observaram que a cera epicuticular € uma barreira bastante eficaz
contra a absorc¢do de herbicidas soltveis em agua, como o glifosato.

O grau de fitointoxicacdo ao herbicida glifosato variar com a espécie estudada,
agindo como estimulante para o incremento em altura e diametro do caule nas mudas,
quando usados em subdoses (Meschede et al, 2008). Tais resultados foram encontrados
em estudos com espécies florestais (Velini, et al., 2008; Pereira et al., 2015). A espécie
em estudo, por apresentar cuticula espessa cria uma barreira, em que provavelmente
somente subdoses do glifosato foram absorvidas, resultado evidenciado pelo maior
crescimento das mudas de Hymenaea courbaril.

A abscisdo foliar, ocorrida no experimento também foi verificado em plantas de
eucalipto e provavelmente tem relagdo com a taxa fotossintética, com o consumo de CO
do meio e com o aumento de massa das plantas (Concenco et al., 2008). O estresse
fisiologico provocado pelo glifosato induz a producéo de etileno, horménio responsavel
pela senescéncia foliar, podendo inibir a clorofila e reduzir o fechamento 48 estomatico
(‘YYamada e Castro, 2007).

Com o incremento da dose do herbicida, aumentou-se o nivel de intoxicacao
causando absciséo foliar e, consequentemente, reduzindo a quantidade de folhas e area
foliar Gtil para realizacdo da fotossintese e pode estar relacionada com a baixa taxa de
crescimento das mudas de Hymenaea courbaril em dose superior a 480 g e.a. ha™.

Além disso, ocorreu aumento do diametro e reducdo da altura. O glifosato € o
Gnico herbicida comercializado no Brasil que atua na enzima EPSPs (5-
enolpiruvilchiquimato 3- fosfato sintase, na rota de sintese dos aminoacidos aromaticos e
do &cido shiquimico localizado na rota do acido shiquimico que por sua vez é responsavel
pela biossintese de compostos fendlicos nas plantas, dentre eles o triptofano, precursor da

sintese do &cido indolilacético (AlA), um dos hormdnios responsaveis pelo crescimento
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(Shaner et al., 2012), existindo relagédo direta entre as subdoses de glifosato, menor dose
de AlA na planta, e redugéo de altura e consequente investimento em diametro (Gitti et
al., 2011), ocorrido neste trabalho pela minimizagao .

Tanto na avaliagdo de um quanto na de 60 dias apds a exposi¢do das mudas ao
herbicida, o quenching ndo fotoquimico se manteve estavel, indicando que a planta ndo
sofreu estresse. E sabido que o quenching ndo fotoquimico esta envolvido na dissipago
do excesso de energia e na regulacdo do centro de reacdo do fotossistema 11, que por sua
vez € um mecanismo de fotoprotecdo (Yan et al., 2017).

Com 24 horas ap0s a aplicacdo do glifosato os resultados revelaram que 0 mesmo
promoveu alteracdes positivas na taxa de transporte de elétrons e ap6s 60 dias os valores
voltaram ao normal. Acredita-se que as peroxidases tenham funcdo na eliminacdo de
danos induzidos por herbicidas (Miteva e Bateman, 2005). Adress et al. (2015) relataram
que para evitar danos oxidativo, as plantas apresentam defesas antioxidantes que
envolvem enzimas, como a peroxidase.

Apesar do rendimento quantico potencial do FSII ter sido afetado incialmente, aos
60 dias apds a aplicacdo mostrou que o glifosato ndo influencia a eficiéncia de captura de
energia de excitacdo pelos centros de reacao abertos do FSII independente da dose, dessa
maneira esta claro que dissipacdo da energia termal no sistema antena esta dentro do
normal (Demmig-Adams et al. 1985).

Galli e Montezuma, (2005) relatam que glifosato age inibindo a atividade da
enzima 5- enolpiruvilshiquimato-3 fosfato sintese (EPSPS), que catalisa a condensacao
do é&cido shiquimico e do acido piravico, evitando a sintese de trés aminoacidos
aromaticos - fenilalanina, tirosina e triptofano parando o crescimento da planta, porém no
caso especifico da espécie H. courbaril a grossa camada de cera epicuticular,
provavelmente impediu que a dose aplicada realmente penetrasse no tecido, sendo que,
somente subdose de glifosato foi absorvida pelas folhas, e essa pequena quantidade de
principio ativo serviu para regar um estresse positivo promovendo incremento nas mudas
(Machado et al.,2008; Yamashita et al., 2017), um efeito negativo ao crescimento somente
foi verificado na dose 960 g ha * que afetou o nimero relativo de folhas, além de nio ter
efeito positivo no incremento relativo de altura. Seriam necessarios estudos extras para

avaliar se ha a presenga do 4cido shiquimato nas plantas.
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7. CONCLUSOES

Com estes estudos pode-se concluir que a espécie Hymenaea courbaril consegue
sobreviver apds o contato com o herbicida glifosato, ndo apresentando danos visuais e/ou
anatdmicos, apresentando incrementos positivos no crescimento e nas caracteristicas

fisiolégicas.
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Capitulo 2.

TOLERANCIA DE Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne AO GLIFOSATO
(Normas de acordo com a revista: Floresta e Ambiente)

Resumo

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos do herbicida glifosato em mudas
de Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne. Utilizou-se o delineamento em blocos ao
acaso e utilizando cinco repeticdes com unidade experimental composta por uma planta
de H. stigonocarpa em vaso de 5 L. Os tratamentos foram de 0 (controle); 9,6; 240; 480;
960 g ha* de glifosato. As avaliagGes foram realizadas 24 horas e 60 dias ap6s a aplicagdo.
Foram realizadas avaliacbes de trocas gasosas, respiracdo, fotossintese, visuais,
anatdmicas e histoquimicas, e foram coletadas folhas do terco medio, além do
crescimento em relacdo as duas datas. As avaliacOes visuais, anatémicas e histoquimicas
ndo apresentaram alteracdes, independente da dose e tempo de acdo. As analises de
crescimento mostraram que as mudas apresentaram aumento no diametro do caule,
guedas no numero de folhas e incremento em altura. Um dia ap0s a aplicacdo do glifosato,
ocorram aumentos nas taxas fotossintética, de transporte de elétrons e transpiratdria e no
rendimento efetivo do fotossistema Il. J& aos 60 dias apds a aplicacdo, as plantas
apresentaram reducdo na taxa transpiratoria e reducdo no Fv/Fm. Tais resultados mostram
que a cuticula teve efeito protetor para a planta, sendo que as subdoses séo absorvidas e
podem ter tido efeito hormonal, tendo favorecido as plantas. Com estes estudos pode-se
concluir que a espécie Hymenaea stigonocarpa consegue sobreviver apds o contato com
o herbicida glifosato, ndo apresentando danos visuais e/ou anatdmicos, apresentando
incrementos positivos no crescimento e nas caracteristicas fisioldgicas.

PALAVRAS-CHAVES: Fotossintese, herbicida, anatomia foliar.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the glyphosate herbicide effect on Hymenaea
stigonocarpa Mart seedlings. ex Hayne. A randomized block design was used and 5
replicates were used with an experimental unit composed of one H. stigonocarpa plant in
5L pots. The treatments were: 0 (control); 9.6; 240; 480; 960 g a.ha™ of glyphosate.
Evaluations were performed 24 hours and 60 days after application. Gas exchange,
respiration, photosynthesis, visual, anatomical and histochemical evaluations were
carried out, where leaves from the middle third were collected, in addition to the growth
in relation to the two dates. Visual, anatomical and histochemical evaluations did not
change, regardless of dose and action duration. Growth analysis showed that the seedlings
showed an increase in stem diameter, falls in leaves number and an increase in height.
One day after the glyphosate application, there are increases in photosynthetic, electron
transport and transpiratory rates and in the effective yield of photosystem Il, already at
60 days after application, the plants showed a reduction in transpiratory rate and a
reduction in Fv / Fm. Such results show that the cuticle had a protective effect for plant,
and the underdoses are absorbed and may have had a hormonal effect, favoring the plants.
With these studies we can conclude that the species Hymenaea stigonocarpa is able to
survive after contact with the glyphosate herbicide, with no visual and / or anatomical

damage, with positive increases in growth and physiological characteristics.

KEYWORDS: photosynthesis, herbicide, leaf anatomy.
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INTRODUCAO

O glifosato € um dos herbicidas mais utilizados no mundo e vem sendo
comercializado ha mais de 35 anos (Schriibbers et al., 2014). E um herbicida muito
utilizado no controle de ervas daninhas, para elimina-las em estadio inicial de
desenvolvimento (Monsanto, 2018), agindo em plantas sensiveis bloqueando a atividade
da enzimética, interrompendo a atividade da enzima plastidica 5-enolpiruvilshiquimato-
3-fosfato sintese (EPSPS). A rota do shiquimato é interrompida pelo herbicida e dessa
forma ndo ocorre a biossintese dos aminoacidos aromaticos essenciais fenilalanina,
tirosina e triptofano que s&o indispensaveis na sintese de proteinas, divisdo celular e
crescimento da planta e levando a morte (Santos et al., 2007; Franca et al., 2010; Ferreira
et al., 2018).

A deriva de herbicidas é um problema atual e causa graves prejuizos em espécies
ndo alvos as culturas. O grau de injdria e os sintomas dependem de diversos fatores como
a especie cultivada ndo alvo, o estadio de desenvolvimento, o clima, a dose e a quantidade
de principios ativos que chegam a planta (Rigoli et al., 2008; Pereira et al., 2010). Por
iss0, 0 uso de herbicida no controle quimico precisa ser baseado em critérios rigidos,
levando em consideracdo custo, eficiéncia, bem como, a seguranca ambiental e humana,
devendo ser integrado no controle de plantas daninhas (Bianchi et al., 2014)

Pesquisas com “deriva simulada” de herbicidas permitiram avaliar efeitos como
injdria queda no crescimento e até mesmo a morte da planta pela acdo do glifosato (Tuffi
Santos et al., 2009; Machado et al., 2010). Os principais sintomas visuais observados apos
a intoxicacdo sdo a clorose seguida de necrose da planta (Franca et al., 2010). Os danos
devido a fitointoxicacdo sdo a forma instantanea na identificacdo da ocorréncia de efeitos
no metabolismo das plantas (Wagner e Merotto Junior, 2014).

A fotossintese pode ser afetada pelos herbicidas deslocados do local de aplicacao
pela deriva (Machado et al., 2010). O glifosato influéncia de forma indireta os processos
fotossintéticos (Wagner e Merotto Junior, 2014).

Outra ferramenta importante que ajuda na detecgéo dos danos por causa do contato

com herbicidas é a avaliagdo anatdmica na folha, que determina absorgdo pela planta.
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Dessa maneira contribuindo para o entendimento com respeito a barreira que cada espécie
impde para sua penetracdo (Costa et al., 2011). As alteracbes micromorfoldgicas ocorrem
antes dos danos visuais (Tuffi Santos et al., 2009).

O Cerrado é 0 segundo maior bioma brasileiro e vem sofrendo alteragcdo por causa
da ampliacdo das fronteiras agricolas pelo aumento da demanda de carne e grdos para
exportacdo, promovendo esgotamento dos recursos naturais (MMA, 2009). Tais
alteracdes fazem do cerrado um dos principais ecossistemas tropicais da Terra, sendo um
hotspots para a preservacéo da biodiversidade do nosso planeta (Myers et al., 2000).

Devido a essa alteracdo do bioma, as espécies nativas, passam a ocupar ambientes
préximos com as culturas agricolas, estando sujeitas a acdo dos herbicidas, passando por
exposi¢cdo constante, ocasionada pela acdo dos ventos e pela proximidade fisica, e tem
ocasionado danos ao meio ambiente (Yamashita et al., 2013).

A Hymenaea stigonocarpa Mart. ex_Hayne € uma arvore de grande porte de
ocorréncia natural no dominio Cerrado. (Lorenzi, 2002; Carvalho filho et al., 2003).
Possuem folhas com epidermes adaxial e abaxial revestidas por cuticula bastante espessa,
também foi constatado a presenca de glandulas oleiferas de localizacdo subepidérmica
(Jorge et al., 2006). Essas estruturas anatomicas estdo envolvidas na diminuicdo da
quantidade de herbicida efetivamente absorvida pelas plantas. O glifosato possui pouca
afinidade a lipidios, consequentemente as ceras epicuticulares com grande quantidade de
compostos apolares constituem barreira para a penetracdo desse herbicida (Machado et
al., 2009; Gandini et al., 2014).

Com base em resultados semelhantes é possivel buscar novas tecnologias de
plantio para recuperacdo do cerrado, seja para controle de plantas daninhas em cultivo ou
mesmo implantacdo de cinturdes de protecdo dos fragmentos de matas nativas existentes
em areas agricolas (Botelho et al. 2017).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o impacto do herbicida glifosato
no crescimento, fisiolégia e na anatomia do limbo folhar da espécie H. stignocarpa bem

como testar a tolerancia da planta ao herbicida.
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4. MATERIAL E METODOS

Conduc0es do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada no Instituto
Federal Goiano, Campus de Rio Verde. As mudas de H. stigonocarpa foram obtidas em
viveiro comercial, sendo replantadas em vasos de 5L, totalizando 25 plantas. Adubacao
e irrigacdo foram calculadas visando suprir as necessidades da planta. Apos,
aproximadamente sessenta dias de aclimatacdo, as plantas foram expostas aos tratamentos
que consistiram de diferentes doses do glifosato, 9.6, 240, 480, 960 g ha™.

A aplicacdo do herbicida glifosato (Roundup Transorb®, 480 g ha? do
equivalente acido) foi realizada utilizando pulverizador costal com pressdo constante
mantida por CO, comprimido, munido de barra com quatro pontas de pulverizagéo e bico
da série XRTeejet®, tipo leque modelo XR11002 — VP. Aplicou-se 120 L ha? de calda.
A aplicacéo foi realizada as oito horas e no momento da aplicacdo a velocidade do vento
erade 1 ms?, atemperatura média de 18,3°C e umidade relativa de 90%. Os vasos foram

transferidos para casa de vegetacao apos a aplicacdo dos tratamentos.

Sintomas foliares visiveis

Durante o experimento, as folhas completamente expandidas foram fotografadas
com camera semiprofissional (Cyber-Shot SONY HX100V) para registrar 0s sintomas
visiveis na superficie foliar. Para a confeccdo da prancha foi utilizada a folha que melhor

representa o tratamento.

Caracterizacdo morfoanatdémica foliar

Para as analises morfoanatémicas foram coletadas amostras foliares de 3 cm? da
regido central da ultima folha totalmente expandida de todas as repetices (n=4) de cada

tratamento (n=5) das plantas de H. stigonocarpa. Inicialmente as amostras fixadas em
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Karnovsky (1965), por 24 horas. Apds este periodo, o material vegetal sera pré-lavado
em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,2) e desidratado em série etilica crescente (30% a 100%),
pré-infiltrado e infiltrado em historesina (Leica, Alemanha), conforme as recomendac6es
do fabricante.

Posteriormente, as amostras foram seccionadas transversalmente a Spum de
espessura em micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China) e os cortes
corados com azul de toluidina - coloracdo policromatica (0,05% tampdo fosfato 0,1 M,
pH 6,8) (O’Brien et al., 1964). As imagens foram obtidas através do microscépio
Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com camera DP-72 utilizando opg¢éo de campo
claro. Posteriormente, foram realizadas observa¢des morfoanatdmicas da epiderme nas

faces adaxial e abaxial, parénquima palicadico, esponjoso e mesofilo.

Testes histoquimicos

Os cortes seriados de amostras previamente fixadas em FAA™ e SFF e incluidas
em historesina. Os tratamentos foram submetidos a reacdo de compostos fendlicos gerais
cloreto ferrico (Furr & Mahlberg, 1981) e Lugol para amido. Os respectivos controles
foram realizados simultaneamente aos testes histoquimicos, conforme procedimento

padréo.

Medidas de micromorfometria

Obtidas a partir das imagens capturadas usando o software ImageJ
(Processamento e Andlise de Imagem em Java, v. 1.47, EUA). Foram realizadas medicdes
em dez observacdes por repeticdo para cada estrutura avaliada. Utilizando o software

ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.47, EUA).

Analise de crescimento
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Apbs a aplicacdo dos tratamentos com glifosato, deu-se inicio as medicGes
biométricas. As medicBGes foram realizadas mensalmente nas mudas H. stigonocarpa,
altura de planta (H) em centimetros considerando o comprimento da haste principal do
colo até o &pice do caule e diametro do caule (DC) em milimetros, mensurados com régua
milimétrica e paquimetro digital, respectivamente, ainda foram contabilizados o nimero
total de folhas expandidas (NF) conforme Delarmelina et al. (2014). Com os valores das
diferentes datas foi possivel a realizacdo do incremento por periodo das variaveis
analisadas.

Avaliacgéo da fluorescéncia da clorofila a

Variaveis da fluorescéncia da clorofila foram avaliadass com analisador de gases
no infravermelho portéatil (IRGA) modelo LI-6400 (Li-cor, Nebraska, EUA). A analise
da fluorescéncia minima (Fo) foram realizada antes do amanhecer através da excitagéo
dos tecidos foliares pela luz vermelha modulada de baixa intensidade (003 pmol fotons
m-2 s-1). Para obter a fluorescéncia maxima (Fm) foram aplicados impulsos de saturacio
de aproximadamente 8.000 umol fotons m? s durante 0,8s. A partir desses valores foi
possivel determinar o rendimento quantico fotoquimico potencial do fotossistema 1l
(PSII: Fu/Fm = [Fm-Fo]/Fm) (Kitajima & Butler,1975). Apds expor as folhas a luz, e obter
a fluorescéncia minima (Fo’) calculada pela forma Fo = Fo/[(Fm — Fo/Fm)+(Fo/Fm")]
(Oxborough & Baker 1997). Posteriormente, calcular o quenching nao fotoquimico (N
= [Fm-Fw]/[Fm-Fo] (Lichtenthaler et al., 2005) o coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico
(NPQ = [Fm-Fm’]/Fw), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = @ FSII x PAR x
0,5 x 0,84) (Bilger et al., 1995), em que PAR representa a radiacdo fotossinteticamente
ativa (umol m -2 s 1) nas folhas, 0,5 é a fracdo de energia de excitacdo direcionada ao
PSII (Laisk & Loreto, 1996) e 0,84 a absorbancia foliar. A eficiéncia maxima da
fotoquimica PSII na luz (Fv/Fm = [(Fw—Fo)/Fm’]) o rendimento quantico da assimilagdo
de CO? (dCO?) e a relacido da eficiéncia de operacdo do fotossistema II (®psi) foram

calculados conforme metodologia proposta por (Maxwell & Johnson., 2000).
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Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas simultaneamente com a avaliagdo da
fluorescéncia da clorofila a na mesma folha da fotossintese. E assim, registradas as taxas
fotossintéticas (A, pmol m? s), condutancia estomatica (gs, mol H.0 m? s?), e relagdo
entre a dose interna e externa de CO? (Ci/Ca) determinadas em folhas totalmente
expandidas em sistema aberto, sob luz saturante (1000 pmol m? s™) e 400 pmol de CO?
mol? de ar. As avaliagdes realizadas as 8h e 11h da manhd, sob radiacdo
fotossinteticamente ativa constante (PAR, 1000 umol de fotons m? s) e dose de CO? (~
415 pmol mol?), temperatura (~ 25,5°C) e umidade relativa (~ 74%) ambientes.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F
e ajustados aos modelos de regressdo, adotando o nivel de significancia de 5%. Os
modelos foram escolhidos pela simplicidade, significado biologico e pelo coeficiente de

determinacdo. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico

Sisvar e os gréaficos pelo Excel.

5. RESULTADOS

5.1. Avaliacédo morfologica

O tratamento controle, assim como 0s demais tratamentos ndo apresentaram danos

na estrutura nem alteracdes morfoldgicas foliar de H. stigonocarpa (Figura 1).
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Fig. 1. Morfologia das folhas de H. stigonocarpa. 1 e 60 dias apds aplicacao de glifosato
em diferentes doses: controle (A), 9.6 g ha® (B), 240 g ha* (C), 480 g ha* (D) e 960 g ha”
L(E). Barra de escala 3 cm.

5.2. Avaliacao das alteracdes anatbmicas

A epiderme foliar de H. stigonocarpa, nas faces adaxial e abaxial, € constituida
por células isodiamétricas com paredes anticlinais planas ou ligeiramente convexas e
folhas anfiestomaticas. O mesofilo é dorsiventral, composto de uma ou duas camadas de
parénquima palicadico, quatro a cinco camadas de parénquima esponjoso e canais
secretores localizados entre as células do parénquima clorofiliano. Nas duas datas

avaliadas o glifosato ndo afetou a anatomia foliar de H. stigonocarpa Hayne (Figura 2).
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Fig. 2. Cortes anatémicos de folhas de H. stigonocarpa ap6s aplicacdo de glifosato. 24
horas apds aplicacdo coleta na coluna 1; (A) controle, (B) 9.6 g ha*, (C) 240 g ha, (D)
480 g ha?, (E) 960 g ha. E na coluna 2 60 dias ap6s aplicagdo coleta na coluna 2; (F)
controle, 9.6 g hal, (G) 240 g ha*, (H) 480 g ha, (1) 960 g ha, (J) 960 g ha*. (AdEp)
epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial.  (PP)parénquima palicadico. (Sp)
parénquima esponjoso. (SC) canal secretor; (A-P) Barra de escala 200 pm.

5.3. ldentificacdo de graos de amidos

N&o foi observada a presenca de gréos de amido no mesofilo, epiderme adaxial
epiderme abaxial de folhas de H. stigonocarpa H. independente da dose de glifosato

utilizada no estudo (Figura 5).
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Fig. 3. Teste histoquimico com lugol em folhas de H. stigonocarpa submetidas a
diferentes doses de glifosato. (A) controle, (B) 9.6 g ha, (C) 240 g ha*, (D) 480 g ha™,
(E) 960 g ha?, (F) 960 g ha®. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial.
(PP)parénquima palicadico. (Sp) parénquima esponjoso (SC) canal secretor. (A-F) Barra
de escala 100 pum.

5.4. ldentificacdo de compostos fenoélicos

Né&o foi observado a presenca de compostos fendlicos nas células das folhas do

tratamento controle de H. stigonocarpa bem como nos demais tratamentos (Figura 4).



38

®

Fig. 4. Testes histoquimico com cloreto férrico em folhas de H. stigonocarpa apés
aplicacdo das diferentes doses crescentes de glifosato. (A) controle, (B) 9.6 g hat, (C)
240 g hal, (D) 480 g ha*, (E) 960 g ha*, (F) 960 g ha™. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp)
epiderme abaxial. (PP) parénquima palicadico. (Sp) parénquima esponjoso. (SC) canal
secretor; (A-F) Barra de escala 100 pm

5.6. Avaliacéo de crescimento e desenvolvimento

Ao analisar a taxa de crescimento relativo para as plantas de H. stigonocarpa, foi
possivel verificar que o didmetro apresentou comportamento quadratico positivo, sendo
que todos os tratamentos foram melhores que a testemunha (figura 5-A), ja o crescimento
relativo de folhas novas e o crescimento relativo em altura apresentaram comportamento
quadratico negativo (Figura 5-B e 5-C).
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Fig. 5. Incrementos em diametro do caule (mm) (A), nimero de folhas (B) e altura (cm)
(C), em mudas de H. stigonocarpa, 2 meses apos aplicacdo de glifosato.

5.7. Medidas de micromorfometria

Nas analises micromorfométricas, o efeito das doses do glifosato ndo foram significativo
pelo teste F a 5% de probabilidade para a espessura dos tecidos foliares das plantas de H.
stigonocarpa. Abaixo sdo apresentadas as médias para as caracteristicas avaliadas
(Tabela 1).

Dose | Folha | EpAd | EpAb PP Sp |Mesofilo| CutAd | CutAb
(gha!) | (um) [ (um) | (um) | (um) | (um) | (um) | (um) | (um)

0 197,942 18,205 [ 15,966 | 72,709 | 89,408 162,538| 4,432 4,476

9,6 190,423]15,572]13,880| 62,629 |[92,383 156,323 4,327 4,346

240 |187,893| 17,859 | 14,424 | 61674 |91,780|155,280( 4,482 4,48

480 [190,650( 17,608 | 15,550 | 60,023 | 97,129 156,010 4,566 4,586

960 [174,924| 18,083 | 17,003 | 44,906 |94,928 13,8994 4,489 4,489
Medias |188,366| 17,465 | 15,364 | 60,388 | 93,126 (153,829 4,486 4,475

Tab. 1. CaraterizagOes das espessuras dos tecidos foliares, teste F a 5% de probabilidade
para folhas de Hymenaea stigonocarpa tratadas com glifosato ao longo de dois meses.
(AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima pali¢adico. (Sp)
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parénquima esponjoso. (CutAd) cuticula adaxial. (CutAb) cuticula abaxial. Escala em
pm.

5.7. Avaliacao fisioldgica

As andlises fisiologicas das mudas H. stigonocarpa, um dia apds a aplicacéo de
glifosato, apresentaram comportamento quadratico positivo para taxa fotossintética
(Figura 7-A), na taxa transporte de elétrons (Figura 7-B), na taxa transpiratdria (Figura 7-
C) e no rendimento quéantico efetivo do fotossistema Il. (Figura 7-D), exceto para taxa
transpiratdria, em que houve aumento somente até a dose 240, todas as doses do glifosato
aumentaram os valores das caracteristicas supracitadas, em relacdo a testemunha.

A segunda avaliacdo fisiologica, feita nas mudas H. stigonocarpa 60 dias apos a
aplicagéo, foi observado que a taxa transpiratoria diminui com as doses mais altas de
glifosato (Figura 8-A) e o rendimento quéntico potencial do fotossistema Il apresentou
comportamento quadratico em que a maior dose apresentou menores valores em relacao

ao demais tratamentos (Figura 8-B).
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Fig.7. Andlise fisiologicas das mudas de H. stigonocarpa. A- Taxa fotossintética, B- Taxa
transportadora de elétrons, C-Taxa transpiratdria, D-Rendimento quantico efetivo do
fotossistema. Um dia ap06s a aplicagdo de glifosato.
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Fig.8. Analise fisioldgicas das mudas de H. stigonocarpa. Taxa transpiratoria (A) e
Rendimento quantico potencial do FSII (B), 60 dias ap6s a aplicacdo de glifosato.
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6. DISCUSSAO

O glifosato ndo afetou a morfologia e anatomia das folhas de H. stigonocarpa
independente das doses do herbicida e o tempo de avaliacdo. Ha relatos de plantas
daninhas cujo mecanismo de tolerancia aos herbicidas se da pela baixa absor¢do e/ou
translocacéo do herbicida ao sitio de acdo (Székacs e Darvas, 2012; Alcantara et al., 2016)

Sabe que os principais sintomas do glifosato surgem horas apds aplicacéo e sdo
clorose seguida de necrose e ficam mais acentuados de acordo com a dose do principio
ativo em plantas sensiveis e esses sintomas foram ausentes durante o periodo de analise
e das doses. Ferreira et al (2019) relataram resultados diferentes em folhas de Digitaria
insularis.

Costa et al., (2011) relatou que analises anatémicas nas folhas sdo ferramentas
importantes que ajudam na deteccdo dos danos causados pelo contato com herbicidas
pois, esses podem determinar absorcdo pela planta. Entretanto, para este trabalho nao
foram observados danos anatémicos nas estruturas foliares avaliadas.

Os testes histoquimicos apresentando resultados negativos para deteccdo de
compostos fendlicos e amidos, por tanto ndo ha presenca de acimulo nos limbos foliares
analisados, estes resultados indicam que a espécie ndo passou por estresse oxidativo
(Louback et al., 2016). Como nao foi observada a presenca de acumulo de gréos de amido
nas folhas de H. stigonocarpa, indicando que a translocacdo de carboidratos ndo foi
prejudicada, como ja foram observadass em espécies expostas a diversos poluentes
atmosféricos (Rodrigues et al., 2018).

Através das avaliacbes anatdmicas pode-se analisar 0 mecanismo de defesa e
como contribui no entendimento a respeito da barreira que cada espécie impde a sua
penetracdo (Costa et al., 2011). No caso da H. stignocarpa constatou-se que a principal
barreira de protecéo é a espessura da cuticula na folha que minimiza o quanto de principio

ativo a planta absorve.
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O glifosato € um dos herbicidas mais estudados pela comunidade cientifica nos
altimos quinze anos (DUKE, 2018). A fitotoxidade foliar glifosato esta relacionada a
absorcdo através da cuticula, caso em que ocorrem a remoc¢do da camada de cera pela
aplicacdo do herbicida aumentando a chance de absorcéo de glifosato (Alves et al., 2014)
razdo pela qual a espécie ndo apresentou danos visiveis e, ou anatdmicos no H.
stigonocarp. Yilmaz e Dane (2012), observaram que a cera epicuticular € uma barreira
bastante eficaz contra a absor¢do de herbicidas solGveis em &gua, como o glifosato. Por
esse motivo, provavelmente, somente subdoses do glifosato foram absorvidas pelas
plantas.

O quenching ndo fotoquimico ndo foi afetado com a aplicacdo de glifosato, logo
a dissipacao da energia ndo radiativa 24 horas e aos 60 dias apds a exposi¢cdo das mudas
ao herbicida, nao foi afetada. Sabemos que o quenching nédo fotoquimico esta envolvido
na dissipacdo do excesso de energia e na regulacdo do centro de reacdo do fotossistema
I1, que por sua vez é um mecanismo de fotoprotecdo (Yan et al., 2017), com isso pode-se
afirmar o glifosato ndo provocou estresse nas plantas.

O glifosato promoveu engrossamento do caule. O didmetro do colo é uma das
caracteristicas cuja analise permite indicar a capacidade de uma muda para sobreviver no
campo e deve ser utilizado como um dos melhores indicadores para a qualidade da muda
e consequentemente a sobrevivéncia em campo (Sturion, 1981; Daniel et al., 1997). O
engrossamento do caule é um parametro importante para gerar maior resisténcia da planta
e aguentar o peso das folhas e frutos (OKA, 2017).

O tal crescimento pode estar relacionado em primeiro momento a ocorréncia de
alteracdes positivas nas taxas fotossintética, de transporte de elétrons, transpiratoria e no
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il. O aumento dessas taxas influenciam de
forma positiva as plantas, isso tudo esta relacionado ao grau de absor¢cdo em que baixas
doses tenham efeito hormonal, como ja foi relatado por Pereira et al., (2015) em outras
espécies florestais e dessa maneira promovendo efeito positivo do engrossamento do
caule (Yamashita et al., 2017).

O aumento inicial na taxa transpiratoria apds 24 horas ja foi apontando como
mecanismo de compensacdo de desfolhamento (Jucé et al., 2020), que por sua vez nao
conseguiu se manter durante os 60 dias, houve queda progressiva sugerindo que a
capacidade da planta de absorver agua suficiente para repor aguela consumida no
processo transpiratorio, conforme ja foi mostrado outros (Juca et al., 2010; Silva et al.,
2015).
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O desfolhamento provavelmente pode estar relacionado com a menor produgéo
em altura das plantas, fato intensificado pela diminuicdo da taxa transpiratoria e do
rendimento quantico potencial do fotossistema Il, verificados aos 60 dias apds a aplicacao
de glifosato. A abscisdo foliar ja foi relacionada com a reducdo da capacidade
fotossintética (Binotto et al. 2016; Mielke & Schaffer 2010), com o incremento da dose
do herbicida, aumentando o nivel de intoxicagdo causando abscisdo foliar e,
consequentemente, a reducdo de folhas, a fotossintese esta relacionada a queda na taxa de
crescimento das mudas de H. stigonocarpa. A desfolha reduz a oferta de carboidratos
para plantas, ocorrendo em seguida, alta demanda dos fotoassimilados (Srisook et al.,
2015). Assim, acredita-se que algo semelhante tenha ocorrido com o H. stigonocarpa do
cerrado em que a demanda energética para o crescimento vegetal ndo foi atendida nas
doses mais altas de glifosato.

Galli e Montezuma, (2005) relatam glifosato age inibindo da atividade da enzima
5- enolpiruvilshiquimato-3 fosfato sintase (EPSPS), que catalisa a condensacdo do acido
shiquimico e do &cido piravico, evitando a sintese de trés aminoacidos aromaticos -
fenilalanina, tirosina e triptofano influenciando negativamente o crescimento da planta
como aconteceu nas plantas tratadas, que tiveram seu crescimento afetado. Resultados
semelhantes sugerem que aparentemente as plantas tiveram um efeito inicial positivo para
0 crescimento, porém para as maiores doses, a presenca do glifosato afetou o aparato
foliar das plantas afetando negativamente o crescimento em altura. Entretanto seriam

necessarios estudos extras para avaliar se ha a presenca do &cido shiquimico nas plantas.
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7. CONCLUSOES

Com estes estudos pode-se concluir que a espécie Hymenaea stignocarpa
consegue sobreviver apds o contato com o herbicida glifosato, ndo apresentando danos
visuais e/ou anatdmicos independente da dose utilizada e do tempo de avaliacdo do
experimento.

A espécie apresentou aumento gradual nos incrementos de crescimento em
didmetro e reducédo gradual nos incrementos de folhas novas e altura.

Ocorreu aumento inicial nas taxas fotossintética, de transporte de elétrons e

transpiratoria, bem como no rendimento quantico efetivo do fotossistema I1.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ambas espécies serem tolerantes a Hymenaea courbaril L respondeu melhor a

exposicdo do glifosato em relacéo a espécie Hymenaea stigonocarpa.
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