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RESUMO

ARAUJO, Hugo Humberto de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2025. Abordagem morfoanatomica e metabdlica dos efeitos multidimensionais
do herbicida glifosato em espécies nativas do Cerrado e Mata Atlantica.
Orientadora: Luzimar Campos da Silva.

O uso indiscriminado e o manejo incorreto do glifosato podem promover efeitos
indesejados, como a contaminagdo do solo, da agua e de organismos nao alvo,
inclusive espécies vegetais nativas. Os efeitos deste herbicida na porcao aérea das
plantas sdo bem documentados. No entanto, existem muitas lacunas sobre os
efeitos no sistema radicular, na reproducdo e em estruturas secretoras de defesa
vegetal, especialmente em espécies nao alvo. A hipétese de estudo é que o
glifosato, mesmo em doses abaixo das utilizadas convencionalmente em campo,
pode promover danos multidimensionais em espécies nativas n&o alvo
comprometendo a interacdo entre porcao aérea e radicular, além de danos durante a
floracdo e em estruturas de defesa. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
multidimensionais promovidos pelo glifosato em plantas nativas em trés
perspectivas: (i) avaliar seus potenciais efeitos na interacdo entre parte aérea e
sistema radicular de Enterolobium contortisiliquum (Fabaceae), (ii) investigar os
impactos na fase reprodutiva de Cochlospermum regium (Bixaceae), (iii) avaliar os
impactos em nectéarios extraflorais (NEFs) de Joannesia princeps (Euphorbiaceae).
Os experimentos foram realizados em casa de vegetagédo, onde as plantas foram
expostas ao glifosato em diferentes doses: 0 (controle), 180, 360, 720 e 1440
g.e.a.ha (gramas do equivalente acido por hectare) . Para avaliagdo dos impactos
do herbicida foram feitas analises de alteragdes visuais, analises estruturais em
microscopia de luz e eletrdnica, além de avaliacbes fisioldégicas e metabdlicas.
Quando pertinente, os dados foram submetidos a analise estatistica para
comparacao dos resultados. Em E. contortisiliquum, os efeitos do glifosato foram
observados tanto a curto quanto a longo prazo. Inicialmente, os danos se
concentraram em tecidos jovens e ativos, mas, a longo prazo, estenderam-se para
toda a planta. Houve aumento da peroxidacao lipidica, reducao de pigmentos
fotossintéticos e assimilagdo de CO,, acumulo de amido, queda nos niveis de
acucares, aminoacidos e proteinas, além de alteragcdo na produgdo de compostos
fenolicos. Danos estruturais e visuais ocorreram em folhas e raizes, evidenciando a
sensibilidade da espécie e que as respostas entre as porcdes aérea e radicular
estdo relacionadas. Em C. regium, o herbicida comprometeu apices caulinares e
botdes florais, mesmo em doses inferiores as utilizadas em campo. Nas menores
doses, houve atraso no



desenvolvimento floral. Nas maiores doses, ocorreram gemas multiplas, senescéncia
de estipulas, colapso de tricomas e alteracbes na morfologia de idioblastos e
laticiferos. Nenhuma planta tratada atingiu a antese, sugerindo atraso na floragéao,
comprometendo a reproducdo da espécie. Em J. princeps, nectarios extraflorais
apresentaram clorose, necrose e abscisdo precoce. O herbicida causou colapso
epidérmico, alteragbes em plastidios e mitocéndrias, vacuolizagdo e redugdo de
proteinas, carboidratos e fenois. O volume e a qualidade do néctar foram reduzidos,
0 que pode afetar interacbes ecoldgicas mediadas por NEFs. Nossos resultados
confirmaram a hip6teses de estudo e contemplam os objetivos propostos. O glifosato
promoveu altera¢cdes multidimensionais em espécies nativas do Cerrado e Mata
Atlantica mesmo em doses inferiores as aplicadas comumente em campo. Estes
resultados ampliam a literatura sobre os efeitos diretos e indiretos do glifosato em
plantas e reforcam a necessidade do manejo adequado deste herbicida.

Palavras-chave: Enterolobium contortisiliquum; Cochlospermum regium; floracao;
Joannesia princeps; nectarios extraflorais; sistemas subterraneos



ABSTRACT

ARAUJO, Hugo Humberto de, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September,
2025. Morphoanatomical and metabolic approach to the multidimensional
effects of the herbicide glyphosate on native species of the Cerrado and
Atlantic Forest. Adviser: Luzimar Campos da Silva.

Frequent use and improper management of glyphosate can cause undesirable
effects, such as contamination of soil, water, and non-target organisms, including
native plant species. The effects of this herbicide on the aerial portion of plants are
well documented. However, there are many gaps in knowledge regarding its effects
on the root system, reproduction, and secretory structures of plant defense,
especially in non-target species. The study hypothesis is that glyphosate, even at
doses lower than those conventionally used in the field, can cause multidimensional
damage to non-target native species, compromising the interaction between the
aerial portion and roots, as well as damaging flowering and defense structures. The
objective of this study was to investigate the multidimensional effects of glyphosate
on native plants from three perspectives: (i) to evaluate its potential effects on the
interaction between the shoot and root system of Enterolobium contortisiliquum
(Fabaceae); (i) to investigate the impacts on the reproductive phase of
Cochlospermum regium (Bixaceae); and (iii) to evaluate the impacts on extrafloral
nectaries (EFNs) of Joannesia princeps (Euphorbiaceae). The experiments were
conducted in a greenhouse, where the plants were exposed to glyphosate at different
doses: 0 (control), 180, 360, 720, and 1440 g.e.a.ha™ (grams of acid equivalent per
hectare). To assess the impacts of the herbicide, visual changes, structural analyses
by light and electron microscopy, and physiological and metabolic evaluations were
performed. When applicable, the data were subjected to statistical analysis for
comparison. In E. contortisiliquum, the effects of glyphosate were observed in both
the short and long term. Initially, damage was concentrated in young, active tissues,
but in the long term, it spread throughout the plant. There was an increase in lipid
peroxidation, a reduction in photosynthetic pigments and CO, assimilation, starch
accumulation, a decrease in sugar, amino acid, and protein levels, and changes in
the production of phenolic compounds. Structural and visual damage occurred in
leaves and roots, demonstrating the species' sensitivity and the interrelationship
between the aerial and root portions. In C. regium, the herbicide damaged shoot
apices and flower buds, even at lower doses than those used in the field. At lower
doses, floral development was delayed. At higher doses, multiple buds, stipule



senescence, trichome collapse, and changes in idioblast and laticifer morphology
occurred. No treated plants reached anthesis, suggesting delayed flowering and
compromising the species' reproduction. In J. princeps, extrafloral nectaries exhibited
chlorosis, necrosis, and early abscission. The herbicide caused epidermal collapse,
alterations in plastids and mitochondria, vacuolization, and a reduction in proteins,
carbohydrates, and phenols. Nectar volume and quality were reduced, which may
affect ecological interactions mediated by EFNs. Our results confirmed the study
hypotheses and proposed objectives. Glyphosate promoted multidimensional
changes in native species of the Cerrado and Atlantic Forest even at doses lower
than those commonly applied in the field. These results expand the literature on the
direct and indirect effects of glyphosate on plants and reinforce the importance of
appropriate management of this herbicide.

Keywords: Enterolobium contortisiliquum; Cochlospermum regium; flowering;
Joannesia princeps; extrafloral nectaries; underground systems
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1. INTRODUCAO GERAL

O glifosato [N- (fosfonometil) glicina] € o herbicida mais utilizado no Brasil e no mundo
devido a seu custo-beneficio e eficiéncia no controle de plantas daninhas (Dupont et al., 2018;
IBAMA, 2023). Este herbicida € classificado como ndo-seletivo, sistémico e pertence ao grupo
quimico das glicinas substituidas (Franz, 1985). Apds a aplicagdo na porcdo aérea de plantas
daninhas em pds-emergéncia, o glifosato é absorvido via cuticula e translocado,
preferencialmente, pelo floema no fluxo dos fotoassimilados, para tecidos de reserva e em
desenvolvimento, tais como édpices caulinares, radiculares e primordios foliares, folhas e flores
em desenvolvimento, os quais atuam como dreno (Gomes et al., 2014; Singh et al., 2020).

O mecanismo de acdo do glifosato se da pela inibicdo da enzima cloroplastidica 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), que afeta diretamente a rota do acido
chiquimico (Finley e Duke, 2020). Consequentemente, ocorre inibi¢do da sintese de corismato
e dos aminodcidos triptofano, fenilalanina e tirosina, os quais sdo essenciais para a sintese de
proteinas e precursores de compostos secundarios, incluindo vitaminas, lignina e hormdnios
vegetais (Gomes et al., 2014; Freitas-Silva et al., 2022). Apesar de ser um produto destinado ao
controle de plantas daninhas, espécies ndo alvo que ocorrem préximas de dreas agricolas podem
ser afetadas pelo do glifosato (Rezende-Silva et al., 2019; Cruz et al., 2021).

Em regides agricolas onde o controle quimico € adotado, € um manejo inadequado é
empregado, parte do herbicida aplicado pode ser transportado da area de interesse para dreas
proximas por meio de diferentes vias, promovendo a contaminacdo do solo, da 4gua e
organismos nao alvo (Correia, 2018; Mendes et al., 2022). Dessa forma, os herbicidas,
principalmente os ndo-seletivos como aqueles a base de glifosato, podem ocasionar danos tanto
a cultura de interesse quanto a vegetacdo nativa em dreas proximas ao local de aplicacdo
(Hasanuzzaman et al., 2020; Freitas-Silva et al., 2022). No entanto, existem relativamente
poucos estudos e informacdes sobre os efeitos do glifosato em espécies ndo agricultaveis tendo
em vista a grande diversidade vegetal em ambientes tropicais (Rezende-Silva et al., 2019;
Freitas-Silva et al., 2020, 2022).

Apesar dos avancos na compreensdo do efeito do glifosato em plantas ndo alvo, a
maioria dos estudos se limita a andlises da porcao aérea durante a fase vegetativa, por meio de
andlises fisioldgicas e bioquimicas (Hoagland e Duke, 1982; Freitas-Silva et al., 2022). No
entanto, diversos aspectos da fitotoxicidade desse herbicida permanecem pouco explorados em
plantas nativas tropicais. Em especial, o conhecimento sobre os efeitos do glifosato no sistema

subterraneo ainda € limitado, embora o herbicida possa atingir raizes pela translocacio e
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promover alteracdes morfologicas e funcionais (Aradjo et al., 2024). Da mesma forma, a
interferéncia do glifosato durante o estdgio reprodutivo em plantas € pouco compreendida,
apesar da importancia dessa fase para manutencao das populagdes em ambientes naturais. Os
poucos estudos que abordam os efeitos deste herbicida na reprodugao de plantas nao alvo sdo
limitados a espécies de ambientes temperados (Carpenter et al., 2020; Strandberg et al., 2021).
Outro ponto ainda desconhecido diz respeito ao efeito do glifosato em estruturas secretoras
relacionadas a defesa, como os nectérios extraflorais, que desempenham papel importante na
protecao das plantas ao mediar interacdes planta-inseto (Nepi et al., 2018; Del-Claro et al.,
2016; Pereira et al., 2020). Desse modo, persistem lacunas significativas de conhecimento sobre
os impactos multidimensionais do glifosato em espécies nativas, sobretudo em ambientes como
o Cerrado e na Mata Atlantica, onde a expansdo da agricultura e o uso de herbicidas tem
destaque (Colli et al., 2020; MapBiomas, 2024; Sindiveg, 2024).

O Cerrado e a Mata Atlantica sdo hotspots em termos de biodiversidade (Myers, 2000).
No entanto, devido a intensa atividade agricola, muitas espécies nativas podem ser expostas a
doses nao letais de pesticidas como o herbicida glifosato. Nesse contexto, espécies vegetais
nativas nao alvo que ocorrem naturalmente proximas de areas agricolas como Cochlospermum
regium (Mart. ex Schrank) Pilg. (Bixaceae), Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong
(Fabaceae) e Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae), podem ser afetadas negativamente por
este herbicida. Considerando a ampla distribuicdo no Cerrado e Mata Atlantica, estas espécies
sdo modelos adequados para avaliar os efeitos morfoanatomicos e metabdlicos do glifosato. A
investigacao destes aspectos pode fornecer dados importantes sobre os impactos dos herbicidas
no ambiente e em comunidades vegetais naturais, fornecendo subsidios para politicas publicas
de conservacgao e para uso consciente dos herbicidas (Aragjo et al., 2025).

A hipétese neste estudo € que o glifosato, mesmo em doses abaixo das utilizadas
convencionalmente em campo, pode promover danos multidimensionais em espécies nativas
ndo alvo comprometendo a interacdo entre a porcao aérea e radicular, além de promover danos
durante a fase reprodutiva e em estruturas secretoras relacionadas a defesa, como os nectérios
extraflorais. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos multidimensionais promovidos
pelo glifosato em plantas nativas em trés perspectivas: (i) avaliar os efeitos morfoanatdmicos e
metabdlicos do glifosato na interacdo parte aérea e sistema radicular de Enterolobium
contortisiliquum (Fabaceae), (ii) investigar os impactos morfoanatomicos do glifosato no
desenvolvimento inicial de gemas e botdes florais de Cochlospermum regium (Bixaceae), (iii)
avaliar os impactos morfoanatdmicos e funcionais do glifosato nos nectdrios extraflorais

(NEFs) de Joannesia princeps (Euphorbiaceae).
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Desse modo, a tese foi organizada em trés artigos:

“Impactos do herbicida glifosato na porcio aérea e sistema radicular de Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong (Fabaceae): Alteracdes morfoldgicas, estruturais e
metabdlicas em uma leguminosa arbdérea ndo alvo”. Este artigo foi formatado nas
normas do periddico Pesticide Biochemistry and Physiology ao qual serda submetido

apos traducao e a incorporagdo das sugestdes da banca avaliadora.

“Efeitos do herbicida glifosato no desenvolvimento inicial de gemas e botdes florais de
Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilg. (Bixaceae), uma espécie nativa do
Cerrado: Alteragdes visuais, micromorfologicas e estruturais”. Este artigo foi formatado
nas normas do periodico Flora ao qual serd submetido apds tradugdo e a incorporagdo

das sugestdes da banca avaliadora.

“Morfoanatomia, histoquimica, ultraestrutura e andlise do néctar de nectarios
extraflorais de Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae), uma espécie nao alvo, em
resposta ao herbicida glifosato”. Este artigo foi formatado nas normas do periddico
Environmental Science and Pollution Research ao qual serd submetido apés tradugio e

a incorporacdo das sugestdes da banca avaliadora.
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Impactos do herbicida glifosato na porc¢ao aérea e sistema radicular de Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong (Fabaceae): Alteracoes morfologicas, anatomicas e

metabdlicas em uma leguminosa arbérea nao alvo
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Resumo

A maioria dos estudos sobre o efeito do glifosato em plantas ndo alvo foca apenas em
investigacdes da porcdo aérea das plantas, desconsiderando os eventuais impactos na por¢ao
subterranea. Portanto, avaliacdes multidimensionais, integrando as por¢des aérea e radicular de
espécies nativas ndo alvo podem contribuir para uma melhor compreensdo dos impactos do
glifosato nas plantas sensiveis e identificar marcadores de fitotoxicidade. A hipétese de estudo
€ que o herbicida glifosato induz altera¢des integradas na parte aérea e no sistema radicular de
E. contortisiliguum em diferentes escalas temporais. Nesse contexto, objetivamos investigar as
alteracdoes morfoldgicas, anatdmicas, fisiologicas e metabdlicas promovidas pelo herbicida
glifosato na porg¢do aérea e sistema radicular de mudas de E. contortisiliguum. Adicionalmente,
buscamos identificar marcadores de fitotoxicidade a curto e longo prazo. Mudas de E.
contortisiliquum foram submetidas a um herbicida a base de glifosato nas doses 0, 180, 360,
720 e 1440 g.ea.ha!. Decorridos 7 e 90 dias apés a aplicagdo, foram feitas andlises
morfoanatomicas, fisiologicas e metabodlicas em folhas e raizes. A curto prazo, os danos se

concentraram em regides jovens e metabolicamente ativas, enquanto que a longo prazo as
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alteracdes se estenderam para toda a planta. O glifosato promoveu aumento da peroxidagdo
lipidica, reducdo de pigmentos fotossintéticos, redu¢@o na assimilacdo de CO», acimulo de
amido, redu¢do de acucares, reducdo de aminodacidos e proteinas e alteragcdes na producdo de
compostos fendlicos, além de danos estruturais e visuais em folhas e raizes em ambos os
periodos de avaliacio. Embora as folhas sejam mais responsivas em curto prazo, as raizes
também sdo sensiveis, especialmente a longo prazo. Nosso estudo reforca a importincia de
avalia¢des multidimensionais, que integram a por¢do aérea e radicular em avaliagdes de plantas

ndo alvo expostas ao glifosato.

Palavras-chave: Dano celular; Cerrado; Pesticidas; Planta ndo alvo; Raizes.

1. Introducio

Atualmente, o glifosato € o herbicida mais utilizado no mundo e o produto mais
comercializado no Brasil IBAMA, 2023). O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] € um herbicida
sistémico, de pds-emergéncia, ndo seletivo e amplamente utilizado no controle de plantas
daninhas (Duke e Powles, 2008). Apds a aplicacdo na porcdo aérea de plantas daninhas, o
glifosato € absor¢@o via cuticula, e translocado pelo floema para regides com alta atividade
metabodlica como folhas jovens, dpices caulinares e radiculares que podem estar distantes do
local de aplicacdo (Freitas-Silva et al., 2022; Martinelli et al., 2022). Devido a alta polaridade
e forte ionizagdo, o glifosato possui elevada mobilidade pelo floema (Mendes et al., 2022). O
glifosato atua na rota do 4cido chiquimico ao bloquear a 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPS) e promover reducdo na biossintese de trés aminodcidos arométicos (triptofano,
fenilalanina e tirosina) que sdo precursores de proteinas, fitohormonios e metabodlitos
secundérios, causando a morte de plantas sensiveis (Gomes et al., 2014; Freitas-Silva et al.,
2022). A acdo lenta e alta mobilidade no floema permitem que este herbicida seja utilizado,
inclusive, no controle de plantas perenes (Duke, 2020).

Durante a pulverizacao do herbicida por via aérea (por exemplo, aeronaves agricolas e
drones) ou terrestre (por exemplo, tratores), devido ao manejo inadequado e uso massivo, uma
parte do produto utilizado pode atingir dreas ndo planejadas por meio de diferentes vias de
transporte (como deriva, escoamento superficial e infiltracdo), contaminando matrizes como
solo e dgua (Mendes et al., 2023; Aradjo et al., 2023). Plantas nao alvo, (ou seja, que nao sdo
alvo intencional da aplicagdo) podem apresentar inuimeras alteracdes morfoldgicas e

metabodlicas quando expostas ao glifosato, mesmo em doses abaixo daquela comumente
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aplicadas em campo (Aratjo et al., 2025). Devido ao efeito negativo em espécies de plantas
nativas, o glifosato pode atuar como agente de selecdo de espécies e tem potencial para reduzir
a diversidade floristica de ecossistemas como o Cerrado (Borges et al. 2021). Esse bioma
concentra grande parte das monoculturas do pais com destaque para soja, milho, cana de agtcar
e algoddao que representam as culturas com maior consumo de agrotéxicos no Brasil
(MapBiomas, 2024; Sindiveg, 2024).

Em plantas ndo alvo, o glifosato pode promover inimeras alteragdes morfoldgicas,
anatOmicas, fisiolégicas e metabdlicas que podem ser utilizadas como bioindicadores da
fitotoxicidade do herbicida (Freitas-Silva et al., 2020). Marcadores como acumulo de acido
chiquimico, aumento da peroxidagdo lipidica, reducao de pigmentos fotossintético, reducao da
assimilacdo de COz, alteracdes na producao de metabolitos primarios e secundarios , alteracoes
anatomicas, além de clorose, danos foliares e redu¢ao no desenvolvimento, foram descritos em
estudos com espécies nao alvo expostas ao glifosato (Santos et al., 2020; Oliveira et al., 2021;
Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2020, 2022; Rezende-Silva et al., 2019, 2022; Santos et
al., 2023; Aratjo et al., 2024, 2025). O tipo de resposta e a intensidade podem variar de acordo
com o estdgio de desenvolvimento do 6rgdo analisado, bem como com o periodo apds a
exposicao ao herbicida e entre os 6rgdos das plantas. No entanto, pouca aten¢do tem sido dada
sobre efeito do glifosato no sistema subterraneo de plantas nativas. Os poucos estudos sobre
essa temdtica se limitam a andlises morfoldgicas das raizes, ndo abordando os aspectos
estruturais e metabdlicos (Borges et al., 2021; Abreu et al., 2022).

Leguminosas arbdreas sdo componentes ecologicos importantes em ambiente tropicais
como o Cerrado, pois estdo associadas a servicos ecossistémicos, como a fixacao bioldgica de
nitrogénio, por meio de associacdes mutualisticas e estoque de carbono, devido a elevada
producdo de biomassa (Dubeux et al., 2017; Nair et al., 2021). Além disso, fornecem recursos
para inimeros organismos, incluindo seres humanos (Saikia et al., 2020). Devido a sua ampla
distribuicdo, as leguminosas arbéreas podem ocorrer naturalmente préximas as lavouras e
monoculturas e podem ser afetadas negativamente pela exposicdo a herbicidas como o
glifosato. Muitas espécies de leguminosas arbdreas nao alvo como Anadenanthera colubrina
(Abreu et al., 2022), Bowdichia virgilioides (Oliveira et al., 2021), Cenostigma macrophyllum
(Santos et al., 2020), e Enterolobium contortisiliquum (Aratjo et al., 2024) sdo sensiveis ao
glifosato e presentam alteracdes fisiologicas, anatdomicas e no desenvolvimento apds a
exposicao ao herbicida. No entanto, outras espécies sdo mais tolerantes como Dipterix alata
(Abreu et al., 2022), Hymenaea stigonocarpa (Faria et al., 2024) e Hymenaea courbaril (Faria
et al., 2022).
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Os impactos negativos do glifosato em espécies de plantas ndao alvo tém sido
demonstrados em estudos recentes (Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2022; Rezende-Silva
et al., 2019, 2022; Aradjo et al., 2024,2025). Os impactos morfoldégicos, fisiolégicos e
bioquimicos deste herbicida sdo bem documentados em folhas e na porcao aérea. No entanto,
Aratjo et al. (2024) destacam a importancia de ampliar esse tipo de abordagem e integrar
andlises envolvendo porcdo aérea e subterranea em plantas expostas a herbicidas sistémicos
como o glifosato, uma vez que, as raizes podem ser impactadas mesmo nao sendo o alvo
principal da aplicagdo. Ao investigarem os impactos do glifosato na morfoanatomia e
desenvolvimento de mudas de Enterolobium contortisiliqguum, estes autores destacam a
necessidade de uma avaliacio a longo prazo para caracterizar marcadores tardios da
fitotoxicidade e uma investigagcdo detalhada do sistema radicular (Araujo et al., 2024). Além
disso, os mecanismos fisioldgicos e metabdlicos, envolvidos na sensibilidade de E.
contortisiliquum ao glifosato permanecem desconhecidos e podem contribuir para entender
melhor os impactos multidimensionais do herbicida nessa espécie nativa do Brasil com ampla
distribui¢do e ocorréncia no Cerrado (Morim et al., 2020).

A hipotese de estudo é que o herbicida glifosato induz alteragdes integradas na parte
aérea e no sistema radicular de E. contortisiliqguum em diferentes escalas temporais. Nesse
contexto, o objetivo deste estudo foi investigar as alteracdes morfoldgicas, anatdmicas,
fisiolégicas e metabdlicas promovidas pelo glifosato na porcdo aérea e sistema radicular de
mudas de E. contortisiliquum. Adicionalmente, buscamos ampliar a investigacao de Araujo et
al. (2024) com a identificagdo de possiveis biomarcadores de sensibilidade relacionados a
exposi¢cao ao herbicida, considerando respostas a curto e longo prazo apds a exposi¢do. Com
esse estudo buscamos responder as seguintes perguntas: (i) Quais respostas fisiologicas e
metabolicas estdo envolvidas na sensibilidade de E. contortisiliqguum ao glifosato? (ii) Quais
sdo os biomarcadores de sensibilidade ao glifosato em curto e longo prazo apds a exposicao?

(iii)) Como os efeitos na por¢ao aérea podem influenciar a por¢do radicular e vice versa?

2. Materiais e métodos

2.1 Obtencdo das mudas e condicoes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na Universidade Federal de Vigosa

(UFV), 20° 45" 33.8" S, 42° 51’ 10.4" W, Minas Gerais, Brasil. Sementes de Enterolobium

contortisiliquum, conhecida popularmente como “Tamboril”, foram coletadas de matrizes em
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estdgio reprodutivo, no Horto Botanico da UFV. Apds a coleta, as sementes foram escarificadas
manualmente com lixa, embebidas por 24h em 4dgua destilada e, em seguida, plantadas em potes
plasticos de 500ml. O substrato utilizado para o plantio e cultivo foi Topstrato HT (Vida Verde),
constituido a base de casca de pinus, vermiculita, turfa e enriquecido com PG Mix 14.16.18,
nitrato de potdssio e superfosfato simples. Decorridos 30 dias apds o plantio, as mudas foram
transplantadas para vasos pldsticos de 3.8L com o mesmo substrato comercial. As mudas
receberam irrigacdo didria e solucdo nutritiva de Hoagland a metade da forca ibnica
semanalmente (Hoagland e Arnon 1950). Ao final, foram obtidas 50 mudas padronizadas,
divididas em dois grupos de plantas: 25 mudas com 3 meses de idade e 25 mudas com 4 meses

de idade.

2.2 Aplicagdo do herbicida

As mudas (n=5) foram pulverizadas com um herbicida comercial a base de glifosato:
Roundup® Original Mais, com 480 g/L de equivalente 4cido de N-(phosfometil-glicina). Foi
feita uma unica aplicacdo de quatro doses crescentes do herbicida: 180, 360, 720 e 1440
g.e.a.ha! que correspondem, respectivamente, a 12.5, 25, 50 e 100% da dose aplicada em
campo. As plantas do controle ndo receberam pulverizacdo. Essas doses foram definidas com
base em estudos prévios envolvendo espécies arbdreas nativas em estdgio juvenil expostas ao
glifosato (Freitas-Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021; Aratjo et al., 2024, 2025). A pulverizacao
foi feita a 50 cm de altura do topo das plantas, com pulverizador costal (Herbicat, Catanduva
Brasil) propelido a CO2 a uma pressao constante de 2 bar e volume de calda ajustado para 150
L/ha’!. Foi utilizada uma barra de aplicacdo com dois bicos de aspersdo tipo leque TT 11002
VP (Teelet® -Wheaton, Illinois, EUA) com 0.5 m de distincia. Durante a aplicagdo, as
condi¢Oes ambientais foram: temperatura média de 18,9 °C, umidade do ar de 88% e velocidade
do vento de 0,4 m/s. Todas as andlises fisiol6gicas e coleta de amostras para os estudos
anatdmicos e bioquimicos foram feitas 7 e 90 dias ap6s a aplicagdo (DAA). O grupo de mudas
com 4 meses de idade foi analisado 7 DAA e o grupo de mudas com 3 meses de idade foi

analisado 90 DAA.

2.3 Avaliacdo de danos visuais em folhas e raizes

Para a andlise visual foram fotografadas folhas jovens, folhas completamente

desenvolvidas, raizes e dpices caulinares e radiculares. O substrato aderido as raizes foi retirado
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manualmente e, em seguida, as raizes foram lavadas em dgua corrente. O registro fotogréfico
foi feito com auxilio de camera digital (48 MP — Samsung Galaxy A34). Para a andlise dos
apices radiculares foi utilizado um microscopio estereoscopio modelo Stemi 2000-C

(Carl Zeiss, Alemanha).

2.4 Caracterizagdo anatomica de folhas e raizes

Folidlulos da por¢ao mediana de folhas completamente expandidas do terceiro né (n=3),
sem sintomas visuais, e fragmentos de dpices radiculares (n=3) de raizes laterais e raizes em
crescimento secundério, foram fixados em formalina neutra tamponada (FNT) e estocadas em
etanol 70% (Kraus e Arduin, 1997). Em seguida, foram segmentados fragmentos dos foliolos
na por¢ao mediana para obtencao de cortes transversais, fragmentos de raizes a cerca de 3 mm
do épice para corte transversal e dpices radiculares para cortes longitudinais. Os fragmentos
foram desidratados em série etilica e incluidos em historesina (Leica Historesin, Heidelberg,
Alemanha). As amostras foram secionadas em micrétomo rotativo (Leica RM 2255 - Leica
Microsystems Inc., Deerfield, IL, USA) com Sum de espessura, coradas com azul de toluidina
pH 4,7 (O’Brien e McCully,1981) e montadas entre lamina e laminula com Permount (Fisher
Scientific). O registro fotografico das laminas foi feito em fotomicroscépio (AX70RF, Olympus
Optical, Téquio, Japao), equipado com sistema de captura de imagens (Axio Vision Release

4.8.1, Carl Zeiss Vision, Alemanha), no laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

2.5 Andlise de trocas gasosas

Foram utilizadas folhas (n=4) completamente expandidas, do terceiro né sem sintomas
de danos visuais. As leituras foram feitas em um foliolo da porcdo mediana da folha. As
andlises foram conduzidas entre 8h e 11h da manha utilizando um analisador de gases
infravermelho (LI-6400XT, LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, EUA). Para as leituras foi
padronizado um fluxo de fétons de 1000 pmol m?s! e uma concentragio de CO> de 425 ppm.
ApOs a estabilizagdo, foram realizadas trés leituras em intervalos de 1 min. Os seguintes
parametros foram avaliados: assimilagiio de COx (A - pmol CO> m™ s!), condutincia estomatica
(gs - pmol H,0 m™ s™), transpiracdo (E), concentragio interna de COx (C)) e eficiéncia do uso

da dgua (EUA - pmol CO2 mol H>0O), obtida com base na relagao A/g;.

2.6 Andlises bioquimicas e metabdlicas
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Foram coletados trés foliolos de folhas completamente expandidas do terceiro nd, sem
sintomas visuais (n=4). Também foram coletadas amostras de raizes laterais (n=4) a cerca de 1
cm do 4dpice radicular. Antes da coleta, as raizes foram lavadas em 4gua corrente e secas em
papel toalha. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em ultra freezer

a -80 °C até o momento das analises.

2.6.1 Quantificacio de pigmentos, metabdlitos primarios e compostos fendlicos

As amostras de folhas e raizes frescas congeladas foram submetidas a liofilizacdo em
temperatura de -48 °C por trés dias, em seguida as amostras foram maceradas em moinho de
bolas. Aliquotas de 10 mg do material vegetal triturado foram submetidos a extracao metandlica
a 70 °C por 30 min e centrifugadas a 16.200 g por 5 min (Lisec et al., 2006). A fracdo solivel
foi utilizada para determinagdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila total, carotenoides e
razdo clorofila a/b), de acordo com a metodologia proposta por Sulpice et al. (2009);
quantificacdo de agucares (glicose, frutose e sacarose), de acordo com a metodologia proposta
por Fernie et al. (2001); quantificacdo de aminodcidos de acordo com Yemm et al. (1955) e
compostos fendlicos totais, pela metodologia proposta por Bieleski e Turner (1966). A fracdo
insoluvel foi utilizada para a determinacdo de amido, pela metodologia descrita por Fernie et
al. (2001) e quantificacdo de proteinas, como descrito por Bradford et al. (1951). As analises

bioquimicas foram conduzidas no Laboratorio de Nutrigdo e Metabolismo de Plantas da UFV.

2.7 Determinagdo da peroxidacdo lipidica

A andlise da peroxidagdo lipidica foi feita com base na metodologia proposta por
Hodges et al. (1999). Amostras de 200 mg de folhas e raizes frescas, congeladas em nitrogénio
liquido, foram homogeneizadas em etanol 80% e centrifugadas a 3.000 g por 10 min. Em
seguida, 1 mL do sobrenadante foi homogeneizado a 1 mL de 4cido tricloroacético 20%. Em
outro tubo 1 mL do sobrenadante foi homogeneizado com 1 mL de uma mistura de 4cido
tricloroacético 20% e 4cido tiobarbitirico 0,5%. Os tubos foram agitados e incubados por 25
min a 95 °C. A absorbancia foi obtida em leitor de microplacas (Epoch, Aligent Technologies,
Bio Tek Instrumensts, Santa Clara, CA) a 440, 532 e 600 nm. O equivalente de MDA (TBARS
— substancias reativas ao dcido tiobarbiturico) foi calculado com base na equacio proposta por

Hodges et al (1999).
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2.8 Andlise estatistica dos dados

Os dados quantitativos, referentes as andlises fisiologicas e bioquimicas, foram
verificados quanto a normalidade e homogeneidade da distribuicdo. Para todas as anélises
foram utilizadas quatro repeti¢des por tratamento (n = 4). As diferengas entre os tratamentos
foram avaliadas pela andlise de varidncia (ANOVA). Em seguida, os grupos de respostas foram
submetidos ao teste de Tukey. Os dados também foram submetidos a andlise de componentes
principais (PCA) e andlise de correlacao de Person, com posterior construcdo de uma matriz de
correlacdo e heatmap. Para todas as andlises foi considerado o nivel de significancia de 5% (p
< 0.05). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 10

(GraphPad Software, Inc.).

3. Resultados

3.1 Caracterizagdo de alteragoes visuais em folhas e raizes

Visualmente, a aplicacdo do herbicida promoveu danos na por¢do aérea e no sistema
radicular de Enterolobium contortisiliquum em todas as doses testadas. As plantas do controle
em ambos os periodos de avaliacdo apresentaram folhas sem danos visuais, com aspecto
sauddvel, e folidlulos verdes com distribui¢do homogénea na folha (Fig. 1 A-D).

Decorridos 7 DAA, foram observados danos principalmente nos dpices caulinares e
folhas jovens em desenvolvimento a partir da dose de 180 g.e.a.ha! . Nas doses de 180 e 360
g.e.a.ha’! ocorreu clorose intensa nos dpices das folhas jovens (Fig. 1 E). Na dose de 1440
g.e.ahal, além da clorose intensa foi observada deformacdo dos folidlulos e abscisdo de
foliolos (Fig. 1 I). As folhas completamente expandidas, a partir do terceiro né apresentaram
aspecto integro no controle (Fig. 1 B) e nas menores doses (Fig. 1 F). Na dose de 1440 g.e.a.ha
! foi observado clorose e abscisdo de foliolos somente na porcdo terminal das folhas expandidas
(Fig. 1J).

Decorridos 90 DAA, os sintomas foliares foram mais intensos, sendo que todos os
individuos na maior dose morreram. Nas doses de 180 e 360 g.e.a.ha’!, as folhas jovens
apresentaram intensa reducdo do nimero de foliolos e deformacgdo dos folidlulos (Fig. 1 G).
Nas doses de 360 e 720 g.e.a.ha’!, as folhas jovens apresentaram reducdo na expansio e

desenvolvimento dos folidlulos, que apresentaram aspecto clorético e deformacao (Fig. 1 K).



26

As folhas completamente expandidas apresentaram clorose intensa, com abscisdo de foliolos e
foliélulos a partir da dose de 360 g.e.a.ha! (Fig. 1 H e L). Todas as plantas na dose 1440
g.e.a.ha‘1 estavam mortas.

O 4pice caulinar de plantas do controle, com 7 DAA apresentou coloragao verde e
primérdios foliares em desenvolvimento (Fig. 1 M). Na dose de 180 e 360 g.e.a.ha™ foi
observado clorose discreta, e redu¢do do desenvolvimento dos primérdios foliares (Fig. 1 N),
progredindo para senescéncia de folhas jovens e primdrdios caulinares além de epinastia do
dpice caulinar nas doses de 720 e 1440 g.e.a.ha” (Fig. 1 Q e R). Decorridos 90 DAA, os dpices
caulinares apresentaram reduciao no desenvolvimento e aspecto clorético a partir da dose 180
(Fig. 1 P). Nas doses de 360 e 720 g.e.a.ha™! a clorose foi mais intensa nessa regido (Fig. 1 S e
T), os primdrdios foliares estavam pouco desenvolvidos (Fig. 1 S) e formacdo de multiplos
brotos, cloréticos e deformados na regido apical do caule (Fig. 1 T).

Em relacdo ao sistema radicular, as plantas do controle em ambos os periodos de
avaliacdo (Fig. 2 A-D) apresentaram raizes densas, com inimeros nddulos de coloracao
avermelhada internamente (Fig. 2 A e C). O 4pice das raizes apresentou coloragdo clara,
superficie lisa, formato conico afilado na extremidade (Fig. 2 B e D). Decorridos 7 DAA néo
foram observadas alteracdes na densidade de raizes (Fig. 2 E). No entanto, a partir da dose de
180 g.e.a.ha! (Fig. 2 E-H) os 4pices apresentaram contorno sinuoso e irregular (Fig. 2 F), além
de ruptura da epiderme e dilatacdo da regido subapical, adquirindo aspecto de “clava” nas doses
de 720 e 1440 g.e.a.ha! (Fig. 2 J).

Decorridos 90 DAA, ocorreu reducio no tamanho e densidade de raizes finas a partir da
dose de 360 g.e.a.ha™! (Fig. 2 G e K). Os nédulos das raizes apresentaram diminui¢do visual na
densidade com o aumento das doses do herbicida, acompanhado de reducdo da coloragdo
avermelhada e aspecto necrético nas maiores doses, em comparacao ao controle (Fig. 2 C, G e
K). Os épices das raizes apresentaram aspecto dilatado, com ruptura da epiderme e necrose a

partir da dose de 360 g.e.a.ha! (Fig.2 He L).

3.2 Caracterizagdo de alteragoes anatomicas em folhas e raizes

Nas plantas do controle, as folhas completamente expandidas de E. contortisiliqguum
possuem epiderme uniestratificada, mesofilo dorsiventral e parénquima clorofiliano com
nicleo bem evidentes, posicionados na porcao mediana na célula e cloroplastos pequenos em

posicao parietal (Fig. 3 A e B), ndo havendo diferenga aos 7 € 90 DAA.
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Decorridos 7 DAA, em todas as plantas submetidas ao glifosato, ocorreu aumento visual
no tamanho dos cloroplastos do parénquima clorofiliano em folhas sem sintomas visuais, a
partir da dose 180 g.e.a.ha”! em comparacio ao controle (Fig. 3 C, E e G). Com o aumento das
doses do herbicida, o citoplasma das células do parénquima clorofiliano apresentou aspecto
menos denso em relagdo ao controle e nicleos com aspecto mais condensado (Fig. C, E e G).
Nao foram observadas alteracOes nos tecidos de conducio na nervura de maior porte (Fig. I e
D).

Decorridos 90 DAA, as folhas completamente expandidas de E. contortisiliquum
submetidas ao glifosato apresentaram parénquima clorofiliano com células visualmente mais
largas e com cloroplastos maiores, em relacdo ao controle (Fig. 3 D, F e H). A lamina foliar
teve reducdo visual na espessura com o aumento das doses do herbicida. A partir da dose de
360 g.e.a.ha’!, ocorreu colapso de elementos de vaso do xilema e das células do floema, além
de ruptura e colapso de células epidérmicas na regiao do bordo e nervura dos folidlulos (Fig. 3
K e L). Nas maiores doses ocorreram alteracdes no formado das células do mesofilo e dos
elementos de conducao do xilema (Fig. 3 Ke L).

As raizes em crescimento primario (Fig. 4 A-R) de plantas expostas ao herbicida
glifosato (Fig. 4 G-R) apresentaram maior diferenciacdo dos tecidos primdrios e reducdo da
por¢dao meristematica, em comparacdo com o controle. Os dpices de raizes das plantas do
controle em ambos os periodos de avaliagdo apresentaram aspecto similar, com coifa alongada,
regido meristemdtica com células de citoplasma denso (Fig. 4 A e D) e intensa divisao celular.
Em corte transversal, as raizes das plantas do controle nio apresentaram tecidos completamente
diferenciados, apresentando apenas tecidos meristemadticos primdrios (Fig. 4 B, C, E e F).
Decorridos 7 DAA, a partir da dose de 180 g.e.a.ha™!, ocorreu redugio visual no tamanho da
coifa e da regido meristemadtica, além da reducdo no tamanho do meristema que progrediu com
o aumento das doses do herbicida (Fig. 4 G e M). Em corte transversal os tecidos primarios das
rafzes ja estavam diferenciados na altura do corte, a partir da dose de 180 g.e.a.ha! (Fig. 4 He
I). Nas doses de 720 e 1440 g.e.a.ha’! ocorreram rupturas na epiderme (Fig. 4 M), colapso das
c€lulas do cortex (Fig. 4 N) além de alteragdes no formato dos elementos de conducio do xilema
e colapso das células do floema (Fig. 4 O). Decorridos 90 DAA, foram observados os mesmos
aspectos de lesdes nos dpices radiculares de plantas expostas ao glifosato. No entanto, o colapso
das células do floema surgiu a partir da dose de 180 g.e.a.ha™! e foi mais intenso nas doses de
360 e 720 g.e.a.ha’! (Fig. 4 L e R). Na dose 720 g.e.a.ha’!, os tecidos estavam diferenciados em

corte longitudinal, sem células com aspecto meristemdtico no dpice radicular (Fig. 4 P-R).
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Raizes em crescimento secunddrio (Fig. 4 S-V) de plantas do controle em ambos os
periodos de avaliacdo, apresentaram floema secundario com acimulo de compostos fendlicos
na regido proxima a periderme (Fig. 4 S e U). O xilema secunddrio € amplo com elementos de
vaso de parede espessa e isodiamétricos em corte transversal (Fig. 4 S e U). Plantas expostas
ao herbicida apresentaram alteracdes no formado dos elementos de conducdo do xilema
secundério, préximo ao cambio vascular, além me maior actimulo visual de composto fendlicos
no xilema e floema secunddrio a partir da dose de 180 g.e.a.ha! em ambos os periodos de
avaliacdo (Fig. 4 S-V). Decorridos 90 DAA ocorreram necroses na regido do floema secundario

(Fig. 4 V).

3.3 Alteragoes nas trocas gasosas

Mudas de E. contortisiliquum expostas ao glifosato apresentaram alteracdes
significativas nas trocas gasosas em ambos os periodos de avaliacdo (Fig. 5 A-E).

Decorridos 7 DAA, ocorreu reducao na assimilagdo de CO2 (A) nas doses de 720 e 1440
g.e.aha! (Fig. 5 A) em relagdo ao controle. De modo semelhante, com 90 DAA ocorreu
redugdo da A, principalmente na dose de 720 g.e.a.ha™ (Fig. 5 A). A condutincia estomatica
(gs), 7 DAA teve reducdo nas doses 720 e 1440 g.e.a.ha! (Fig. 5 B). No entanto, aos 90 DAA
ndo houve variagoes significativas na gy (Fig. 5 B). A concentracdo interna de CO; (C;) ndo
apresentou variagdes significativas 7 DAA (Fig. 5 C). No entanto, aos 90 DAA ocorreu
aumento significativo da C; a partir da dose de 180 g.e.a.ha™! (Fig. 5 C). A transpiracdo (E)
apresentou um leve aumento na dose 180, seguida por redugdo significativa nas doses 720 e
1440 g.e.aha! (Fig. 5 D). Decorridos 90 DAA, ndo ocorreram variagdes significativas na C;
(Fig. 5 D). A eficiéncia do uso da dgua (EUA), 7 DAA teve aumento nas doses de 720 e 1440
g.e.aha! (Fig. 5 E). Decorridos 90 DAA, a EUA teve uma redugio na dose de 720 g.e.a.ha™!
(Fig. 5E).

3.4 Quantificacdo de pigmentos vegetais

As plantas expostas ao glifosato apresentaram alteracdes nos teores pigmentos
fotossintéticos somente 90 DAA (Fig. 5 F-H). Ndo ocorreram variagdes significativas nos
pigmentos em folhas sem sintomas visuais de plantas 7 DAA. Decorridos 90 DAA, ocorreu

reducdo significativa dos teores de clorofila total a parti da dose 180 g.e.a.ha! (Fig. 5 F). Os
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teores de carotenoides e razdo clorofila a/b tiveram comportamento semelhante, com redugdo

significativa nas doses 360 e 720 g.e.a.ha™ (Fig. 5 G e H).

3.5 Quantificacdo de metabolitos primdrios em folhas e raizes

O glifosato promoveu alteracdes na produgcdo de metabdlitos primérios em folhas e
raizes de E. contortisiliquum expostas ao herbicida em ambos os periodos de avaliacdo (Fig. 6
e7).

Em folhas, aos 7 DAA, ocorreu aumento significativo na concentragdo de aminoacidos
e protefnas somente na dose de 180 g.e.a.ha™ (Fig. 6 A e C). No entanto, 90 DAA ocorreu
reducdo de aminodcidos e proteinas em folhas completamente expandidas em todas as plantas
expostas ao herbicida, a partir da dose 180 g.e.a.ha! (Fig. 6 A e C). Em raizes, 7 DAA ocorreu
reducio significativa de amino4cidos apenas da dose 1440 g.e.a.ha™!, sem variacdes nos teores
de proteinas (Fig. 6 B e D). Decorridos 90 DAA, ocorreu reducao de aminoécidos nas raizes a
partir da dose de 180 g.e.a.ha™! (Fig. 6 B e D). Os teores de protefnas nas raizes tiveram reducdo
significativa na dose 180 g.e.a.ha™!, seguido por aumento crescente nas doses 360 e 720 g.e.a.ha’
' (Fig. 6 B e D).

Em folhas, 7 DAA ocorreu aumento nos teores de amido e em todas as plantas tratadas
com o glifosato, a partir da dose 180 g.e.a.ha™! (Fig. 6E). De modo similar, 90 DAA os teores
de amido continuaram maiores em todas as plantas expostas ao herbicida a partir da dose 180
ge.aha!. No entanto, os teores de amido nas raizes ndo apresentaram variacdes
estatisticamente significativas em ambos os periodos de avaliagdo (Fig. 6 F).

Em folhas, aos 7 DAA ocorreu reducdo significativa nos teores de acticares em plantas
tratadas com o herbicida (Fig. 7). Ocorreu reducdo de glicose a partir da 360 g.e.a.ha’l, e
reducdo de frutose e sacarose a partir da dose de 180 g.e.a.ha'. De modo semelhante, aos 90
DAA ocorreu reduciio nos niveis de glicose e sacarose a partir da dose de 180 g.e.a.ha™ e
reducgio de frutose a partir da dose 360 g.e.a.ha! (Fig. 7 A, C e E). Nas raizes, 7 DAA ocorreu
redugdo nos teores de glicose e sacarose a partir da dose de 180 g.e.a.ha™ (Fig. 7 B e F). Os
teores de frutose tiveram reducdo apenas nas doses de 180 e 720 g.e.a.ha!'! (Fig. 7 D).
Decorridos 90 DAA nao foram observadas variacdes significativas nos teores de agtcares nas

raizes (Fig. 7B, D e F).

3.6 Quantifica¢do de compostos fendlicos e peroxidacdo lipidica em folhas e raizes
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Em plantas expostas ao glifosato ocorreram alteragdes nos niveis de compostos
fendlicos e peroxidacao lipidica.

Em folhas, aos 7 DAA ocorreu reducio significativa nos teores de compostos fendlicos
apenas na dose de 1440 g.e.a.ha‘1 (Fig. 8 A). No entanto, decorridos 90 DAA, ocorreu aumento
crescente de compostos fendlicos a partir da dose de 180 g.e.a.ha! (Fig. 8 A). Em raizes, aos 7
DAA, ocorreu redugio de compostos fendlicos nas dose 180, 360 e 720 g.e.a.ha! (Fig. 8 B).
Decorridos 90 DAA, ocorreu aumento de compostos fendlicos nas doses de 180 e 720 g.e.a.ha”
! (Fig. 8 B).

Os teores de peroxidacdo lipidica em folhas, aos 7 DAA foram significativamente
maiores nas dose 720 e 1440 g.e.a.ha! (Fig. 8 C). Decorridos 90 DAA, os niveis de peroxidagio
lipidica aumentaram significativamente nas doses de 360 e 720 g.e.a.ha! (Fig. 8 C). Em raizes,
7 DAA nido ocorreu variagdes significativas nos niveis de peroxidacdo lipidica (Fig. 8 D).
Decorridos 90 DAA, ocorreu aumento crescente dos niveis de peroxidagdo lipidica que foram

significativamente maiores na dose 720 g.e.a.ha! (Fig. 8 D).

3.7 Andlise de PCA e correlagdo

A andlise de PCA das varidveis coletadas aos 7 DAA (Fig. 9 A) explicou 60,85% da
variancia dos dados, sendo a PC1 responsdvel por 40.61% e PC2 por 20.24%. Na PC1, foi
possivel observar um gradiente de respostas de acordo com as doses. O controle e a dose de
180 g.e.a.ha™! ficaram agrupados na extremidade negativa a esquerda, junto com altos valores
de assimilacdo de CO», condutancia estomatica, transpiracao além de proteinas, aminodcidos,
sacarose, glicose e frutose foliares. As doses 360, 720 e 1440 g.e.a.ha™! ficaram agrupadas no
lado positivo a direita, junto com amido foliar, peroxidagdo lipidica foliar e efici€éncia do uso
da agua. Na PC2, houve tendéncia de separacdo entre parametros foliares agrupados na
extremidade negativa, com maior influéncia da razao clorofila a/b, clorofila total, proteinas e
amido foliares e parametros radiculares localizados na extremidade negativa, com maior
influéncia de compostos fendlicos, peroxidagdo lipidica, glicose, frutose e sacarose radiculares
(Fig. 9A).

Decorridos 90 DAA, a andlise de PCA (Fig. 9B) explicou 62.83% da variancia dos
dados, sendo PC1 responsavel por 50.81% e PC2 por 12.02%. A PC1 explicou a maior parte
da variancia dos dados, com um gradiente de respostas de acordo com as doses. O controle
ficou agrupado na extremidade negativa a esquerda, que foi fortemente influenciada por

varidveis de folhas como assimilacdo de CO», eficiéncia do uso da agua, clorofila total,
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carotenoides, razao clorofila a/b, proteinas aminodcidos, glicose, frutose e sacarose foliares. Na
extremidade positiva, a direita foram agrupadas as doses 360 e 720 g.e.a.ha™!, juntamente com
forte influéncia de varidveis como peroxidacao lipidica foliar e radicular, além de compostos
fenélicos e amido foliar. Na PC2 ocorreu agrupamento da dose 180 g.e.a.ha! na por¢io positiva,
influenciada por varidveis radiculares como actimulo de compostos fendlicos e amido nas raizes
(Fig. 9B).

As matrizes de correlacio em ambos os periodos (Fig. S1 e S2) indicaram forte
correlacdo entre parametros fisioldgicos, bioquimicos e metabdlicos. Os dados de plantas
coletadas 7 DAA revelam uma forte correlagdo entre peroxidagdo lipidica das folhas com
parametros de trocas gasosas, principalmente A, g; e E. O amido nas folhas tem forte correlacdo
com frutose e sacarose foliar nas folhas e com glicose e sacarose nas raizes. Os agucares nas
folhas tém forte correlacio com acucares nas raizes, principalmente sacarose e glicose. Os
dados de plantas 90 DAA revelam forte correlacdo entre os pigmentos foliares e os agticares
nas folhas. Os compostos fendlicos e peroxidacdo lipidica em folhas tiveram forte correlacao
com aminodcidos das raizes, pigmentos foliares e metabdlitos primérios nas folhas. Além de

forte correlacdo entre assimilacdo de CO2 com peroxidacao lipidica de folhas e raizes.

4. Discussao

O glifosato promoveu alteracdes morfoanatdmicas, fisioldgicas e metabdlicas em folhas
e raizes de E. contortisiliguum em ambos os periodos de avaliacdo, confirmando nossas
hipéteses iniciais. Ocorreram alteracdes em todas as doses avaliadas, com danos mais intensos
90 dias ap6s a aplicacdo (DAA). Foi possivel identificar marcadores de danos promovidos pelo
glifosato a curto e longo prazo. Além disso, os pardmetros metabdlicos das raizes e folhas
interagem de maneira coordenada nas respostas globais de E. contortisiliqguum ao glifosato.

Apés a absorcdo, o glifosato é direcionado para os tecidos de conducdo onde é
translocado, principalmente via floema, para regides metabolicamente ativas como os dpices
caulinares, radiculares e folhas em desenvolvimento, onde surgem os primeiros sintomas de
toxicidade, assim como observamos em E. contortisiliguum (Duke et al., 2018; Freitas-Silva et
al., 2022). O surgimento precoce de cloroses e alteracdes na morfologia de dpices caulinares,
que persistem e progridem a longo prazo para senescéncia, e rebrota intensa, sdo marcadores
visuais da fitotoxicidade do glifosato em plantas sensiveis, como E. contortisiliquum em
avaliacdes a curto e longo prazo. De modo semelhante, danos na morfologia de folhas jovens e

gemas também foram verificados em outras espécies arbéreas nio alvo sensiveis como Eugenia
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uniflora (Cruz et al., 2021) e Cenostigma macrophyllum (Santos et al., 2020). Curiosamente,
mesmo em espécies de leguminosas arboreas tolerantes ao glifosato como Dipterix alata (Abreu
et al., 2022), Hymenaea stigonocarpa (Faria et al., 2024) e Hymenaea courbaril (Faria et al.,
2022), foram relatados danos em folhas jovens e gemas apicais a longo prazo, nas maiores
doses.

A rebrota e o reestabelecimento do crescimento em E. contortisiliqguum, na menor dose
de glifosato, sugere uma capacidade de recuperacdo a longo prazo quando exposta a baixas
doses. Abreu et al. (2022) demonstraram que duas espécies de leguminosas arbéreas também
reestabeleceram o crescimento apés a exposicdo ao glifosato. No entanto, com reducdo da
massa seca aérea e presenga de folhas deformadas, assim como verificamos em nosso estudo.
A deformidade dos folidlulos em folhas jovens de E. confortisiliguum € um importante
marcador do efeito fitotdxico do glifosato a longo prazo e persistem mesmo apds a emissao de
novas folhas sem clorose. Botten et al. (2021) relataram que residuos de glifosato podem
permanecer por até 12 anos em tecidos vegetais, e que os tecidos radiculares retém o herbicida
por mais tempo em comparacdo a por¢ao aérea. Desse modo, as alteracdes em folhas jovens
apos rebrota podem ser decorrentes de efeito residual do glifosato, mesmo a longo prazo apos
a exposi¢ao.

A reducdo no desenvolvimento, deformacdes e perda da dominancia apical em E.
contortisiliquum, em ambos os periodos de avaliacdo, estdo relacionados aos multiplos danos
promovidos pelo glifosato no metabolismo vegetal, como evidenciado em nosso estudo. Além
da peroxidagdo lipidica e redu¢do do metabolismo primdrio, o glifosato pode promover
alteracdes na regulacdo hormonal, mesmo em baixas doses, comprometendo o desenvolvimento
de plantas sensiveis (Fuchs et al., 2022). O glifosato pode diminuir a produ¢ao de auxinas, como
acido indol-3-acético (AIA), que sdo sintetizadas a partir do triptofano na rota do 4cido
chiquimico e sdo importantes reguladores do crescimento e desenvolvimento vegetal (Freitas-
Silvaetal., 2022; Fuchs et al., 2021, 2022). Além disso, o glifosato pode interferir indiretamente
em diferentes hormonios do estresse, mesmo aqueles que nao sio derivados diretamente da rota
do acido chiquimico, devido a interagdo hormonal (Fuchs et al., 2022). Em Euphorbia esula, a
aplicacdo de glifosato promoveu alteracdes no balanco entre etileno, auxinas e giberelinas,
promovendo fendtipos atrofiados com multiplas gemas e brotos devido a perda da dominancia
apical (Dogramac et al., 2014; 2015), similar ao observado em nosso estudo. Alteragdes nas
gemas e deformidade de folhas jovens também foram verificadas a longo prazo em plantas ndao
alvo de interesse agricola como Citrus sinensis (Martinelli et al., 2022), Coffea arabica

(Schriibbers et al., 2014; Castanheira et al., 2019) e Solanum lycopersicon (Soares et al., 2020).
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Anatomicamente, folhas de E. contortisiliquum expostas ao glifosato apresentaram, em
ambos os periodos de avaliacdo, cloroplastos com aumento visual no tamanho e aspecto
arredondado nas células do parénquima clorofiliano. O surgimento precoce de alteracdes nos
cloroplastos, mesmo em folhas sem sintomas visuais, sugere que este ¢ um marcador
progndstico do efeito do glifosato em plantas sensiveis. Alteracdes semelhantes foram descritas
em folhas de Joannesia princeps (Araijo et al., 2025) e Eugenia dysenterica (Azevedo et al.,
2023) expostas ao glifosato e podem estar associadas a alteragdes ultraestruturais ou mesmo ao
acimulo de amido, como verificamos pela andlise bioquimica. Neste trabalho, os danos
anatdmicos mais intensos nas folhas, a longo prazo, estdo de acordo com as observacdes de
Aratjo et al. (2024) em E. contortisiliguum. Estes autores também relataram que, 12 DAA,
ocorreram alteracdes do formato de células do mesofilo, alteracdo na espessura da lamina foliar,
e danos na epiderme e nos tecidos de conducdo, semelhante as nossas observagdes. Outras
espécies nativas expostas ao glifosato também apresentaram danos semelhantes e foram
associados ao estresse oxidativo decorrente das alteracdes metabdlicas promovidas pelo
herbicida (Freitas-Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021; Azevedo et al., 2023; Aradjo et al., 2025).

Borges et al. (2021) avaliaram mudas de diferentes espécies arbdoreas do Cerrado e da
Caatinga expostas ao glifosato e relataram que os danos no desenvolvimento da porcdo aérea
s30 mais severos em comparagao a por¢ao radicular na maioria das espécies avaliadas 35 DAA.
No entanto, nossos dados demonstram que o sistema radicular de E. contortisiliquum pode ser
afetado negativamente a curto e longo prazo. Nossos dados estdo de acordo com as observagoes
de Araujo et al., (2024) que verificaram reducdo do comprimento, massa seca € danos visuais
em raizes de E. contortisiliguum 90 DAA. A reducdo no desenvolvimento radicular,
principalmente a longo prazo, é um indicativo da sensibilidade de E. contortisiliquum ao
glifosato, que pode ser translocado para raizes e promover danos, mesmo este nao sendo o local
alvo de aplicacdo (Freitas-Silva et al., 2022). Raizes sdo 6rgdos heterotréficos na maioria das
plantas terrestres e funcionam como um dreno, pois dependem da importacdo de nutrientes de
orgaos aéreos fotossintetizantes (Wegner et al., 2022). Ao avaliar duas espécies de leguminosas
arboreas, Abreu et al., (2022) verificaram que somente Anadenanthera colubrina, a espécie
mais sensivel, apresentou reducido da biomassa e comprimento do sistema radicular apds 80
dias de exposicao.

A reducdo do comprimento e densidade de raizes observados em E. contortisiliquum,
principalmente a longo prazo, pode estar associada aos efeitos fitotoxicos nos meristemas e
limitag¢do na produgdo e translocacdo de metabdlitos primérios provenientes da por¢ao aérea de

plantas expostas ao glifosato. Anatomicamente, o glifosato promoveu redu¢do da zona
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meristemdtica a completa diferenciacdo das células meristeméticas, cessando o alongamento
das raizes de E. contortisiliquum a longo prazo, nas maiores doses. A redu¢do na produgdo de
proteinas e agucares na parte aérea pode limitar a disponibilidade desses compostos para a
porcdo radicular, limitando a divisdo celular e alongamento das raizes. Os meristemas sao
sensiveis ao estresse oxidativo e danos metabdlicos promovidos por diferentes tipos de estresse
abidtico que comprometem a viabilidade das células meristemadticas e o processo de divisdao
celular (Zhang et al., 2023). Plantas expostas ao glifosato podem apresentar danos no genoma
e reducdo do indice mitético, acarretando em redugdo no crescimento e alongamento das raizes,
como demonstrado em raizes de Allium cepa (Mercado e Calefio, 2020) e de leguminosas como
Glycine max (Moraes et al., 2024), Vigna radiata (Singh et al., 2021) e Vigna mungo (Khan et
al., 2021).

A dilatacdo na regido do dpice e formato sinuoso das raizes de E. contortisiliquum
ocorre pela hipertrofia de células do cortex que eventualmente promovem a ruptura da epiderme
que pode ser um efeito secunddrio no balango hormonal. Apesar de ndo termos analisado os
perfis endégenos de fitohormonios neste estudo, respostas similares a estas foram atribuidas a
alteracdoes hormonais em plantas submetidas a seca (Hongtao et al., 2014; Ji e Li, 2014) e a
estresse salino (Huang et al., 2021). Os autores descreveram alteracdes nos niveis de dcido
abscisico (ABA) e auxinas, que promoveram o aspecto dilatado das raizes devido aos estimulos
no crescimento e diferenciacio precoce de células corticais. Além disso, o desenvolvimento e
a manutencdo da arquitetura radicular dependem da interacdo de uma série de hormonios
vegetais que coordenam processos como o alongamento das raizes, manutencao da identidade
meristemadtica, diferenciacdo e expansao celular (Zhang et al., 2023; Nittis et al., 2025). Em
especial, as auxinas interagem com outros hormonios e estdo relacionadas ao processo de
desenvolvimento e manutencdo da arquitetura radicular (Zhang et al., 2023; Jan et al., 2024).

As alteracdes no formato e deformidade dos elementos de vaso do xilema em folhas e
raizes de E. contortisiliguum podem ser uma resposta relacionada com a reducio na deposi¢cao
de lignina nas paredes secunddrias. O glifosato interfere na biossintese de fenilalanina, um
percursor das ligninas nas plantas (Fuchs et al., 2021). A reducdo de ligninas é uma resposta
comum em plantas tratadas com glifosato e pode comprometer a capacidade de defesa das
plantas contra patégenos, promover distirbios nutricionais e reduzir a eficiéncia na condugao
hidrica (Gomes et al., 2014). Em contrapartida, os danos nas células do floema estao associados
com alta atividade metabolica destes tecidos, o que o torna mais susceptivel a acdo do herbicida.
O glifosato pode promover danos estruturais no floema mesmo durantes a transloca¢do, como

reportado em outros estudos com plantas nativas ndo alvo (Freitas-Silva et al., 2020; Aradjo et
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al., 2024). Os danos no floema em E. contortisiliguum podem limitar o fluxo de fotoassimilados
entre 6rgdos fontes e dreno, alterando o balan¢o de carbono nas plantas.

Além das alteragdes na arquitetura radicular, a longo prazo, ocorreu a reducdo visual na
densidade ndédulos nas raizes com o aumento das doses do herbicida. Os ndédulos radiculares
em leguminosas arbdreas sdo associagdes mutualistas com rizobios e desempenham um
importante papel no processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio, melhoria nas condi¢des
nutricionais de solos e na aquisicao de nitrogénio pelas plantas (Raza et al., 2020; Nair et al.,
2022). O processo de nodulagdo bem sucedido em leguminosas depende de metabdlitos como
os flavonoides que sdo produzidos na rota dos fenilpropanoides, a partir da fenilalanina, dentro
da rota do 4cido chiquimico (Subramanian et al., 2007; Fuchs et al., 2021). A reducdo da
nodulacdo e senescéncia precoce dos nddulos em leguminosas expostas ao glifosato pode alterar
o metabolismo de nitrogénio devido a reducao na fixacao bioldgica e assimilacdo de nitrogénio
(Zobiole et al., 2012, Gomes et al., 2014; Mohamed et al., 2021). Desse modo, as alteragdes na
nodulacdo em E. contortisiliguum podem potencializar a redu¢do no desenvolvimento e os
danos visuais na por¢do aérea e radicular de plantas expostas ao glifosato.

A aplicacado do glifosato em E. contortisiliquum promoveu alteracdes nas trocas gasosas
em ambos os periodos de avaliacdo, no entanto a reducdo foi mais intensa a longo prazo. A
curto prazo, o glifosato promove reducdo da assimilacdo de CO2 (A), redug@o na condutancia
estomadtica (gs) e transpiracdo (E), sem variacdes na concentracao interna de CO> (C;), o que
sugere uma limitacdo majoritariamente estomadtica. De fato, Aradjo et al. (2024) observaram
danos micromorfolégicos em estomatos de E. contortisiliqguum 12 DAA. De modo semelhante,
Aratjo et al. (2025) verificaram redu¢do da fotossintese associada a limitacdo estomdtica em
Joannesia princeps exposta ao glifosato 12 DAA. A longo prazo, a reducdo de A em E.
contortisiliquum acompanhada do aumento de C; podem indicar uma limitagdo bioquimica,
possivelmente devido a redugdo na atividade da RubisCO (ribulose 1,5 bifosfato carboxilase-
oxigenase) durante a fase de carboxilacdo do ciclo de Calvin. Além disso, a forte correlacao
entre a reducdo de A, a reducdo de pigmentos fotossintéticos e o aumento da peroxidacao
lipidica, sugerem que o estresse oxidativo pode ter comprometido as membranas dos
cloroplastos (Oliveira et al., 2021). Estes danos estruturais, associados com a reducdo da
clorofila, reduzem a captacao de luz e a fixacdo de carbono em mudas de E. contortisiliquum
expostas ao glifosato. Resultados semelhantes foram descritos para outras espécies de
leguminosas arbdreas sensiveis ao glifosato, como Bowdichia virgilioides 14 DAA (Oliveira et
al., 2021) e Cenostigma macrophyllum 15 DAA (Santos et al., 2020). No entanto, em espécies

tolerantes como Hymenea courbaril foi verificado um aumento da taxa fotossintética nas
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menores doses de glifosato e redu¢@o na maior dose, 24 h apds a exposicdo mesmo na auséncia
de sintomas visuais (Faria et al., 2022). A avaliacdo de trocas gasosas pode ser um parametro
avaliativo importante na distingdo de plantas nativas sensiveis ou tolerantes ao glifosato
(Freitas-Silva et al., 2020; Rezende-Silva et al., 2022), inclusive a curto prazo como
demonstramos em nosso estudo.

Alteragdes nos teores dos pigmentos em folhas completamente expandidas ocorreram
apenas a longo prazo em mudas de E. contortisiliquum. Devido a transloca¢@o direcionada do
glifosato, os primeiros sintomas, como a clorose, surgem em folhas jovens e, posteriormente,
se estendem para folhas completamente expandidas (Duke et al., 2025). De modo semelhante,
Rezende-Silva et al. (2022) verificaram que em Pouteria torta e Alibertia edulis os teores de
clorofila total diminuiram apenas na avaliacdo a longo prazo, respectivamente 13 e 72 DAA. A
forte correlacdo entre reducdo dos pigmentos fotossintéticos € o aumento da peroxidacao
lipidica e alteragdes estruturais na morfologia dos cloroplastos em folhas de E.
contortisiliquum, sugere que a reducdo de clorofila e carotenoides pode ocorrer devido ao
aumento do estresse oxidativo, degrada¢do da clorofila e danos nessa organela (Gomes et al.,
2014; Aragjo et al., 2025). Além disso, o glifosato possui propriedades quelantes e pode
diminuir o conteido de Mg em espécies florestais ndo alvo (Wood et al., 2024), além de
interferir na produgdo de 4cido 6-aminolevulinico (ALA) e, consequentemente, reduzir a
biossintese da clorofila (Gomes et al., 2014).

O acumulo de amido em folhas completamente expandidas de E. contortisiliquum,
fortemente correlacionado com a reducdo dos teores de sacarose, glicose e frutose foliares
indica uma alteracdo na alocacdo de fotoassimilados. Além disso, o acimulo excessivo de
amido nos cloroplastos pode comprimir o estroma e alterar a organizagao dos tilacoides e dos
fotossistemas, contribuindo para a inibi¢cdo da fotossintese. Folhas jovens, dpices caulinares e
radiculares apresentaram danos visuais intensos induzidos pelo glifosato, que promove
alteracdes metabdlicas reduzindo a demanda energética dessas regidoes dreno. Além disso, os
danos estruturais no floema, em folhas e raizes, podem limitar a translocagao de carboidratos.
Consequentemente, os fotoassimilados se acumulam na forma de amido em folhas
completamente expandidas, em ambos os periodos de avaliacdo, antes da redugdo liquida da
fotossintese e reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos. De modo semelhante, o acimulo
de amido e a redugdo de aguicares também foi relatado em folhas de Paullinia cupana 7 DAA
de glifosato (Santos et al., 2023). No entanto, essas respostas metabolicas podem variar entre
diferentes espécies vegetais e de acordo com o periodo de avaliacdo. Araugjo et al. (2025)

verificaram reducdo de grdos de amido no mesofilo de mudas de Joannesia princeps 12 DAA
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do glifosato, enquanto Faria et al., (2022) verificaram o aumento de graos de amido em folhas
de Hymenea courbaril, 60 DAA.

A reducdo inicial dos teores de glicose, frutose e sacarose nas raizes de E.
contortisiliqguum expostas ao glifosato reflete a diminui¢do da producdo de fotoassimilados
devido a queda na assimilacdo de CO; e acimulo de amido nas folhas, como verificada pela
forte correlacdo entre essas varidveis. Além disso, os danos estruturais no floema podem
contribuir para uma menor translocacao de actcares da parte aérea até o sistema radicular. Em
ambos os periodos de avaliacdo ndo verificamos altera¢des significativas nos teores de amido
em raizes o que € esperado considerando que utilizamos raizes jovens, préximo da regido apical
onde ndo ocorre acimulo de amido em grandes quantidades. No entanto, as raizes em
crescimento secundario podem desempenhar papel ativo no acimulo de amido em espécies de
leguminosas arbdreas, especialmente no xilema secundério (Pereira et al., 2025). Os danos
anatomicos a longo prazo em raizes de E. contortisiliquum em crescimento secunddrio podem
comprometer o acimulo de amido nas plantas expostas ao glifosato. Futuras investigacdes
bioquimicas sdo necessdrias para avaliar melhor o impacto no acimulo de carboidratos no
sistema subterraneo dessa espécie e suas possiveis implicagdes metabodlicas e ecologicas.

A redugdo nos teores de proteinas e aminodcido em folhas de E. contortisiliquum alongo
prazo também foi verificada em outras espécies arbdreas nativas, como Pouteroa torta
(Rezende-Silva et al., 2019). Em raizes de E. contortisiliquum, a redu¢do de aminodcidos
ocorreu tanto a curto quanto a longo prazo. Essa resposta estd associada com a a¢do do glifosato
na rota do dcido chiquimico, reduzindo a producio de aminoacidos arométicos como triptofano,
fenilalanina e tirosina (Fuchs et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2022). A producdo de
aminodcidos alifaticos (que ndao dependem da rota do dcido chiquimico) pode ser estimulada
em resposta ao glifosato, justificando o aumento de proteinas em raizes nas maiores doses a
longo prazo. Por outro lado, o aumento de proteinas pode ser reflexo do aumento da atividade
de enzimas do sistema antioxidativo, comum em plantas submetidas ao glifosato (Freitas-Silva
et al., 2020; Araujo et al., 2025). Nossos dados sugerem que a andlise de proteinas, e
especialmente aminodcidos, pode ser um marcador util da avaliagdo da fitotoxicidade do
glifosato em folhas e raizes de E. contortisiliquum a curto € a longo prazo. Além disso, a
reducdo de proteinas pode limitar o desenvolvimento da por¢cdo aérea radicular de plantas
expostas ao herbicida.

Curiosamente, na menor dose do herbicida a curto prazo, ocorreu um aumento nos teores
de proteinas, aminodcidos e amido em folhas completamente expandidas de E.

contortisiliquum. Esses resultados podem indicar um efeito de estimulacio metabdlica
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tempordria nessa dose, devido ao estresse promovido pelo herbicida. O glifosato em baixas
doses pode estimular o metabolismo vegetal, favorecendo o crescimento e desenvolvimento até
um certo limiar onde os efeitos da fitotoxicidade comecam (Belz e Duke, 2014; Khan et al.,
2020; Costa et al., 2023; Duke et al., 2025). No entanto, esse feito se restringe a folhas
completamente expandidas, pois nas folhas jovens correram alteragdes visuais que sao
indicativos de sensibilidade ao glifosato (Freitas-Silva et al., 2022; Cruz et al., 2021). A longo
prazo, o efeito de estimulo nessa dose ndo é mais observado, refletindo os danos generalizados
do glifosato no metabolismo de E. contortisiliquum.

A reducdo inicial nos teores de compostos fendlicos e posterior aumento a longo prazo
indicam resposta integrada entre a porcao aérea e a radicular em mudas de E. contortisiliquum
exposta ao glifosato. Os compostos fendlicos incluem uma ampla classe de metabdlitos
secundérios como lignina, taninos condensados, antocianinas, flavonoides, cumarinas e
fendlicos alelopaticos que desempenham importante papel estrutural, na defesa antioxidante, e
modulam interacdes bidticas nas plantas (Fuchs et al., 2021). A curto prazo, o glifosato pode
reduzir a biossintese de compostos fendlicos ao inibir a produgdo de fenilalanina, principal
precursor desses metabolitos na rota do acido chiquimico (Freitas-Silva et al., 2022). No
entanto, a longo prazo, o aumento de fendlicos pode estar associado a metabdlitos como taninos
hidrossoliveis, que sdao produzidos a partir do 4cido gédlico, que € derivado de intermediarios
formados antes do ponto de bloqueio da EPSPS na rota do dcido chiquimico (Fuchs et al., 2022;
Igbal e Podr, 2025). Além disso, os compostos fendlicos podem atuar como importantes
antioxidantes ndo enzimaticos e sua biossintese pode ser estimulada pelo estresse oxidativo em
plantas (Parvin et al., 2022; Aratjo et al., 2025). Nossos resultados corroboram essa afirmacao,
devido a forte correlacdo positiva entre o aumento de compostos fendlicos e aumento da
peroxidacao lipidica em folhas e raizes de E. contortisiliquum a longo prazo. Além disso,
verificamos acimulo de compostos fendlicos em raizes em crescimento secundario apoés
exposicao do glifosato.

O aumento da peroxidagdo lipidica em E. contortisiliquum teve forte correlacdo com a
maioria das varidveis foliares e radiculares e influenciou fortemente a reducdo das trocas
gasosas, pigmentos fotossintéticos, metabodlitos primdrios e, a longo prazo, aumento dos
compostos fendlicos. Aradjo et al. (2025) demonstraram que o estresse oxidativo induzido pelo
glifosato € o resultado de alteragdes fisioldgicas, metabdlicas e bioquimicas, levando ao
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica e,
consequentemente, a danos celulares. Estes autores destacam a importancia das andlises

multidimensionais em plantas ndo alvo expostas ao glifosato (Aradjo et al., 2025). De modo
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semelhante, muitos estudos demonstraram o aumento da peroxidacdo lipidica em espécies
arbdreas ndo alvo expostas ao glifosato (Rezende-Silva et al., 2019; Freitas-Silva et al., 2020;
Aradgjo et al., 2025). Dada a deteccdo precoce em folhas a curto prazo e em raizes a longo prazo,
a quantificacdo da peroxidagdo lipidica € um importante marcador da toxicidade do glifosato
em folhas e raizes de E. contortisiliquum, inclusive na auséncia de sintomas visuais.

E. contortisiliquum é uma espécie promissora para estudos de sensibilidade ao glifosato,
devido ao surgimento precoce de marcadores visuais de toxicidade, inclusive nas menores
doses, além de alteracdes fisioldgicas e metabdlicas que progridem e persistem a longo prazo
em folhas e raizes. Embora as folhas sejam mais responsivas a curto prazo, nosso estudo
demonstrou que as raizes também sdo sensiveis, especialmente a longo prazo, reforcando a
importancia de avaliagdes integradas da parte aérea e subterranea em estudos com glifosato.
Danos radiculares podem comprometer a absor¢do de dgua e nutrientes, potencializando os
efeitos fitotoxicos na por¢ao aérea, como clorose, reduciao do desenvolvimento foliar, além das
alteracoes na fotossintese, producdo de metabdlitos primdrios e secundarios que dependem de
dgua e nutrientes direta ou indiretamente. A interferéncia no metabolismo de carbono e
nitrogénio pode impactar negativamente o crescimento de E. contortisiliquum além de
comprometer importantes servicos ecossistémicos, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio,
capacidade de estoque de carbono e a resisténcia a estresses bidticos e abidticos. Nesse
contexto, sugere-se avaliacdes em campo para compreender melhor os impactos do glifosato
nessa espécie em condi¢des nao controladas, além de investigacdes mais detalhadas sobre os

impactos do glifosato nos servicos ecossistémicos associados a esta espécie.

5. Conclusao

Tomados juntos, nossos resultados demonstram que a exposi¢do ao glifosato promove
danos morfoldgicos e anatdmicos associados ao estresse oxidativo e multiplos impactos em
processos fisioldgicos e metabdlicos em mudas de E. contortisiliquum, com respostas distintas
a curto e longo prazo em folhas e raizes. A curto prazo, os danos se concentraram em regioes
jovens e metabolicamente ativas, enquanto a longo prazo as alteracOes se estenderam a toda a
planta, com reducdo da assimilagdo de CO», redugao dos teores de pigmentos fotossintéticos,
aumento da peroxidacdo lipidica e alteracdes na sintese de metabdlitos primarios e secundarios,
além de alteragcdes anatdmicas em folhas e raizes. Essas alteracdes sdo importantes marcadores
da fitotoxicidade do glifosato em E. contortisiliqguum e podem ser agravadas por danos no

sistema radicular, como a redu¢do da densidade e comprimento de raizes laterais e altera¢des



40

nos tecidos vasculares, comprometendo a absor¢do e conducdo de dgua e nutrientes para a
por¢do aérea. Nossos dados reforcam a necessidade de maior atencdo ao sistema radicular e
reforcam a necessidade da avaliag@o conjunta de aspectos visuais, fisioldgicos e metabdlicos

na avaliacdo do efeito do glifosato em espécies arbéreas nio alvo.
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Figuras
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Figura 1. Caracterizacdo visual das folhas (A-L) e dpices caulinares (M-T) de Enterolobium
contortisiliquum 7 e 90 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do herbicida glifosato. Folhas jovens (A,
E, Ie C, G, K) e folhas expandidas (B, F, J e D, H, L). Controle (A-D, M e O), dose de 180
ge.aha! (E,F,NeP), 360 g.e.aha! (G,HeS), 720 ge.aha! (K,L,QeT)e 1440 g.e.aha'
(I, J e R). Abreviacdes: Ab - abscisdo de foliolos e folidlulos, Cl — clorose, De - deformacao
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dos folidlulos, Gm - gemas e brotos miultiplos na por¢do apical, Fj — folha jovem em
desenvolvimento na regido apical. Barras: A-L (5 cm), M -T (1 cm).
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Figura 2. Caracterizacao visual das raizes (A, C, E, G, I e K) e dpices radiculares (B, D, F, H,
J e L) de Enterolobium contortisiliquum 7 e 90 dias apds a aplicacdo (DAA) do herbicida
glifosato. Controle (A-D), dose de 180 g.e.a.ha! (Ee F), 360 g.e.a.ha! (G e H), 720 g.e.a.ha’!
(K eL)e 1440 ge.aha! (I-J). Abreviacdes: Ap — dpice radicular, Di — dilatacdo da porcdo
terminal da raiz, Ru — ruptura da epiderme e lesdo do tecido, No — nddulos radiculares e detalhe
em maior aumento, linhas tracejadas representam o contorno das raizes. Barras: A-I (10 cm), J
e L (0,25 cm).
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Figura 3. Caracterizacdo anatdmica das folhas completamente expandidas de Enterolobium
contortisiliquum, 7 e 90 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do herbicida glifosato. Controle (A, B, I
e K), dose de 180 g.e.a.ha™! (D), 360 g.e.a.ha! (C), 720 g.e.a.ha! (E, H, Ke L) e 1440 g.e.a.ha”
' (Gel). Abreviagdes: Cc - colapso celular, Eab - epiderme da face abaxial, Ead - epiderme da
face adaxial, Ei - espaco intercelular, Ev - elemento de vaso, Fl — floema, Fv - feixe vascular,
Nu — ntcleo, PI - parénquima lacunoso, Pp - parénquima pali¢ddico, Ru - ruptura da epiderme,
X1 — xilema, Asterisco - altera¢do no formato das células de condugao, Seta preta cloroplastos.
Barras: A-Ie K (30 um), J e L (10 um).
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Figura 4. Caracterizacdo anatdmica das raizes de Enterolobium contortisiliquum, sem sintomas
visuais, 7 e 90 dias apds a aplicacdo (DAA) do herbicida glifosato. Raizes em crescimento
primério (A-R) e crescimento secunddrio (S-V). Controle (A-F, S e U), dose de 180 g.e.a.ha’!
(G-1), 360 g.e.aha! (J-L), 720 g.e.aha! (P-R) e 1440 g.e.a.ha! (M-O, T e V). Abreviacoes:
Cc - colapso celular, Cf - compostos fendlicos, Co — coifa, Ct — cortex, Cv - cambio vascular,
Cv - cilindro vascular, Ev - elemento de vaso, Fl — floema, Fs- floema secundario, Mf -
meristema fundamental, Ne — necrose, Pc — procambio, Pt — protoderme, Ru - ruptura da
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epiderme, X1 — xilema, Xs Xilema secunddrio, Zm - zona meristemdtica, asterisco - alteracdao
do formato dos elementos de vaso, seta branca - células com aspecto pouco lignificado. Barras:
A,D,G,J,MeP B300um),B,C,E,F, H, [, K,L,N, O, Q,R (75 um), Se T (100 um), Ue V
(250 um).
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Figura S. Trocas gasosas (A-E) e quantificacio de pigmentos (F-H) em folhas de Enterolobium
contortisiliquum 7 e 90 dias ap6s a aplicacdo (DAA) do herbicida glifosato. A — assimilacdo
de CO; (A), gs — condutancia estomdtica (B), Ci — concentragdo interna de CO> (C), E —
transpiracao (D), EUA — eficiéncia do uso da 4gua (E), Chl total — clorofila total (F), Car —
carotenoides (G) e Chl a/b — razdo entre clorofila a e b (H). Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).
ns — sem diferenca estatistica significativa. NA — ndo amostrado (individuos mortos). Barras
verticais representam o desvio padrdo (n=4).
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Figura 6. Quantificacao de aminoécidos (A e B), proteinas (C e D), amido (E e F) em folhas e
raizes de Enterolobium contortisiliquum 7 e 90 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do herbicida
glifosato. AAs - aminodcidos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). ns — sem diferencga
estatistica significativa. NA — ndo amostrado (individuos mortos). Barras verticais representam
o desvio padrdo (n=4).
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Figura 7. Quantificacdo de glicose (A e B), frutose (C e D) e sacarose (E e F) folhas e raizes
de Enterolobium contortisiliquum 7 e 90 dias ap0s a aplicacdo (DAA) do herbicida glifosato.
Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a
5% de probabilidade (p<0,05). ns — sem diferenca estatistica significativa. NA — ndo amostrado
(individuos mortos). Barras verticais representam o desvio padrao (n=4).
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Figura 8. Quantificacdo de compostos fendlicos (A e B) e peroxidacdo lipidica (C e D) em
folhas e raizes de Enterolobium contortisiliqguum 7 e 90 dias apds a aplicacdo (DAA) do
herbicida glifosato. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). ns — sem diferenca estatistica significativa.
NA —ndo amostrado (individuos mortos). Barras verticais representam o desvio padrdo (n=4).
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de folhas e raizes de Enterolobium contortisiliquum aos 7 (A) e 90 (B) dias apds a aplicagdo
(DAA) do herbicida glifosato. A — assimilacdo de CO», g; — condutancia estomatica, C; —
concentragdo interna de CO., E — transpiragdo, WUE — eficiéncia do uso da dgua, Chl. Total —
clorofila total, Car. - carotenoides, Chl. a/b — razdo clorofila a/b, Prot. F — proteinas em folhas,
AAs F- aminodcidos em folhas, Phen. F — compostos fendlicos em folhas, Amid. F — amido
em folhas, Glic. F — glicose em folhas, Frut. F — frutose me folhas, Saca. F — sacarose em folhas,
MDA. F — peroxidagdo lipidica em folhas, Prot. R — proteinas em raizes, AAs. R —aminodcidos
em raizes, Phen. R — compostos fendlicos em raizes, Amid. R — amido em raizes, Glic. R —
glicose em raizes, Frut. R —frutose em raizes, Saca. R em raizes, MDA. R — peroxidagao lipidica

em raizes.
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Figura S1. Matrix de correlacdo de Pearson para as varidveis fisioldgicas e bioquimicas de
folhas e raizes de Enterolobium contortisiliqguum 7 dias apds a aplicacdo (DAA) do herbicida
glifosato. Correlacdo positiva € representada em azul, negativa em vermelho e correlacio neutra
em branco. A — assimilacdo de CO», g; — condutancia estomatica, C; — concentracdo interna de
CO., E — transpiracdo, WUE — eficiéncia do uso da dgua, Chl. Total — clorofila total, Car. -
carotenoides, Chl. a/b — razdo clorofila a/b, Prot. F — proteinas em folhas, AAs F— aminodcidos
em folhas, Phen. F — compostos fendlicos em folhas, Amid. F — amido em folhas, Glic. F —
glicose em folhas, Frut. F — frutose me folhas, Saca. F — sacarose em folhas, MDA. F —
peroxidacdo lipidica em folhas, Prot. R — proteinas em raizes, AAs. R —aminoacidos em raizes,
Phen. R — compostos fendlicos em raizes, Amid. R — amido em raizes, Glic. R — glicose em
raizes, Frut. R — frutose em raizes, Saca. R em raizes, MDA. R — peroxidac¢do lipidica em raizes.

A barra lateral indica o nivel de contribui¢ao de cada parametro analisado para a PC1.
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Figura S2. Matrix de correlacdo de Pearson para as varidveis fisioldgicas e bioquimicas de
folhas e raizes de Enterolobium contortisiliquum 90 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do herbicida
glifosato. A — assimilacdo de CO,, gs — condutancia estomatica, ci — concentracdo interna de
CO., E — transpiracdo, WUE — eficiéncia do uso da dgua, Chl. Total — clorofila total, Car. -
carotenoides, Chl. a/b — razdo clorofila a/b, Prot. F — proteinas em folhas, AAs F— aminodcidos
em folhas, Phen. F — compostos fendlicos em folhas, Amid. F — amido em folhas, Glic. F —
glicose em folhas, Frut. F — frutose me folhas, Saca. F — sacarose em folhas, MDA. F —
peroxidacao lipidica em folhas, Prot. R — proteinas em raizes, AAs. R —aminodcidos em raizes,
Phen. R — compostos fendlicos em raizes, Amid. R — amido em raizes, Glic. R — glicose em
raizes, Frut. R — frutose em raizes, Saca. R em raizes, MDA. R — peroxidac¢do lipidica em raizes.
A barra lateral indica o nivel de contribui¢ao de cada parametro analisado para a PC1.
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Efeitos do herbicida glifosato no desenvolvimento inicial de gemas e botdoes florais
de Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilg. (Bixaceae), uma espécie nativa do
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Resumo

Os danos em resposta ao glifosato se estendem para além da fase vegetativa e podem interferir
na reprodu¢do de plantas ndo alvo préximas a campos agricolas. No entanto, existem muitas
lacunas sobre os impactos do glifosato na fase reprodutiva de espécies nativas, em ecossistemas
tropicais como o Cerrado. Nossa hipétese € que o glifosato mesmo em concentra¢des inferiores
as utilizadas nas aplicagdes convencionais em campo, pode promover alteragdes no
desenvolvimento inicial de gemas apicais e botdes florais de Cochlospermum regium, uma
espécie ndo alvo nativa, com ampla distribuicdo no Cerrado. Desse modo, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do glifosato na morfoanatomia e no desenvolvimento inicial de botdes
e gemas florais de C. regium. Mudas desta foram submetidas a pulverizacdo com um herbicida
comercial 2 base de glifosato. As doses utilizadas foram 0, 180, 360, 720 e 1440 g.e.a.ha’! que
correspondem, respectivamente, a 0, 12.5, 25, 50 e 100% da dose aplicada convencionalmente
em campo. A caracterizacdo visual foi feita aos 7, 45 e 90 dias ap6s a aplicagdo do herbicida.
Decorridos 90 DAA, dapices caulinares e botdes florais foram coletados para andlises
anatomicas, micromorfologicas e histoquimicas. O glifosato promoveu alteragdes
morfoanatomicas e no desenvolvimento inicial de gemas apicais e botdes florais de C. regium,
mesmo em doses abaixo das utilizadas em campo convencionalmente. Somente plantas do
controle chegaram a fase de antese durante o periodo de avaliacdo. Nas menores doses, 0o
herbicida promoveu alteracdes morfoanatdmicas e atraso no desenvolvimento de botdes florais.

Nas maiores doses, o herbicida promoveu a formacdo de gemas mudltiplas, inibi¢do no


mailto:luzimar@ufv.br

59

desenvolvimento de gemas florais, senescéncia das estipulas e danos nos dpices caulinares.
Além disso, o herbicida promoveu colapso de tricomas secretores e tectores, alteracdo na
densidade visual e formato dos laticiferos e idioblastos secretores de mucilagem. Em conjunto,
essas alteracdes podem comprometer a reproducdo de C. regium por meio do atraso no pico de
floracdo, reducdo do desenvolvimento e prote¢do de botdes florais. Este € o primeiro estudo a
descrever os impactos morfoanatdmicos do glyphosate no desenvolvimento de gemas e botdes

florais em uma espécie tropical perene nativa do Cerrado.

Palavras-chave: Anatomia floral. Biomarcadores. Estruturas secretoras. Pesticidas. Plantas

nativas.

1. Introducio

O uso de pesticidas em larga escala é uma pratica cada vez mais comum para garantir a
alta produtividade agricola. Dentre os pesticidas, os herbicidas apresentaram o maior volume
de produto comercializado no Brasil em 2024 (Sindiveg, 2024). Herbicidas sdo produtos
utilizados no controle de plantas daninhas que podem comprometer o desenvolvimento e
produtividade das culturas de interesse. Devido ao manejo inadequado e uso recorrente, uma
parte dos herbicidas pulverizados pode alcancar dreas nao planejadas por diferentes vias
(deriva, escoamento superficial, lixiviagcdo, volatilizacdo) e pode contaminar o solo, a dgua e
atingir plantas ndo alvo (Boutin e Rogers, 2000; Barroso et al., 2023; Mendes et al., 2023). A
deriva ocorre quando parte do produto pulverizado, principalmente pela acdo do vento e
volatilizacdo, € transportado para dreas ndo planejadas adjacentes as lavouras (Mendes et al.,
2023). A deriva de herbicidas pode representar um risco para a populacdo de plantas nativas
que ocorrem em areas proximas a campos agricolas (Carpenter et al., 2020; Albaseer et al.,
2025).

O glifosato € o herbicida mais utilizado no Brasil e no mundo (Duke, 2018; IBAMA et
al., 2023). O crescimento do uso desse herbicida € justificado pela eficiéncia no controle de
diferentes tipos de plantas daninhas, baixo custo e ao desenvolvimento das culturas resististes
ao glifosato (Duke, 2018). O glifosato € um herbicida sist€émico, de pds-emergéncia, que atua
na rota do acido chiquimico, inibindo a biossintese de aminodcidos essenciais (triptofano,
fenilalanina e tirosina) e, consequentemente, provoca danos no metabolismo, reduz o
desenvolvimento e leva a morte de plantas sensiveis (Gomes et al., 2017; Fuchs et al., 2021).

7

Apés a aplicagdo na parte aérea, o glifosato € translocado pelo floema, no fluxo dos
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fotoassimilados, para regides metabolicamente ativas, como dpices caulinares, folhas, flores e
frutos em desenvolvimento (Gomes et al., 2017; Freitas-Silva et al., 2022). Apesar dos efeitos
do glifosato serem bem documentados em plantas daninhas e culturas de interesse agricola, os
impactos em plantas nativas nao alvo ainda sdo pouco estudados. A maioria das pesquisas com
espécies ndo alvo limitam-se a avaliacdo de parametros fisiolégicos, metabdlicos e
morfoanatomia de o6rgdos vegetativos, especialmente folhas (Rezende-Silva et al., 2019;
Freitas-Silva et al. 2020; Santos et al., 2023; Cruz et al. 2021; Aratjo et al., 2025). No entanto,
devido ao mecanismo de translocagdo e a a¢do sistémica, 6rgaos reprodutivos, como as flores,
podem ser negativamente afetados pela acao desse herbicida.

Mesmo em baixas doses, os herbicidas podem afetar aspectos da reproducdo de plantas
nio alvo (Boutin et al., 2014; Dupont et al., 2018). Alguns estudos tem demonstrado os
diferentes efeitos negativo do glifosato na floracdo e reproducao de espécies nao alvo. Carpenter
et al. (2020) demonstraram que, entre cinco herbicidas, o glifosato foi o que causou a maior
redu¢@o no nimero total de flores em plantas ndao alvo. De modo semelhante, Strandberg et al.
(2021) relataram atraso no periodo de floragdo e reducao no numero cumulativo de flores em
plantas submetidas a deriva de glifosato numa faixa de 20 m do local de aplicacdo. Golt et al.
(2021) descreveram alteracdes na morfologia das pétalas, redu¢do na deiscéncia das anteras e
na viabilidade dos graos de pélen em flores de Rosa aciculares expostas ao glifosato, tanto em
condi¢des simuladas quanto em campo. Olszyk et al., (2024) demonstraram que o glifosato
pode alterar a fenologia da floragdo com implica¢des na producdo de sementes em espécies
nativas nao alvo.

Apesar do avan¢o no entendimento sobre os efeitos do glifosato na reproducao de
espécies nao alvo, a maioria dessas investigacoes teve como foco espécies da América do Norte
e Europa (Boutin et al., 2014; Olszyk et al., 2017; Dupont et al., 2018; Carpenter et al., 2020;
Strandberg et al., 2021; Golt et al., 2021; Olszyk et al., 2024). Em contrapartida, o impacto do
glifosato na reproducdo de plantas nativas de ecossistemas tropicais como o Cerrado, onde o
uso de glifosato é recorrente, ainda € extremamente subestimado. O Cerrado ocupa cerca de
24% do territorio brasileiro e € responsavel por grande parte da producdo agricola nacional
(Rodrigues, 2024). A regido contribui significativamente na producio de soja, milho, algodao
e cana-de-agicar (Rodrigues, 2024), que s@o algumas das culturas que demandam o maior
volume de aplicagdo de glifosato, devido ao desenvolvimento de cultivares resistentes a este
herbicida. O cerrado € um dos ecossistemas mais biodiverso com status de hotspot de

biodiversidade (Myers et al. 2000). Além disso, o Cerrado faz conex@o com outros biomas



61

como Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Amazo6nia, onde a agricultura também estd em
processo de expansdo (Colli et al., 2020; MapBiomas, 2024).

Cochlospermum regium (Bixaceae), conhecida popularmente como algoddozinho-do-
cerrado, € uma espécie subarbustiva, nativa, com folhas alternas, simples, palmatilobadas (Fig.
1 A), com ampla distribui¢cdo no Brasil e ocorréncia comum no Cerrado (Silva et al., 2020).
Durante a estacdo seca, a espécie perde as folhas e inicia a floragdo (Fig. 1 B), com posterior
rebrota das folhas na estacdo chuvosa (Ferri et al., 1971). O sistema subterraneo de reserva €
utilizado na medicina popular para o tratamento de diversas doengas (Camillo et al., 2018). As
flores amarelas vistosas estao dispostas em inflorescéncia tipo panicula (Fig. 1 B e C), possuem
potencial ornamental além de fornecerem recursos para polinizadores (Silva et al., 2020) e
possuirem propriedades medicinais (Menezes-Filho et al., 2020). No Cerrado, a redugdo das
populacdes naturais dessa espécie € reflexo da expansdo agricola, que promove a perda de
muitas dreas de vegetacdo nativa (Silva et al., 2020). Tendo em vista a ampla distribui¢io de C.
regium nas areas de Cerrado, que representam uma significativa por¢ao do territorio destinado
a agricultura de alta produtividade (Rodrigues, 2024), esta espécie frequentemente se encontra
nas proximidades de dreas agricolas (Fig. 1 A) o que a torna suscetiveis a deriva de herbicidas,
como o glifosato.

A hipétese deste trabalho é que, mesmo em concentracdes inferiores as utilizadas nas
aplicacdes convencionais em campo, o glifosato promove alteracdes morfoanatdmicas no
desenvolvimento inicial de gemas apicais e botdes florais de C. regium. Desse modo, o objetivo
neste estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo do herbicida glifosato na morfoanatomia e
desenvolvimento inicial de botdes e gemas florais em mudas de C. regium. Adicionalmente,
buscamos responder as seguintes perguntas: (i) A aplicacdo do herbicida glifosato em diferentes
doses, na fase vegetativa, pode promover alteracoes a longo prazo na fase reprodutiva de C.
regium? (i1) Quais sdo as alteracdes visuais, micromorfoldgicas e estruturais promovidas pelo
glifosato no desenvolvimento inicial das estruturas reprodutivas de C. regium? (iii) Quais

possiveis impactos do glifosato na floracao e reproducdo de C. regium?

2. Materiais e métodos

2.1 Condigoes de cultivo e aplicagdo do herbicida

Sementes de Cochlospermum regium foram coletadas, em outubro de 2023, de plantas

matrizes em um fragmento de Cerrado sensu stricto no municipio de Carmo do Paranaiba —
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MG, coordenadas 19° 00" 03" S, 46° 18" 57" O. As sementes tiverem o tegumento rompido por
escarificacdo, foram submersas em dgua destilada por 24h e em seguida semeadas em bandejas
plasticas com substrato comercial Topstrato HT® (Vida Verde). As plantas foram cultivadas em
casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vicosa (20° 45" 33.8" S, 42° 51' 10.4" W),
Vicosa, MG. Decorridos 30 dias apds o plantio, as mudas foram transplantadas para vasos
plésticos de 3,8 L. com o mesmo substrato utilizado no plantio. Foi feita a aplica¢do de solu¢do
nutritiva de Hoagland %2 for¢a idnica semanalmente (Hoagland e Arnon, 1950). Quatro meses
apés o plantio, 25 mudas foram padronizadas quanto ao tamanho, nimero de folhas e
submetidas ao glifosato.

As mudas (n = 5) foram expostas a diferentes doses de um herbicida a base de glifosato
sendo o controle, sem aplicacdo do herbicida, e trés doses crescentes que correspondem a 180,
360, 720 e 1440 ge.aha!. A maior dose corresponde a 100% da dose utilizada
convencionalmente no controle de plantas daninhas em campo. As demais doses correspondem
respectivamente a 0, 12.5, 25 e 50% da dose de campo. Foi utilizado o produto comercial
Roundup Original Mais (480 g/L de equivalente dcido de N- (phosfometil-glicina)). A aplicagcdo
foi feita uma tnica vez, durante o periodo da manha e direcionada a porcdo aérea das plantas
em estdgio vegetativo a uma distancia de 50 cm do topo das mudas. A pulverizacgado foi feita
com auxilio de um pulverizador costal (Herbicat, Catanduva Brasil) propelido a CO», acoplado
a uma barra com duas pontas de pulverizacdo (Teejet, model XR11002VP) com espacamento
de 0,5m. A aplicacdo foi feita a uma pressao constante de 150 kPa e volume de calda ajustado
para 150 L/ha'. As mudas permaneceram em casa de vegetacdo por 90 dias ap6s a aplicagio,

sob as mesmas condicdes de cultivo.

2.2 Caracterizagdo visual

O registro fotogréfico dos dpices caulinares foi feito aos 7, 45 e 90 dias apds a aplicacdo
do herbicida (DAA) com auxilio da camera digital de um smartphone (modelo Galaxy A34 —
48 MB, Samsung Electronics). A caracterizacdo das alteragdes visuais promovidas pelo
glifosato foi direcionada a andlise de possiveis alteragdes no desenvolvimento inicial de folhas

jovens, gemas e botdes florais de C. regium.

2.3 Andlise anatémica, histoquimica e micromorfologia
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Decorridos 90 DAA, foram coletadas amostras de botdes florais e dpices caulinares (n
= 3) para o processamento anatomico. Para o controle e dose 180 g.e.a.ha™! foram padronizados
botdes florais em estdgio inicial de desenvolvimento com cerca de 0,5 cm de comprimento.
Para as demais doses, foram coletadas amostras de gemas da regido do dpice caulinar, com 0,5
cm. As amostras foram fixadas em formalina neutra tamponada e estocadas em etanol 70%
(Kraus e Arduin 1997).

Para a andlise estrutural em microscopia de luz, as amostras foram desidratadas em série
etilica, incluidas em historesina conforme recomenda¢des do fabricante (Leica Historesin,
Heidelberg, Alemanha). Em seguida, cortes longitudinais com 7 um de espessura foram
realizados em micrétomo rotativo automatico (Leica RM 2255, Leica Microsystems, Deerfield,
USA) e depositados em ladminas de vidro. Parte das laminas foi corada com azul de toluidina
(O’Brien e McCully, 1964) e montada com Permount (Fisher Scientific) para a caracterizagao
anatomica. A outra parte das laminas foram submetidas a solucao de cloreto férrico (Johansen,
1940) para detec¢ao de compostos fendlicos nao estruturais e solug¢do de corifosfina sob luz UV
(Weis et al., 1988) para detecgao de pectinas. A andlise de cristais foi feita em laminas sob luz
polarizada. O registro fotografico foi feito em fotomicroscopio (AX70RF, Olympus Optical,
Toéquio, Japao) equipado com o software Axio Vision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Vision,
Alemanha), localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

Para a caracteriza¢cdo micromorfoldgica as amostras de botdes florais e dpices caulinares
foram desidratadas em série etilica e submetidas a secagem com COz liquido em um secador
de ponto critico (CPD 030, 15 Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Em seguida, as amostras foram
fixadas em stubs de metal e revestidas com ouro em um metalizador (FDU 010, Balzers,
Liechtenstein). A andlise e o registro fotogrifico foram realizados em um microscépio
eletronico de varredura (Leo 1430VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra), localizado no Nucleo de

Microscopia e Microanalises da UFV.
3. Resultados
3.1 Alteragoes visuais
Visualmente 7 DAA, as plantas do controle (Fig. 2 A) apresentaram gemas apicais com

aspecto sauddvel e com folhas jovens em desenvolvimento. Nas doses de 180 e 360 g.e.a.ha™

as folhas jovens apresentaram aspecto clordtico e reducdo no desenvolvimento (Fig. 2 B e C).
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Nas doses 720 e 1440 g.e.a.ha! ocorreram cloroses, necroses e reduciio do desenvolvimento de
folhas jovens além da necrose e senescéncia do dpice caulinar (Fig. 2 D e E).

Decorridos 45 DAA, as plantas do controle apresentavam o eixo da inflorescéncia ja
diferenciado, com nds e entrends bem definidos, estipulas alongadas e botdes florais em
desenvolvimento (Fig. 2 F). Nas doses de 180 e 360 g.e.a.ha’! as mudas apresentaram cloroses,
necroses em folhas jovens e estavam em inicio da formagdo das gemas florais. As gemas
apresentaram um aspecto congesto e com estipulas senescentes (Fig. 2 G e H). Nas doses de
720 e 1440 g.e.a.ha’! ocorreu senescéncia do 4pice caulinar e necrose das folhas jovens (Fig. 2
Iel).

Ao final do experimento, 90 DAA, as mudas do controle estavam em fase de antese e
pré-antese (Fig. 3 A). Na fase de pré-antese os botdes florais adquiriram coloragdo que varia do
vermelho/ arroxeada (Fig. 3 A). Os botdes florais em estagios iniciais de desenvolvimento,
anterior a pré-antese, apresentam coloracdo verde clara, tricomas abundantes no eixo da
inflorescéncia e sépalas (Fig. 3 B). Na base do pedicelo de cada botao floral foram observadas
estipulas com coloracdo que varia do verde ao avermelhado e folhas jovens em inicio de
desenvolvimento (Fig. 3 B). Além disso, nessa fase o eixo da inflorescéncia apresentou 0s nds
e entrenés bem evidentes. Na dose de 180 g.e.a.ha™ (Fig. 3 C), os botdes florais apresentaram
reducdo visual do tamanho, coloracdo verde escuro / avermelhado. As estipulas eram mais
curtas, com alteracio no formato e a maioria apresentou aspecto senescente. O eixo da
inflorescéncia era congesto em compara¢cdo com o controle e os entrends eram pouco visiveis.
Na dose de 360 g.e.a.ha! (Fig. 3 D), as gemas florais ndo diferenciaram botdes florais na
maioria das plantas. As gemas florais eram congestas, os primérdios foliares ndo se
desenvolveram na regido apical, e os entrends ndo estavam bem definidos. As estipulas eram
curtas, todas apresentaram aspecto senescente € muitas vezes estavam ausentes. Na dose de 720
g.e.aha! (Fig. 3 E) ndo ocorreu diferenciacio de gemas florais. A por¢io terminal do caule
apresentou inimeras gemas congestas, com aspecto clorético, estipulas senescentes, sem a
delimita¢do de nés e entrenés. Na dose de 1440 g.e.a.ha™ (Fig. 3 F) o 4pice caulinar estava

completamente senescente, com aspecto necrotico.
3.2 Alteracoes em microscopia eletronica de varredura
Em microscopia eletronica de varredura os botdes florais de plantas do controle, 90

DAA (Fig. 4 A) ndo apresentam nenhum tipo de dano. A superficie das sépalas possui tricomas

tectores e glandulares (Fig. 4 B e C). A borda das sépalas possui vdrios tricomas tectores
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aderidos uns aos outros deixando um pequeno espago entre as sépalas adjacentes (Fig. 4 B e
C). Estdmatos na superficie das sépalas e pétalas apresentam cristas bem evidentes (Fig. 4 D).
As estipulas apresentam numerosos tricomas tectores e glandulares (Fig. 4 E).

Na dose de 180 g.e.a.ha! (Fig. 4 F), os botdes florais apresentaram aspecto similar ao
controle porém pedicelo mais alongado. Os tricomas das sépalas, visualmente, apresentaram
menor densidade e eram mais curtos, deixando um maior espaco entre as sépalas adjacentes
(Fig. 4 G e H). Os estomatos apresentam cristas com danos (Fig. 4 1) e as estipulas apresentam
visualmente menor densidade e tamanho de tricomas (Fig. 4 J).

Na dose de 360 g.e.a.ha’!, as gemas florais apresentam primérdios foliares e folhas
jovens pouco desenvolvidos, abscisdo das estipulas, redu¢do visual no comprimento e
densidade de tricomas (Fig. 4 K e L). Além disso, tricomas tectores e glandulares apresentam
aspecto colapsado (Fig. 4 M).

Na dose de 720 g.e.a.ha’ (Fig. 3 N) ocorreram miiltiplas gemas com porcdo
meristemdtica reduzida, reducdo no comprimento e densidade de tricomas além de verticilos
pouco desenvolvidos. Ocorrem fissuras epidérmicas na regido da base que se estenderam para
proximo da regido meristemadtica (Fig. 4 N e O). A estipulas eram curtas e apresentam tricomas

colapsados, além de células epidérmicas com aspecto flacido e com rupturas (Fig. 4 P).

3.3 Alteragoes anatomicas em microscopia de luz

Estruturalmente, em microscopia de luz, as plantas do controle (Fig. 5 A) apresentam
botio floral com os verticilos vegetativos (sépalas e pétalas) sobrepostos de maneira justaposta
e bem organizados. Na regido do receptdculo e pedicelo ocorrem idioblastos secretores de
mucilagem que, nos estdgios finais de diferenciacdo podem coalescer, formando estruturas
alongadas longitudinalmente (Fig. 5A). Nessa regido ocorreram também laticiferos com
aspecto alongado (Fig. 5 A). Naregido central do botdo floral, ocorreram primérdios estaminais
em inicio do alongamento dos estiletes e primérdio do carpelo em inicio da diferenciacao do
ovario e alongamento do estigma (Fig. 5B). As pétalas apresentam epiderme com compostos
fendlicos, mesofilo em processo avancado de diferenciagdo, com presenca de laticifero e feixes
vasculares diferenciados (Fig. 5 C). A epiderme da sépala possui tricomas tectores e glandulares
abundantes (Fig. 5 D e E). A estipula € alongada e com aspecto delgado (Fig. 5 F).

Na dose de 180 g.e.a.ha! (Fig. 5G), os botdes florais eram visualmente menores e
apresentaram aspecto arredondado em comparacdo ao controle (Fig. 5G). Os verticilos

vegetativos eram curtos e sobrepostos de maneira desorganizada (Fig. 5 H). Os primérdios dos
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verticilos reprodutivos sdo mais curtos € menos desenvolvidos em relagdo ao controle (Fig. 5
H). As pétalas estdo em estdgio inicial de diferenciacdo, com células justapostas e de aspecto
meristemdtico (Fig. 51). A epiderme da sépala apresentou tricomas com aspecto colapsado (Fig.
5J). As estipulas apresentam uma zona de abscisdo em inicio da diferenciac¢do (Fig. 5 L).

Na dose de 360 g.e.a.ha’!, as gemas apresentaram a por¢io meristematica curta e folhas
ndo desenvolvidas, proximas ao meristema (Fig. 5 M e N). Na porcdo abaixo do meristema
ocorreram indmeros idioblastos secretores de mucilagem com grande extensdo e acimulo de
contetdo (Fig. 5 N). Visualmente ocorreu menor densidade de tricomas na regido epidérmica e
aumento visual de drusas na base das gemas (Fig. 5 O). Os tricomas glandulares apresentaram,
visualmente, reducao no tamanho e retracao do protoplasto nas células da cabeca secretora (Fig.
5 P). As estipulas apresentaram area de abscisdo bem delimitada e estipulas senescentes (Fig. 5
Q).

Na dose de 720 g.e.a.ha’!, as gemas apresentaram a regido meristematica reduzida, sem
o desenvolvimento de primérdios foliares (Fig. 5 R). Os idioblastos e laticiferos apresentaram
aspecto tendendo ao formato isodiamétrico, foram mais numerosos e localizados préximos a
regido meristematica (Fig. 5 R e S). Ocorreu redu¢do da densidade de tricomas na regido
epidérmica e acimulo de compostos fendlicos, além de ruptura da epiderme na regido da base
da gema (Fig. 5 T). Os tricomas glandulares apresentaram redu¢do no tamanho, retracdo do
protoplasto e colapso de células da cabeca secretora (Fig. 5 U). As estipulas foram mais curtas,

com aspecto senescente e colapso celular (Fig. 5 V).

3.4 Alteracoes histoquimicas

O teste com corifosfina para detec¢do de pectinas evidenciou a natureza mucilaginosa
dos idioblastos secretores (Fig. 6 A). Por auto florescéncia, sob luz UV, os laticiferos
apresentaram coloragdo verde/azulada brilhante (Fig. 6 A). Os idioblastos secretores de
mucilagem e laticiferos foram predominantemente alongados nas plantas do controle e na dose
de 180 g.e.aha! (Fig. 6 A e D) em comparacio as doses de 360 e 720 g.e.a.ha, onde
apresentam, visualmente, maior densidade e formato tendendo ao isodiamétrico (Fig. 6 G e J).
O teste com cloreto férrico evidenciou o aumento visual no acimulo de compostos fendlicos
ndo estruturais nas plantas tratadas com glifosato (Fig. 6 E, H e K) em compara¢do com o
controle (Fig. 6 B). Sob luz polarizada observou-se o aumento na densidade de cristais nas
planas tratadas com herbicida (Fig. 6 F, I e L) em comparacdo com o controle (Fig. 6C), sendo

o maior aumento visual nas doses de 360 e 720 g.e.a.ha™! (Fig. 61 e L).
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4. Discussao

As mudas de C. regium expostas ao glifosato apresentaram alteracdes na floragdo e
desenvolvimento inicial de botdes e gemas florais, mesmo nas menores doses do herbicida,
confirmando nossas hipéteses iniciais. O glifosato promoveu danos e altera¢cdes morfoldgicas
nos dpices caulinares, resultando, a longo prazo, em atraso no desenvolvimento de botdes
florais, inibicdo do desenvolvimento de gemas florais, além de danos micromorfolégicos e
estruturais. Os impactos negativos do glifosato sobre a floracdo de plantas ndo alvo foram
relatados anteriormente em outras espécies vegetais (Boutin et al., 2014; Olszyk et al., 2017;
Dupont et al., 2018; Carpenter et al., 2020; Strandberg et al., 2021; Golt et al., 2021; Olszyk et
al. 2024). Nosso estudo, entretanto, € o primeiro a descrever os impactos morfoanatdmicos do
glifosato na floracdo e desenvolvimento de gemas florais em uma espécie tropical perene nativa
do Cerrado.

O surgimento precoce de danos visuais em folhas jovens e dpices caulinares de C.
regium exposta ao glifosato, estd associado ao mecanismo de translocacdo do herbicida. Apds
a absorc¢do, o herbicida € translocado pelo floema, até regides metabolicamente ativas como
dpices meristematicos, folhas e flores em desenvolvimento e, mesmo a curto prazo, pode
promover danos nessas regides (Freitas-Silva et al., 2022). As altera¢des no desenvolvimento
de folhas jovens, acompanhadas de clorose e necrose, observadas em nosso estudo, sdo os
primeiros sintomas de toxicidade do glifosato e foram descritos em estudos anteriores com
outras espécies nativas ndo alvo (Cruz et al., 2021; Araugjo et al., 2024). Estes danos foram
relacionados com as alteragdes promovidas pelo herbicida no metabolismo, aumento da
producdo de espécies reativas de oxigé€nio e peroxidacdo lipidica (Gomes et al., 2017; Aradjo
et al., 2025). Curiosamente, alteragdes visuais nos dpices caulinares e folhas jovens também
foram reportadas em espécies do Cerrado descritas como potencialmente tolerantes, expostas
as maiores doses de glifosato (Abreu et al., 2022; Faria et al., 2024; Faria et al., 2022).

Somente as plantas do controle chegaram a fase de pré-antese e antese durante o periodo
de avaliacdo, evidenciando atraso na floracdo em plantas expostas ao glifosato. De modo
semelhante, Dupont et al. (2018) relataram reduc¢do na densidade floral e atraso na floracdo de
plantas nao alvo mesmo quando as plantas foram expostas dois meses antes do periodo de
floragdo. Outros estudos também demonstraram que plantas niao alvo podem ter o periodo de
floracao alterado pela aplicacdo de herbicidas, mesmo em baixas doses (Golt e Wood, 2021;
Strandberg et al., 2021; Olszyk et al., 2024). Em nosso estudo, demonstramos que o glifosato

promove alteragdes no desenvolvimento de gemas e botdes florais a longo prazo, mesmo na
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menor dose aplicada 90 DAA. A pulverizacdo do herbicida ocorreu no estagio vegetativo de C.
regium, cerca de 45 dias antes do inicio do desenvolvimento floral. O glifosato pode permanecer
nos tecidos das plantas por uma década ou mais, ap6s a exposicao (Botten et al., 2021). Espécies
de plantas perenes (ciclo de vida longo) que perdem as folhas em algum periodo do ano podem
acumular o herbicida em sistemas subterraneos e posteriormente, no periodo de rebrota, este
composto ainda pode ser detectado em brotacdes novas (Botten et al., 2021) e tecidos
reprodutivos (Golt et al., 2021). De modo semelhante, C. regium possui 6rgaos subterraneos de
reserva e a floragdo ocorre apds a senescéncia das folhas, no inicio da fase reprodutiva (Camillo
et al., 2018; Silva et al., 2020). Desse modo, as alteracdes nas gemas e botdes florais podem ser
danos indiretos dos residuos de glifosato acumulados no sistema subterraneo. Futuras
investigacdes com quantificacdo quimica de glifosato no sistema subterraneo de reserva podem
averiguar essa hipotese.

Na menor dose, ocorreu a redu¢@o do alongamento do eixo da inflorescéncia, alteracoes
morfoanatomicas nos botdes florais, incluindo altera¢cdes no tamanho e menor desenvolvimento
dos primérdios dos verticilos estéreis e reprodutivos. O glifosato promove alteracdes
multidimensionais no metabolismo vegetal, envolvendo alteracdes na alocacdo de recursos,
reducdo da atividade fotossintética, estresse oxidativo e desbalancos hormonais em plantas
sensiveis (Aradjo et al., 2025; Fuchs et al., 2021, 2022). O glifosato inibe a produgdo de
triptofano, um precursor na biossintese das auxinas que tem um importante papel na regulacao
do desenvolvimento floral e no alongamento celular (Gomes et al., 2017; Freitas-Silva et al.,
2022). As alteragdes nos botdes florais e a reducdo no desenvolvimento dos primérdios dos
verticilos estéreis e reprodutivos em C. regium, podem estar associadas com possiveis
alteracOes nos niveis de auxinas. As auxinas estdo relacionadas com a atividade de diversos
genes envolvidos com o crescimento e desenvolvimento dos verticilos estéreis e reprodutivos,
além de ser um importante sinalizador para a diferenciacdo dos meristemas florais (Cucinotta
et al., 2021). Mesmo em doses baixas, o desbalanco hormonal promovido pelo glifosato pode
promover alteracdes na morfologia das pétalas, reduzir a viabilidade dos graos de p6len e inibir
total ou parcialmente a deiscéncia de anteras em plantas expostas ao herbicida, como
demonstrado em Rosa acicularis (Golt et al., 2021) e Gossypium barbadense (Qin et al., 2023).
Apesar dos efeitos bem documentados na produgdo de auxinas, outros hormdnios vegetais
podem ser alterados indiretamente pela exposi¢do ao glifosato (Fuchs et al., 2022). Dessa
forma, futuras investigagdes sobre os impactos do glifosato no balanco hormonal na fase
reprodutiva podem ajudar a compreender melhor os impactos no desenvolvimento floral de C.

regium.
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A reducio visual da densidade e comprimento dos tricomas tectores nas sépalas e dpices
caulinares nas plantas expostas ao glifosato pode ser um efeito indireto do herbicida. A
regulacdo da densidade e do desenvolvimento de tricomas € um processo complexo, que
envolve a agdo coordenada de fatores de transcricio mediados por diferentes hormonios,
incluindo as auxinas (Li et al., 2021; Yasin et al., 2025). Além disso, foi demonstrado em
Arabidopsis thaliana que a floragdo e o desenvolvimento de tricomas compartilham hormo6nios
e fatores de transcri¢do relacionados (Matias-Hernandez et al., 2016). A redugao na densidade
e comprimento dos tricomas podem reduzir o nivel de prote¢do das estruturas reprodutivas
internas nos botdes florais e dos meristemas nos dpices caulinares. Os tricomas nas sépalas de
C. regium, nos estagios inicias de desenvolvimento do botdo floral, podem desempenhar papel
de protecao dos verticilos florais em desenvolvimento contra ataques de herbivoros e estresses
abidticos como, altas temperaturas e intensa radiagdo solar (Kaur e Kariyat, 2020). Além disso,
a alteracdo no formato dos botdes e a separagcdo precoce entre as sépalas nas plantas expostas
ao glifosato, pode estar relacionada com a reducao dos tricomas. Tan et al., (2016) demonstram
que os tricomas tectores nas flores de Gossypium hirsutum sao responsdveis por evitar a antese
precoce e atuam na manutencdo do formato dos botdes.

A inibi¢do do desenvolvimento de gemas florais e o surgimento de gemas multiplas nas
doses intermedidrias de glifosato (360 e 720 g.e.a.ha’) também podem estar relacionadas 2
interferéncia do herbicida no balanco hormonal. A auxina exerce um papel fundamental no
processo de iniciagdo e diferenciacdo do meristema floral, sendo um hormonio-chave durante
amorfogénese floral em plantas (Cucinotta et al., 2021). O desenvolvimento de gemas multiplas
e a perda da dominancia apical observados em C. regium sdo respostas comuns, a longo prazo,
em plantas expostas ao glifosato (Martinelli et al., 2022; Aratjo et al., 2024), e estdo associadas
a alteracdes no balango de hormdnios como auxina, etileno e giberelinas (Dogramaci et al.,
2015; Wang et al., 2020). Além disso, o glifosato promoveu a redugdo no desenvolvimento dos
meristemas e a redu¢do do estoque de células meristematicas nos dpices caulinares de C. regium
nas maiores doses. Os meristemas sao especialmente sensiveis as alteragdes metabdlicas e aos
danos oxidativos causados por estressores ambientais, 0s quais podem comprometer 0 processo
de diferenciacdo celular e a viabilidade celular (Zhang et al., 2023).

Nas maiores doses de glifosato em C. regium, ocorreram danos e alteracdes anatdmicas
nos dpices caulinares, incluindo colapso de células e surgimento de areas necréticas. Na maior
dose (1440 g.e.a.ha!) ocorreu a completa senescéncia do dpice caulinar. Esses danos sdo
semelhantes aos descritos em folhas de espécies nativas ndo alvo expostas ao glifosato (Cruz et

al., 2021; Freitas-Silva et al., 2022; Aragjo et al., 2024). Tais alteragdes sdo frequentemente
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associadas a distirbios metabdlicos induzidos pelo herbicida, como estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica, que comprometem a integridade celular e levam, a longo prazo, a morte
das plantas sensiveis (Gomes et al., 2017; Freitas-Silva et al., 2022; Aragjo et al., 2024).
Também ocorreu o aumento no acimulo de compostos fendlicos e drusas em plantas de C.
regium expostas ao glifosato. Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes nao
enzimaticos em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo herbicida (Parvin et al., 2022;
Aradjo et al., 2025). No entanto, nas doses mais elevadas, esse acimulo pode estar associado a
processos de senescéncia e morte celular (Tyagi et al., 2020). De modo semelhante, 0 aumento
na formagao de drusas é comum em plantas submetidas a diferentes tipos de estresses abidticos
e pode estar relacionado a mecanismos de defesa induzidos e regulagdo do metabolismo vegetal
(Paiva et al., 2019; He et al., 2024). Além disso, o aumento de drusas pode estra relacionado
com o maior estoque de cdlcio em dreas metabolicamente susceptiveis, como regiodes
meristematicas, de modo a garantir a homeostase nessas regioes.

As estipulas de C. regium sdo altamente responsivas ao glifosato, apresentando
alteracoes morfoldgicas e senescéncia precoce a partir da menor dose e em todos os periodos
de avaliac@o. A senescéncia estd associada a formacdo de zona de abscisdo precoce, além de
danos em tricomas e estomatos, marcadores tipicos da fitotoxicidade do glifosato e de alteracdes
no metabolismo vegetal (Freitas-Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021; Aradjo et al., 2024). As
estipulas sdo estruturas amplamente distribuidas em varias familias de Angiospermas e estao
associadas com a protecao de folhas jovens e brotos (Ye et al., 2024). Em C. regium, a presenca
de compostos fendlicos, tricomas tectores e glandulares, além de laticiferos, refor¢a o papel
defensivo dessas estruturas contra o ataque de herbivoros, patégenos € na manutencdo de um
microclima favoravel na regido dos meristemas e botdes florais em desenvolvimento. Durante
a floracdo, C. regium perde as folhas e os dpices caulinares e botdes florais ficam
completamente expostos (Silva et al., 2020). Desse modo, a senescéncia precoce das estipulas
em plantas expostas ao glifosato pode tornar os meristemas e botdes florais de C. regium mais
vulnerdveis.

As alteracdes visuais na morfologia e densidade dos laticiferos e idioblastos secretores
de mucilagem podem ser um efeito indireto do glifosato em C. regium. A interferéncia na
atividade meristemadtica e os danos metabdlicos promovidos pelo herbicida podem afetar a
morfogénese dos laticiferos e idioblastos secretores, que dependem da integridade dos
meristemas e da regulacdo mediada por fitohormonios (Johnson et al., 2021; Medina et al.,
2022; Hu et al., 2024). Além disso, o desenvolvimento, a atividade secretora e a composicado da

secrecdo das estruturas secretoras em plantas podem ser influenciadas por fatores ambientais e
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estresse abidtico. Pereira et al. (2025) relataram o aumento na densidade e area de canais
secretores em caules e folhas jovens de Protium heptaphyllum em resposta ao fogo, além de
alteracdes no perfil quimico da espécie, evidenciando a plasticidade do sistema secretor. De
modo semelhante ao observado em C. regium, Gomes et al. (2025) relataram alteracdo do
formato dos laticiferos em folhas de Bixa orellana exposta ao flior. Considerando que
laticiferos e idioblastos secretores desempenham papel fundamental na defesa contra herbivoria
e patégenos (Prado e Demarco, 2018), as altera¢des anatdmicas induzidas pelo glifosato podem
comprometer a funcionalidade dessas estruturas e a capacidade defensiva de C. regium. No
entanto, essa hipétese requer investigacdes adicionais para avaliar as alteracdes na atividade
secretora e composi¢ao quimica da secre¢do produzida pelos laticiferos e idioblastos secretores.

Em nosso estudo, demonstramos que o glifosato promove alteragdes no
desenvolvimento inicial de botdes florais e danos nos meristemas apicais em mudas de C.
regium expostas ao glifosato. O atraso e a alteracdo no periodo de floragcdo podem contribuir
para mudangas no fluxo génico com potenciais impactos ecoldgicos e funcionais nas
comunidades vegetais (Londo et al., 2014). Especialmente no Cerrado, onde a sazonalidade
climéatica € bem definida, a reducdo no periodo de floracio pode comprometer a viabilidade
reprodutiva das espécies. Apesar de C. regium ter um periodo de floracdo com duracdo de 3-4
meses, as populacdes geralmente ocorrem isoladas, com pequeno nimero de individuos
(Camillo et al., 2018; Silva et al., 2020). Desse modo, atrasos no pico de floracdo podem
comprometer a viabilidade da polinizagdo cruzada e reduzir a eficiéncia reprodutiva da espécie.
Além disso, em C. regium, assim como outras espécies de Cerrado, € comum observar intensa
rebrota com emissdo de gemas reprodutivas e floracdo algumas semanas apds o fogo (Ott et al.,
2019). Logo, nessas espécies, o desenvolvimento floral depende de recursos alocados no
sistema subterraneo. Alteragdes na alocacdo de recursos e danos nos sistemas subterraneos
induzidos pelo glifosato podem afetar o desenvolvimento floral e devem ser alvo de estudos
futuros.

Além dos danos no desenvolvimento de botdes e gemas florais, outros aspectos
reprodutivos podem ser afetados pelo glifosato. Olszyk et al., (2024) demonstraram que o
glifosato pode alterar a fenologia de espécies herbdceas nativas ao promover atraso na floracao
e reducdo na produgdo de sementes. Alteragdes visuais, reducao do tamanho e massa dos frutos
de Rosa roxburghii foram acompanhados por danos fisiolégicos e alteracdes no
desenvolvimento em plantas expostas ao glifosato (Chao et al., 2024). Além disso, alteragcdes
na morfologia das pétalas e anteras foram verificados em Rosa acicularis (Golt et al., 2021).

Embora ndo tenhamos avaliado potencias danos morfolégicos nas flores, frutos e sementes de
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C. regium, nosso estudo serve de base para futuras investigacdes abordando esses aspectos
reprodutivos em plantas nativas expostas ao glifosato e outros herbicidas. Tendo em vista a
grande diversidade de espécies vegetais que ocorrem proximas de dreas agricola, € fundamental
expandir essas avaliagdes para outras espécies nativas.

As alteracOes visuais marcantes em plantas expostas ao herbicida, mesmo em baixas
doses, como os danos no dpice caulinar, alteracdes na morfologia e desenvolvimento de botdes
florais, senescéncia precoce das estipulas, inibicao no desenvolvimento de gemas reprodutivas
e surgimento de gemas multiplas podem ser marcadores morfolégicos de fitotoxicidade ao
glifosato. Estes marcadores sdo especialmente tteis em monitoramento de campo, pois muitas
espécies do Cerrado, assim como C. regium, sdo deciduas e perdem as folhas em determinados
periodos do ano, limitando a avaliacao classica de biomarcadores morfoldgicos, anatdmicos e
metabolicos em estruturas vegetativas.

Nossos resultados demonstram que o glifosato pode interferir em estruturas associadas
a protecdo de gemas e botdes florais, especialmente nas fases iniciais de desenvolvimento. As
alteracdoes na morfologia e desenvolvimento de estipulas, tricomas tectores e glandulares,
laticiferos e idioblastos sugerem potenciais impactos na defesa vegetal, um aspecto pouco
explorado em estudos com herbicidas, embora possam influenciar diretamente a resisténcia, a
sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo de espécies nativas. Além disso, os compostos bioativos
e metabdlitos responsdveis pelas propriedades medicinais de C. regium, inclusive nas flores
(Menezes-Filho et al., 2020), estdo associados as estruturas secretoras. Estudos futuros devem
abordar mais detalhadamente aspectos relacionados com o desenvolvimento, distribui¢do, e

atividade secretora dessas estruturas em plantas expostas a herbicidas como o glifosato.

5. Conclusao

A aplicacdo do herbicida glifosato promoveu alteracdes morfoanatdmicas no
desenvolvimento inicial de gemas apicais e botdes florais de C. regium, mesmo em doses abaixo
das utilizadas convencionalmente em campo, confirmando nossa hipétese inicial. Apesar da
aplicacdo ter ocorrido no estdgio vegetativo, os efeitos do glifosato se estenderam para a fase
reprodutiva. Em baixas doses, o herbicida promoveu altera¢cdes morfoanatdmicas e atraso no
desenvolvimento de botdes florais. Nas maiores doses ocorreu formacdo de gemas multiplas,
inibicdo no desenvolvimento de gemas florais e danos nos meristemas, além de alteracdes
micromorfolégicas em tricomas e estruturas secretoras. Em conjunto, essas alteracdes podem

comprometer a reproducio de C. regium por meio do atraso no pico de floracdo, reducao do
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desenvolvimento e protecdo de botdes florais. Futuras investigacdes devem analisar possiveis
alteracOes na morfologia floral, desenvolvimento de frutos e sementes ampliando o
entendimento sobre o efeito do glifosato em todo o ciclo reprodutivo de C. regium. Estes dados
reforcam a necessidade do manejo adequado de herbicidas, em especial devido ao potencial
impacto na reproducdo e manutencdo de populacdo de espécies nativas nao alvo que ocorrem
proximas de dreas agricolas, mesmo em doses abaixo das comumente aplicadas em campo para

controle de plantas daninhas.

Referéncias

Abreu, K. M., Santos, D. C., Pennacchi, J. P., Calil, F. N., Moura, T. M., Alves, E. M., Oliveira,
T.C., Silva, F. G., Ferreira, J. B. G., Fialho, A. R., & Souza, S. O. (2022). Differential tolerance
of four tree species to glyphosate and mesotrione used in agrosilvopastoral systems. New
Forests, 53, 831-850. https://doi.org/10.1007/s11056-021-09889-4.

Albaseer, S. S., Jaspers, V. L. B., Orsini, L., Vlahos, P., Al-Hazmi, H. E., & Hollert, H. (2025).
Beyond the field: How pesticide drift endangers biodiversity. Environmental Pollution, 366,
125526. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2024.125526.

Aradjo H. H., Soares G. D. D., Dias-Pereira J., Silva L. C., & Machado V. M. (2024). Impact
of saflufenacil and glyphosate-based herbicides on the morphoanatomical and development
of Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong (Fabaceae): new insights into a non-target
tropical tree species. Environmental Science and Pollution Research, 31, 61254—61269.

https://doi.org/10.1007/s11356-024-35223-4.

Araujo, H. H., Marinato, C. S., Coelho, D. G., Oliveira, L. A., Oliveira, J. A., Clarindo, W. R,
Freitas-Silva, L., & Silva, L. C. (2025). Multidimensional effects of a glyphosate-based
herbicide on Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae): Morphoanatomical, metabolic, and
genotoxic biomarkers as indicators of damage in a non-target native tree species. Journal of

Hazardous Materials, 492, 138038. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2025.138038.

Barroso, G. M., Santos, E. A., Pires, F. R., Galon, L., Cabral, C. M., & Santos, J. B. (2023)
Phytoremediation: a green and low-cost technology to remediate herbicides in the environment.
Chemosphere, 334, 138943. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.138943.

Botten, N., Wood, L. J., & Werner, J. R. (2021). Glyphosate remains in forest plant tissues for

a decade or more. Forest Ecology and Management, 493, 119259.
https://doi.org/10.1016/j.foreco.2021.119259.

Boutin, C., & Rogers, C. A. (2000). Pattern of sensitivity of plant species to various herbicides
— an analysis with two databases. Ecotoxicology, 9, 255-272.
https://doi.org/10.1023/A:1026518027350.

Boutin, C., Strandberg, B., Carpenter, D., Mathiassen, S. K., & Thomas, P. J. (2014). Herbicide
impact on non-target plant reproduction: what are the toxicological and ecological

implications?. Environmental Pollution, 185, 295-306.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2013.10.009.


https://doi.org/10.1007/s11056-021-09889-4
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2024.125526
https://doi.org/10.1007/s11356-024-35223-4
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2025.138038
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.138943
https://doi.org/10.1016/j.foreco.2021.119259
https://doi.org/10.1023/A:1026518027350
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2013.10.009

74

Camillo, J., Martins, R. C., Guarim Neto, G., Gulias, A. P. S. M., Filgueiras, A. D., Costa, L.
C., & Silva, D. B. (2018). Cochlospermum regium (Algodao-do-campo). In Vieira, R. F,,
Camillo, J., & Coradin, L. (Eds.), Espécies nativas da flora brasileira de valor econémico atual
ou potencial: plantas para o futuro — regido Centro-QOeste. Ministério do Meio Ambiente,
Secretaria de Biodiversidade. http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1073502.

Carpenter, D. J., Mathiassen, S. K., Boutin, C., Strandberg, B., Casey, C. S., & Damgaard, C.
(2020). Effects of herbicides on flowering. Environmental Toxicology and Chemistry, 39(6),
1244—-1256. https://doi.org/10.1002/etc.4712.

Colli, G. R., Vieira, C. R., & Dianese, J. C. (2020). Biodiversity and conservation of the
Cerrado: recent advances and old challenges. Biodiversity and Conservation, 29(5), 1465-1475.
https://doi.org/10.1007/s10531-020-01967-x.

Cruz, C. E. S., Freitas-Silva, L., Ribeiro, C., & Silva, L. C. (2021). Physiological and
morphoanatomical effects of glyphosate in Eugenia uniflora, a Brazilian plant species native to
the Atlantic Forest biome. Environmental Science and Pollution Research, 28, 21334-21346.
https://doi.org/10.1007/s11356-020-12003-4.

Cucinotta, M., Cavalleri, A., Chandler, J. W., & Colombo, L. (2021). Auxin and flower
development: a blossoming field. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 13, a039974.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a039974.

Chao, Z., Yun, L., Yumei, F., Lina, G., Kai, Y., & Yue, L. (2024). Evaluating the effect of
glyphosate on the growth and photosynthetic characteristics of Rosa roxburghii seedlings on

Yunnan Guizhou Plateau. New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science, 53(5),
1773—-1791. https://doi.org/10.1080/01140671.2024.2409776.

Dogramaci, M., Foley, M. E., Horvath, D. P., Hernandez, A. G., Khetani, R. S., Fields, C. J.,
Keating, K. M., Mikel, M. A., & Anderson, J. V. (2015). Glyphosate’s impact on vegetative
growth in leafy spurge identifies molecular processes and hormone cross-talk associated with
increased branching. BMC genomics, 16, 395. https://doi.org/10.1186/s12864-015-1627-9.

Dupont, Y. L., Strandberg, B., & Damgaard C. (2018). Effects of herbicide and nitrogen
fertilizer on non-target plant reproduction and indirect effects on pollination in Tanacetum

vulgare (Asteraceae).  Agriculture  Ecosystems &  Environment, 262, 76-82.
https://doi.org/10.1016/j.agee.2018.04.014.

Faria, G. S., Carlos, L., Vasconcelos-Filho, S. C., Freitas, S. T. F., Lourenco, L. L., Sousa, A.
C. D., Bessa, L. A., & Vitorino, L. C. (2024). Tolerance of Hymenaea stigonocarpa Mart. ex
Hayne. to glyphosate. Brazilian Journal of Biology, 84, €279984. https://doi.org/10.1590/1519-
6984.279984.

Faria, G. S., Carlos, L., Jakelaitis, A., Filho, S. C. V, Lourenco, L. L., Costa, A. M., &
Gongalves, I. A. (2022). Tolerance of Hymenaea courbaril L. to glyphosate. Ecotoxicology, 31,
168—177. https://doi.org/10.1007/s10646-021-02499-y.

Ferri, M. G. (1971). Modificacdo do habito floral de Cochlospermum regium (Mart.) Pilger. In
IIl Simpdsio sobre o cerrado (pp. 164-166). Editora Edgard Bliicher Ltda/ Editora da
Universidade de Sao Paulo - Edusp.


http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1073502
https://doi.org/10.1002/etc.4712
https://doi.org/10.1007/s10531-020-01967-x
https://doi.org/10.1007/s11356-020-12003-4
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a039974
https://doi.org/10.1080/01140671.2024.2409776
https://doi.org/10.1186/s12864-015-1627-9
https://doi.org/10.1016/j.agee.2018.04.014
https://doi.org/10.1590/1519-6984.279984
https://doi.org/10.1590/1519-6984.279984
https://doi.org/10.1007/s10646-021-02499-y

75

Freitas-Silva, L., Aradjo, H. H., Meireles, C. S., & Silva, L.C. (2022). Plant exposure to
glyphosate-based herbicides and how this might alter plant physiological and structural
processes. Botany, 100(6), 473-480. https://doi.org/10.1139/cjb-2021-0033.

Freitas-Silva, L., Aratjo, T. O., Nunes-Nesi, A., Ribeiro, C., Costa, A. C., & Silva, L. C. (2020).
Evaluation of morphological and metabolic responses to glyphosate exposure in two
neotropical plant species. Ecological Indicators, 113, 106246.
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.106246.

Fuchs, B., Laihonen, M., Muola, A., Saikkonen, K., Dobrev, P. 1., Vankova, R., & Helander,
M. (2022). A Glyphosate-Based Herbicide in Soil Differentially Affects Hormonal
Homeostasis and Performance of Non-target Crop Plants. Frontiers in Plant Science, 12,
787958. https://doi.org/10.3389/fpls.2021.787958.

Fuchs, B., Saikkonen, K., & Helander, M. (2021). Glyphosate-modulated biosynthesis driving
plant defense and species interactions. Trends in plant science, 26(4), 312-323.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2020.11.004.

Golt, A. R., & Wood, L. J. (2021). Glyphosate-based herbicides alter the reproductive
morphology of Rosa acicularis (Prickly Rose). Frontiers in Plant Science, 12, 698202.
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.698202.

Gomes, M. P., Le Manac’h, S. G., Hénault-Ethier, L., Labrecque, M., Lucotte, M., & Juneau,
P. (2017). Glyphosate-dependent inhibition of photosynthesis in willow. Frontiers in Plant
Science, 8, 207. https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00207.

Gomes, T. F., Rezende, F. P., Lima, A. M., Souza, G. A., Miranda, J. D. B., Barbosa, A. P., &
Silva, L. C. (2025). Morphoanatomical and metabolic changes in Bixa orellana L. (Bixaceae)

exposed to atmospheric fluorine. Environmental Science and Pollution Research, 32, 9541—
9554. https://doi.org/10.1007/s11356-025-36293-8.

He, H., L1, D., Li, X., & Fu, L. (2024). Research progress on the formation, function, and impact
of calcium oxalate crystals in plants. Crystallography  Reviews, 30(1), 31-60.
https://doi.org/10.1080/0889311X.2024.2309486.

Hoagland D. R., & Arnon D. I. (1950). The waterculture method for growing plants without
soil. California Agricultural Experiment Station, 347(2), 32.

Hu, B., Yang, N., Zhou, Z., Shi, X., Qin, Y., Fang, Y., & Long, X. (2024). Transcriptome
analysis reveals the molecular mechanisms of rubber biosynthesis and laticifer differentiation

during rubber seed germination. Frontiers in  Plant  Science, 15, 1337451.
https://doi.org/10.3389/fpls.2024.1337451.

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis. (2023).
Relatorios de comercializagdo de agrotoxicos. Ministério do Meio Ambiente e do Clima.
https://www.gov.br/ibama/pt-br/assuntos/quimicos-e-biologicos/agrotoxicos/relatorios-de-
comercializacao-de-agrotoxicos. Acesso em: 20 fev. 2025.

Johansen, D. A. (1940). Plant microtechnique. McGraw-Hill.

Johnson, A. R., Moghe, G. D., & Frank, M. H. (2021). Growing a glue factory: open questions
in  laticifer  development. Current  Opinion in  Plant  Biology, 64,  102096.
https://doi.org/10.1016/5.pb1.2021.102096.


https://doi.org/10.1139/cjb-2021-0033
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.106246
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.787958
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2020.11.004
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.698202
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00207
https://doi.org/10.1007/s11356-025-36293-8
https://doi.org/10.1080/0889311X.2024.2309486
https://doi.org/10.3389/fpls.2024.1337451
https://www.gov.br/ibama/pt-br/assuntos/quimicos-e-biologicos/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-agrotoxicos
https://www.gov.br/ibama/pt-br/assuntos/quimicos-e-biologicos/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-agrotoxicos
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2021.102096

76

Kaur, J., & Kariyat, R. (2020). Role of Trichomes in Plant Stress Biology. In Nufez-Farfan, J.,
Valverde, P. (Eds.), Evolutionary Ecology of Plant-Herbivore Interaction (pp. 15-35).
Springer. https://doi.org/10.1007/978-3-030-46012-9_2.

Kraus, J. E., & Arduin, M. (1997). Manual bdsico de métodos em morfologia vegetal. EDUR.

Li, J.,, Wang, X., Jiang, R., Dong, B., Fang, S., Li, Q., Lv, Z., & Chen, W. (2021).
Phytohormone-based regulation of trichome development. Frontiers in Plant Science, 12,
734776. https://doi.org/10.3389/fpls.2021.734776.

Londo, J. P., McKinney, J., Schwarts, M., Bollman, M., Sagers, C., & Watrud, L. (2014). Sub-
lethal glyphosate exposure alters flowering and phenology and causes transient male-sterility
in Brassica spp. BMC Plant Biology, 14, 70. https://doi.org/10.1186/1471-2229-14-70.

MapBiomas. (2024). Mapeamento Anual de Cobertura e Uso da Terra no Brasil - Colegdo 9.
https://brasil.mapbiomas.org/wp-content/uploads/sites/4/2024/12/Factsheet-
Agricultura_C9_05.12_v2.pdf. Acesso em: 16 jul. 2025.

Martinelli, R., Rufino, L. R., Jr., Melo, A. C., La Cruz, R. A., Silva, M. F. G. F., Silva, J. R.,
Boaretto, R. M., Monquero, P. A., Mattos, D., Jr., & Azevedo, F. A. (2022). Glyphosate
excessive use chronically disrupts the shikimate pathway and can affect photosynthesis and
yield in citrus trees. Chemosphere, 308, 136468.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.136468.

Matias-Herndndez, L., Aguilar-Jaramillo, A. E., Cigliano, R. A., Sanseverino, W., & Pelaz, S.
(2016). Flowering and trichome development share hormonal and transcription factor
regulation. Journal of Experimental Botany, 67(5), 1209-1219.
https://doi.org/10.1093/jxb/erv534.

Medina, M. C., Sousa-Baena, M. S., Van Sluys, M. A., & Demarco, D. (2022). Laticifer growth
pattern is guided by cytoskeleton organization. Frontiers in Plant Science, 13, 971235.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.971235.

Mendes, K. F., Sousa, R. N, Lima, A. C., & Godoi, M. A., Jr. (2023). Understanding the
Environmental Behavior of Herbicides: A Systematic Review of Practical Insights. In Mendes,

K. F. (Ed.), Pesticides - Agronomic Application and Environmental Impact. IntechOpen.
http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.1002280.

Menezes-Filho, A. C. P., Santos, M. C., & Castro, C. F. S. (2020). Estudo fitoquimico, bioativo,
fotoprotetor e fisico-quimico do extrato floral do extrato floral de algodaozinho do Cerrado
[Cochlospermum regium Schrank. (Pilg.)] — Bixaceae. Revista Arquivos Cientificos, 3(2), 59-
71. http://dx.doi.org/10.5935/2595-4407/rac.immes.v3n2p59-71.

Myers, N., Mittermeier, R. A., Mittermeier, C. G., Fonseca, G. A. B., & Kent, J. (2000)
Biodiversity  hotspots ~ for  conservation  priorities.  Nature, 403,  853-858.
https://doi.org/10.1038/35002501.

O’Brien, T. P., Feder, N., & McCully, M. E. (1964). Polychromatic staining of plant cell walls
by toluidine blue O. Protoplasma, 59, 368-373. https://doi.org/10.1007/BF01248568.

Olszyk, D., Pfleeger, T., Shiroyama, T. Blakeley-Smith, M., Lee, E. H., Nash, M. S., & Plocher,
M. (2024). Simulated herbicide drift alters native plant flowering
phenology. Ecotoxicology, 33, 1009-1025. https://doi.org/10.1007/s10646-024-02795-3.


https://doi.org/10.1007/978-3-030-46012-9_2
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.734776
https://doi.org/10.1186/1471-2229-14-70
https://brasil.mapbiomas.org/wp-content/uploads/sites/4/2024/12/Factsheet-Agricultura_C9_05.12_v2.pdf
https://brasil.mapbiomas.org/wp-content/uploads/sites/4/2024/12/Factsheet-Agricultura_C9_05.12_v2.pdf
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.136468
https://doi.org/10.1093/jxb/erv534
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.971235
http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.1002280
http://dx.doi.org/10.5935/2595-4407/rac.immes.v3n2p59-71
https://doi.org/10.1038/35002501
https://doi.org/10.1007/BF01248568
https://doi.org/10.1007/s10646-024-02795-3

77

Olszyk, D., Pfleeger, T., Shiroyama, T., Blakeley-Smith, M., Lee, E. H., & Plocher, M. (2017).
Plant reproduction 1is altered by simulated herbicide drift to constructed plant
communities. Environmental toxicology and chemistry, 36(10), 2799-2813.
https://doi.org/10.1002/etc.3839.

ott, J. P., KlimeSova, J., & Hartnett, D. C. (2019). The ecology and significance of below-
ground bud banks in plants. Annals of Botany, 123(7), 1099-1118.
https://doi.org/10.1093/aob/mcz051.

Paiva, E. A. S. (2019). Are calcium oxalate crystals a dynamic calcium store in plants?. New
Phytologist, 223(4), 1707-1711. https://doi.org/10.1111/nph.15912.

Parvin, K., Nahar, K., Mohsin, S.M., Al Mahmud, J., Fujita, M., & Hasanuzzaman, M. (2022).
Plant Phenolic Compounds for Abiotic Stress Tolerance. In Hasanuzzaman, M., Ahammed,
G.J., Nahar, K. (Eds.), Managing Plant Production Under Changing Environment (pp. 193—
237). Springer. https://doi.org/10.1007/978-981-16-5059-8_8.

Pereira, T. C., Martins, A. R., Oliveira, A. S. S., Sartoratto, A., & Rodrigues, T. M. (2025).
Postfire Alterations of the Resin Secretory System in Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
(Burseraceae). Forests, 16(6), 923. https://doi.org/10.3390/f16060923.

Prado, E., & Demarco, D. (2018). Laticifers and secretory ducts: similarities and differences.
In Hufnagel, L. (Ed.), Ecosystem Services and Global Ecology (pp. 103—123). IntechOpen.
https://doi.org/10.5772/intechopen.75705.

Qin, G., Zhao, N., Wang, W., Wang, M., Zhu, J., Yang, J., Lin, F., Huang, X., Zhang, Y., Min,
L., Chen, G., & Kong, J. (2023). Glyphosate-Induced Abscisic Acid Accumulation Causes
Male Sterility in Sea Island Cotton. Plants, 12(5), 1058.
https://doi.org/10.3390/plants12051058.

Rezende-Silva, S. L., Costa, A. C., Dyszy, F. H., Batista, P. F., Crispim-Filho, A. J,,
Nascimento, K. J. T., & Silva, A. A. (2019). Pouteria torta is a remarkable native plant for

biomonitoring the glyphosate effects on Cerrado vegetation. Ecological indicators, 102, 497-
506. https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2019.03.003.

Rodrigues, L. N. (Ed.). (2024). Agricultura irrigada no Cerrado: subsidios para o
desenvolvimento sustentdvel (2nd ed.). Embrapa.
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1165534.

Santana, N. C., Rodrigues, L. N. (2023). O Bioma cerrado. In Rodrigues, R. N. (Ed.),
Agricultura irrigada no cerrado: subsidios para o desenvolvimento sustentdvel (pp. 42-65).
Embrapa. http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1165534.

Santos, G. A. N., Filho, C. S., Schimpl, F. C., Souza, S. C. R., Junior, A. R. N., Garcia, R. P.
O., & Silva, J. F. (2023). Metabolism of guarana (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis) plants

and fruit production subjected to glyphosate doses. Journal of Environmental Science and
Health, Part B, 58(1), 69-79. https://doi.org/10.1080/03601234.2023.2172275.

Silva, D. B., Vieira, R. F., Camilo, J., Melo, L. A. M. P., Costa, L. C., & Alves, R. B. N. (2020).
Cultivo de algoddozinho [Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. - Bixaceae], no Distrito
Federal — avaliagdo preliminar. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/1124921.


https://doi.org/10.1002/etc.3839
https://doi.org/10.1093/aob/mcz051
https://doi.org/10.1111/nph.15912
https://doi.org/10.1007/978-981-16-5059-8_8
https://doi.org/10.3390/f16060923
https://doi.org/10.5772/intechopen.75705
https://doi.org/10.3390/plants12051058
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2019.03.003
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1165534
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/1165534
https://doi.org/10.1080/03601234.2023.2172275
http://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/1124921

78

Sindiveg - Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal. (2024).
Levantamento dos principais niimeros do setor de defensivos agricolas no Brasil.
https://sindiveg.org.br/mercado-total/. Acesso em: 15 jul. 2025.

Strandberg, B., Sgrensen, P. B., Bruus, M., Bossi, R., Dupont, Y. L., Link, M., & Damgaard,
C. F. (2021). Effects of glyphosate spray-drift on plant flowering. Environmental Pollution,
280, 116953. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2021.116953.

Tan, J., Walford, S. -A., Dennis, E. S., & Llewellyn, D. (2016). Trichomes control flower bud
shape by linking together = young petals. Nature  Plants, 2, 16093.
https://doi.org/10.1038/nplants.2016.93.

Tyagi, K., Shukla, P., Rohela, G. K., Shabnam, A. A., & Gautam, R. (2020). Plant phenolics:
their biosynthesis, regulation, evolutionary significance, and role in senescence. In Lone, R.,
Shuab, R., Kamili, A. (Eds.), Plant Phenolics in Sustainable Agriculture: Volume 1 (pp. 431-
449). Springer. https://doi.org/10.1007/978-981-15-4890-1_18.

Wang, J., Su, Y., Kong, X., Ding, Z., & Zhang, X. S. (2020). Initiation and maintenance of
plant stem cells in root and shoot apical meristems. Abiotech, 1, 194-204.
https://doi.org/10.1007/s42994-020-00020-3.

Weis, K. G., Polito, V. S., & Labavitch, J. M. (1988). Microfluorometry of pectic materials in
the dehiscence zone of almond (Prunus dulcis [Mill.] DA Webb) fruits. The Journal of
Histochemistry and Cytochemistry, 36(8), 1037-1041. https://doi.org/10.1177/36.8.3392393.

Yasin, M. U,, Liu, Y., Wu, M., Chen, N., & Gan, Y. (2025). Regulatory mechanisms of
trichome and root hair development in Arabidopsis. Plant Molecular Biology, 115, 14.
https://doi.org/10.1007/s11103-024-01534-w.

Ye, T., & Ronse De Craene, L. (2024). Stipules in angiosperms. Botanical Journal of the
Linnean Society, 205(3), 191-242. https://doi.org/10.1093/botlinnean/boad076.

Zhang, H., Mu, Y., Zhang, H., & Yu, C. (2023). Maintenance of stem cell activity in plant
development and stress responses. Frontiers in  Plant  Science, 14, 1302046.
https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1302046.


https://sindiveg.org.br/mercado-total/
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2021.116953
https://doi.org/10.1038/nplants.2016.93
https://doi.org/10.1007/978-981-15-4890-1_18
https://doi.org/10.1007/s42994-020-00020-3
https://doi.org/10.1177/36.8.3392393
https://doi.org/10.1007/s11103-024-01534-w
https://doi.org/10.1093/botlinnean/boad076
https://doi.org/10.1093/botlinnean/boad076
https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1302046

79

Figura 1 — Visdo geral da morfologia de Cochlospermum regium durante a fase vegetativa (A),
e na fase de floracao (B e C) em campo. A - Individuo em estagio vegetativo, durante a estagao
chuvosa. Note ao fundo uma lavoura de milho. B - Rebrota e emissao de inflorescéncias durante
a estacdo seca algumas semanas apds queimada na regido. C - Detalhe da flor em antese e botao
floral em pré-antese. Abreviagdes: bf - botdo floral, fl - flores, seta branca — individuo de C.
regium.
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Figura 2 — Caracterizacdo visual do dpice caulinar de mudas de Cochlospermum regium
submetidas a diferentes doses do herbicida a base de glifosato 7 (A-E) e 45 (F-J) dias apds a
aplicagdo (DAA). Controle (A e F), dose de 180 g.e.a.ha! (B e G), 360 g.e.a.ha! (C e H), 720
g.e.a.ha! (Del), 1440 g.e.a.ha’! (E e J). Abreviacdes: ac - 4pice caulinar, an - dpice necrético,
bf - botdo floral, cl - clorose, fj - folha jovem, ne — necrose, asterisco - dpice com danos e
estipulas senescentes. Barras: 2 cm.
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Figura 3 — Caracterizacdo visual do dpice caulinar de mudas de Cochlospermum regium
submetidas a diferentes doses do herbicida a base de glifosato 90 dias apds a aplicacdo (DAA).
Controle (A e B), dose de 180 g.e.a.ha! (C), 360 g.e.a.ha™! (D), 720 g.e.a.ha™! (E), 1440 g.e.a.ha”
L (F). Abreviacdes: an - apice necrético, bf - botdo floral, ca - caule, en - entrend, es- estipula,
fl - flor em antese, gf - gema floral, gm — gema com verticilos ndo desenvolvidos, pf -
primérdios foliares, asterisco - estipula com formato alterado. Barras: A e F (2 cm), B-D (1
cm), E (0,5 cm).
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Figura 4 - Caracterizacdo micromorfolégica de botdes florais (A-J) e dpice caulinar (K-P) de
mudas de Cochlospermum regium submetidas a diferentes doses do herbicida a base de
glifosato 90 dias ap6s a aplicacdo. Controle (A-E), dose de 180 g.e.a.ha! (F-J), 360 g.e.a.ha’!
(K-M), 720 g.e.a.ha‘1 (N-P). Abreviacdes: bf- botdo floral, cr - crista estomatica, es - estipula,
fi - fissura com ruptura da epiderme, fj — folha jovem, ge — gema, gf - gema floral, me —
meristema, pe — peddnculo, ru - ruptura da epiderme, se — sépalas, tg — tricoma glandular, tt -
tricomas tectores, asterisco - tricomas glandulares e tectores colapsados. Barras: A (950um), B,
GeL (250 um), Ce H (100 um), D eI (7 um), Ee J (80 pm), K (500 pm), M (70 um), N (350
pm), O (200 um) e P (20 um).
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Figura S - Caracterizacio anatomica de botdes florais (A-J) e dpice caulinar (K-R) de mudas
de Cochlospermum regium submetidas a diferentes doses do herbicida a base de glifosato 90
dias apés a aplicacdo. Controle (A-E), dose de 180 g.e.a.ha! (F-J), 360 g.e.a.ha! (K-M), 720
g.e.ahal (N-P). Abreviagdes: ab - drea de abscisdo, cc - colapso celular, is - idioblasto secretor
de mucilagem, dr - drusas, ep — epiderme, es — estipula, fv - feixes vasculares, la — laticifero,
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me — meristema, me — mesofilo, pc - primérdios do carpelo, pe — pétala, pf - parénquima
fundamental, pf- primérdio foliar, pr - primérdios do androceu, re — receptaculo, ru - ruptura da
epiderme, se — sépala, tt - tricoma tector, za - zona de abscisdo, asterisco - laticiferos. Barras:
AeG (500 um), Be H (300 pum), Ce I (30 um), DeJ (50um), E, K,Pe U (50 um), F,L, Qe
V (200 um),Oe T (70 um), M e R (400 um) e S (100 pm).

180 g.ea.ha’

360 g.ea.ha”

720 g.ea.ha”

Figura 6 - Caracterizacdo histoquimica em apice caulinar de mudas de Cochlospermum regium
submetidas a diferentes doses do herbicida a base de glifosato 90 dias ap6s a aplicagdo. Controle
(A-C), dose de 180 g.e.a.ha! (D-F), 360 g.e.aha! (G-I), 720 g.e.a.ha! (J-L). Reacdio com
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corifosfina (A, D, G e J) para detec¢do de pectinas corados em laranja. Em A, o detalhe mostra
autofluorescéncia dos laticiferos sob luz UV. Reagdo com cloreto férrico (B, E, H e K) para
deteccao de compostos fendlicos corados em marrom/castanho. Luz polarizada (C, F, I e L)
evidenciando os cristais. Abreviagdes: cp - células parenquimaticas, is — idioblasto secretor de
mucilagem, ep — epiderme, la — laticifero, seta - indica reacdo positiva para os respectivos testes
histoquimicos. Barras: A-L (100 um).
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Resumo

Nectdrios extraflorais (NEFs) entdo envolvidos em interacdes mutualisticas entre plantas e
insetos. As caracteristicas morfoanatomicas dos NEFs e a producdo de néctar pode ser
influenciada pela a¢cdo de poluentes e contaminantes ambientais, como o herbicida glifosato.
Nossa hipédtese é que os NEFs atuam como um dreno e sdo impactados negativamente pela
exposi¢ao ao glifosato, por meio de danos morfoanatdmicos, alteragdes na producao e qualidade
do néctar. Assim, nosso objetivo foi investigar as respostas morfoanatomicas, histoquimicas,
ultraestruturais e funcionais promovidas pelo glifosato em NEFs de Joannesia princeps, uma
espécie nativa, ndo alvo. Mudas de J. princeps foram submetidas a aplicacdo de glifosato nas
doses de 180, 360,720 e 1440 g.e.a.ha™!. Decorridos 12 dias apés a aplicacdo, foram feitas
andlises visuais, caracterizacdo anatdmica em microscopia de luz, microscopia eletronica de
varredura e de transmissdo, andlises histoquimicas, quantificacdo do volume, massa e acticares.
Os NEFs de plantas expostas ao herbicida apresentaram sintomas de danos visuais precoces
incluindo clorose, manchas escuras e necroses que evoluiram para senescéncia e abscisao. Em
plantas tratadas com o herbicida ocorreu colapso epidérmico e descamacdo de ceras
epicuticulares, formacdo de zona de abscisdo na base do pedinculo, colapso de células do
floema e tecidos secretores, além da reducdo da densidade do contetdo celular, vacuolizagdo e

compactagdo do citoplasma. A histoquimica revelou reducdo da deteccdo de proteinas,
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carboidratos, amido e compostos fendlicos nos tecidos secretores. Em ultraestrutura, foram
observados danos e alteracdes nos plastidios, mitocondrias, surgimento de vacuolos liticos e
corpos multivesiculares. Em plantas expostas também ocorreu reducdo do volume e aumento
nos niveis de actcares. Nossos dados revelam que os NEFs de J. princeps sdo responsivos ao
glifosato, que promoveu alteracdes morfoanatdmicas, histoquimicas e estruturais, que resultam
na reducdo da producgdo e qualidade do exsudado. Menores volumes de néctar e alteracdes na
composi¢ao podem reduzir as defesas indiretas mediadas pelos NEFs e, por consequéncia,
podem afetar os servicos ecossistémicos prestados por essas plantas. Este é o primeiro estudo a
descrever os impactos do glyphosate na morfoanatomia de nectdrios extraflorais e seus

impactos funcionais.

Palavras-Chave: Estruturas secretoras, Mata Atlantica, Pesticidas, Servigos ecossistémicos.

1. Introducao

Os nectarios extraflorais (NEFs) sdo estruturas secretoras responsaveis pela produgdo
de néctar, um liquido agucarado que representa um importante recurso alimentar para formigas
e outros artropodes (Delgado et al., 2017; Nepi et al., 2018). Os NEFs estdo presentes em cerca
de 4479 espécies vegetais, distribuidas em 130 familias (Keeler et al., 2025). Plantas com NEFs
desempenham importante papel ecossistémico, sendo um componente ecoldgico fundamental
na manutengdo de ecossistemas tropicais como Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (Miranda
et al., 2022; Barbosa et al. 2025, Cavalcante et al., 2024).

Os NEFs podem ser considerados uma forma de defesa indireta ou constitutiva (Del-
Claro et al., 2016; Moura et al., 2021). Essas estruturas secretoras estdo relacionadas com
importantes servigos ecossist€émicos pois medeiam uma relacao de mutualismo entre plantas e
insetos, principalmente formigas (Heil, 2015). Ao se alimentar do néctar, as formigas podem
melhorar a saide e sobrevivéncia das coldnias (Calixto et al., 2021a). Em contrapartida, elas
aumentam a aptiddo das plantas portadoras de NEFs ao desempenhar um papel defensivo contra
o ataque de herbivoros e fitéfagos (Yamawo, 2021; Alencar et al., 2023). A quantidade e a
qualidade do néctar produzido influenciam diretamente a preferéncia e recrutamento de
formigas patrulheiras (Delgado et al., 2017). Maiores volumes e teores de agicares no néctar

tendem a atrair espécies mais agressivas e mais eficientes na defesa das plantas (Pacelhe et al.,

2019; Calixto et al., 2021b; Alencar et al., 2023).
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O néctar possui uma composicdo mista, que pode incluir além de dgua e agucares,
diferentes polissacarideos, mucilagens, aminodcidos, proteinas, metabdlitos secunddrios como
alcaloides e compostos fendlicos além de outros constituintes (Nepi et al., 2018; Nicolson,
2022). A producdo e a exsudagdo do néctar € um processo complexo e envolve diferentes
tecidos especializados nos nectarios que apresentam células com intensa atividade metabdlica
(Fahn, 1979; Nepi et al., 2018). A morfologia e a estrutura anatdmica dos nectdrios estdo
diretamente relacionadas a producdo de néctar e sua composicdo (Milldn-Cafiongo, 2014;
Alencar et al.,, 2023). No entanto, fatores bidticos, como a herbivoria, podem alterar a
morfoanatomia e distribuicdo dos NEFs, bem como a producao, a composicao e a qualidade do
néctar, alterando os padrdes de forrageamento e preferéncia alimentar de formigas patrulheiras
(Delgado et al., 2017; Calixto et al., 2021b). Fatores abidticos naturais, como a sazonalidade
climética, variagdes na temperatura, umidade, luminosidade e fogo, também afetam a atividade
dos NEFs e composi¢do no néctar (Alves-Silva et al., 2013; Nicolson, 2022).

Recentemente, Silvaetal. (2023) e Rezende e Silva (2024) demonstraram que poluentes
atmosféricos de origem antrépica alteram a anatomia dos NEFs. Estes autores hipotetizaram
que essas alteragOes estruturais podem comprometer a producdo do néctar e interferir nas
interagdes mutualisticas mediadas por essas estruturas secretoras. No entanto, ainda existem
grandes lacunas sobre o impacto de outros contaminantes ambientais como o0s pesticidas,
especialmente o efeito dos herbicidas, nessas estruturas secretoras. Os poucos estudos
envolvendo herbicidas estdo restritos, em sua maioria, a analise da atividade e composi¢ao do
néctar de nectarios florais (NF), devido a sua relagdo direta com polinizadores, especialmente
abelhas (Thompson et al., 2014; Zioga et al., 2022, 2023). Nestes estudos, os aspectos
morfoanatdmicos e estruturais dos nectdrios sao negligenciados, apesar da sua relacdo direta
com a producdo e composi¢do do néctar. Em comparacdo com os NF, os NEFs geralmente
ficam completamente expostos aos visitantes e estdo presentes e ativos durante todo o periodo
de crescimento vegetativos das plantas, ndo se restringindo ao periodo reprodutivo (Zhou et al.,
2023). Os NEFs podem representar assim, um maior risco de contaminacao indireta de animais
nao alvo em comparacao aos NF, nas plantas expostas a pesticidas sistémicos como o glifosato
(Zhou et al., 2022, 2023).

O glifosato [N- (fosfonometil) glicina], € um herbicida sist€émico amplamente utilizado
no controle de plantas daninhas. E o herbicida mais utilizando no mundo e o mais
comercializado no Brasil (IBAMA, 2023; Sindiveg, 2025). Apds a aplicagdo, glifosato €
absorvido via cuticula e translocado pelo sistema vascular, principalmente floema, para regides

metabolicamente ativas, como dpices caulinares e radiculares, folhas, flores e frutos em
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desenvolvimento (Singh et al., 2020; Freitas-Silva et al., 2022). O glifosato atua na rota do
acido chiquimico inibindo a produ¢do de aminodcidos essenciais, promovendo alteracdes
metabolicas nas plantas sensiveis (Finley and Duke, 2020). Este herbicida promove a reducao
de pigmentos fotossintéticos, reducdo na assimila¢do de CO», aumento da peroxidagdo lipidica
que resulta em danos celulares e, por fim, na morte das plantas (Freitas-Silva et al., 2020; 2022;
Aratjo et al., 2024; 2025).

Durante a aplicacdo de herbicidas, devido ao manejo inadequado, parte do produto
pulverizado pode contaminar drea ndo alvo pela deriva (Mendes et al., 2023), e atingir plantas
nativas proximas as dreas agricolas. Os estudos sobre o efeito do glifosato em espécies de
plantas ndo alvo sdo relativamente escassos tendo em vista a alta diversidade de ambientes
tropicais, como a Mata Atlantica, um hotspot de biodiversidade (Myers, 2000). Esses estudos
se concentram apenas nos efeitos morfoanatomicos e metabolicos das plantas nativas (Cruz et
al., 2021; Freitas-Silva et al., 2020; Aradjo et al., 2024), ndo abordando possiveis impactos
anatomicos e funcionais em estruturas secretoras como os NEFs.

Joannesia princeps (Euphorbiaceae), € uma espécie arborea nativa da Mata Atlantica,
com ampla distribuicdo (Kiilkamp, 2020) e reconhecida importancia ambiental e ecoldgica
(Silva et al., 2023). A espécie possui um par de NEFs (Freitas-Silva et al., 2023) no dpice do
peciolo (acropeciolares) e na base do peciolo (basipeciolares) (Fig. 1 A). Os NEFs dessa espécie
estdo envolvidos em uma série de interagdes diretas e indiretas com diferentes tipos de
artropodes (Fig. 1 B-D) incluindo formigas, aranhas e mosquitos (observagdes de campo pelos
autores). A presenca de NEFs extraflorais grandes, ricamente vascularizados, com alta
producdo de exsudado e atividade metabdlica intensa, torna essa espécie um modelo adequado
ndo apenas para estudos de biologia da secrecdo (Freitas-Silva et al., 2023), mas também para
investigacdo dos efeitos da poluicdo nessas estruturas secretoras que sdo frequentemente
negligenciadas (Silva et al., 2023; Rezende e Silva, 2024). Joannesia princeps tem se mostrado
uma planta modelo em estudos frente a diferentes contaminantes ambientais como chuva acida
(Silva et al., 2005; Andrade et al., 2020), chuva com fldor (Silva et al., 2000), poluicao
atmosférica (Silva et al., 2023) e pesticidas como o herbicida glifosato (Aratjo et al., 2025).

Considerando que o glifosato € um herbicida sist€mico, altamente soluvel em dgua e
translocado via floema (Singh et al., 2020), nossa hipétese € que os NEFs de plantas nativas
ndo alvo expostas a este herbicida, como J. princeps, funcionam como um dreno, devido a alta
atividade metabdlica e rica vascularizacdo. Além disso, a topografia dos NEFs de J. princeps
pode facilitar a exposicao a deriva de pesticidas como o glifosato, podendo acarretar alteracdes

estruturais, micromorfoldgicas e interferir na produgcdo e composicdo do néctar, podendo
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comprometer os servicos ecossistémicos e as interacoes mediadas por essas estruturas
secretoras. Embora Aratjo et al. (2025) tenham investigado as alteracdes morfoanatomicas,
fisiol6gicas e bioquimicas em folhas de J. princeps expostas ao glifosato, os efeitos nos NEFs
ainda s@o desconhecidos, apesar da sua relevancia ecoldgica.

Nesse contexto, nosso objetivo foi investigar as respostas morfoanatdmicas,
histoquimicas, ultraestruturais e funcionais promovidas pela aplicacdo de diferentes doses do
herbicida glifosato em NEFs de Joannesia princeps. A partir desse este estudo buscamos
responder as seguintes perguntas: (i) A aplicacio do herbicida a base de glifosato ird promover
alteracdes visuais, anatdmicas e histoquimicas nos NEFs de J. princeps? (ii) A produgdo,
composi¢cdo e qualidade do néctar serdo alterados pela aplicacdo do herbicida? (iii) Quais

possiveis implicacdes funcionais dessas alteracdes?

2. Materiais e métodos

2.1 Obtengdo das mudas e cultivo em casa de vegetagdo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vigosa,
localizada nas coordenadas 20° 45’ 33.8" S, 42° 51' 10.4"” W, Minas Gerais, Brasil. As mudas
foram obtidas conforme metodologia descrita por Aradjo et al., (2025) com adaptacdes.
Sementes de Joannesia princeps foram obtidas a partir do matrizes localizadas no “Horto
Botanico” da UFV. Apds a coleta as sementes foram desinfetadas com solucgdo de hipoclorito
de sédio 30% e secas a temperatura ambiente. Posteriormente, foi feita a ruptura do tegumento
e plantio das sementes em potes pldsticos de 500mL com substrato Topstrato HT® (Vida
Verde). As mudas foram transplantadas, 30 dias apds o plantio, para vasos plasticos de 3,8L
com substrato comercial da mesma marca. A irrigacdo foi feita diariamente e a aplicacdo de
solugdo nutritiva de Hogland a ¥2 forca i6nica (Hoagland e Arnon 1950) foi feita semanalmente.
As mudas permaneceram nessas condicdes por 90 dias e, posteriormente, foi feita a

padronizacao visual e aplicagcdo do herbicida.
2.2 Aplicacdo do herbicida
As mudas (n=5) foram pulverizadas com diferentes doses de herbicida a base de

glifosato (Roundup® Original Mais (480 g/L de equivalente 4cido de N-(phosfometil-glicina)).

Foram aplicadas quatro doses crescentes que correspondem a 180, 360, 720 e 1440 g.e.aha'e
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o controle sem pulverizagdo. Estas doses correspondem a 0, 12.5%, 25%, 50% e 100% da dose
de 1440 g.e.a.ha’! que frequentemente é aplicada em campo para o controle de plantas daninhas.
A selecdo dessas doses foi feita com base no estudo prévio de Aradjo et al. (2025) com J.
princeps exposta a um herbicida a base de glifosato. A pulverizacdo foi feita diretamente na
porc¢do aérea das plantas durante o periodo da manha, entre 7h e 8h, com auxilio de pulverizador
(Herbicat®, Catanduva Brasil) propelido a CO», acoplado a duas pontas de pulverizacio
(XR11002VP, Teejet, Wheaton, Illinois, EUA) com espagamento de 0,5m. A aplica¢do foi feita
sob pressdo constante ajustada para 150 kPa e volume de calda de 150 L/ha’!. Durante a
aplicacdo, as condi¢des climdticas eram: temperatura de 22,9 °C, umidade relativa do ar de 88%
e velocidade do vento de 0,9 m/s. Apds a aplicacdo, as mudas permaneceram na casa de
vegetacdo sob as mesmas condicdes de cultivo. As coletas e andlises foram conduzidas 12 dias

apos a aplicagdo do herbicida (DAA).

2.3 Caracterizag¢do de danos visuais nos NEF's

A caracterizacao visual de danos promovidos pelo herbicida nos NEFs acropeciolares e
basipeciolares foi feita diariamente apds a aplicacdo do herbicida. O registro fotografico dos
nectdrios foi feito 12 DAA, com auxilio de cimera digital (Galaxy A34 48 MP, — Samsung)
acoplado a lente macro (Apexel, 100mm). A observacdo foi feita em NEFs de folhas da regidao

do terceiro nd, proxima ao dpice, do oitavo nd, proxima ao no cotiledonar.

2.4 Quantificacdo do volume de néctar e andlise de aciicares

A coleta do néctar foi feita 12 DAA no periodo da manha, entre 8 e 9h, periodo com
maior atividade secretora nos NEFs. O néctar foi coletado cuidadosamente da superficie
secretora dos nectdrios extraflorais com auxilio de tubos capilares com volume total de 58 uL
(Perfecta, Lab™, Sao Paulo, Brasil). A coleta foi feita em todos os NEFs extraflorais ativos,
incluindo os acropeciolares e basipeciolares. O volume total de néctar por planta (n=4) foi
estimado com base na altura da coluna de néctar nos capilares e expresso em pL/planta. Em
seguida, as amostras foram transferidas para microtubos de 1 mL e pesadas em balanca analitica
para o calculo da massa expressa mg/planta. Ap6s a coleta as amostras foram armazenadas em
freezer (-30°C) até o momento da andlise do néctar.

Para a quantificacio dos teores de agucares no néctar, o volume de cada microtubo foi

completado para ImL com 4gua ultrapura e homogeneizadas em vortex por 15 segundos. Em
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seguida, as amostras foram filtradas em membrana de nylon de 0.45 um (N66) e transferidas
para vials de 1,5 mL. A andlise foi realizada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC,
Shimadzu, Japao) equipado com coluna de andlise de carboidratos 300 x 7.8 mm (Aminex
HPX-87P) e detector de indice de refracdo (RID). A fase mével utilizada foi 4gua ultrapura, em
eluicdo isocrdtica, com fluxo constante de 0,6 mL/min’!, temperatura da coluna de 85 °C,
pressio de operacdo de 11 kgf/cm™ e volume de injeciio de 20 uL. A curva de calibracdo foi
obtida pela injecdo de solucdes padrio de glicose, frutose e sacarose, nas concentracdes de 0,1
a 10 mg/mL"!, sendo os teores de agticares das amostras calculados com base na equacdo da

curva padrdo. As andlises foram realizadas no Departamento de Bioquimica da UFV.

2.5 Caracterizagdo dos NEFs em microscopia eletronica de varredura

Nectérios extraflorais (n=3) acropeciolares e basipeciolares foram coletados em folhas
completamente expandidas do segundo e terceiro nd, do dpice para a base. Foram coletados
NEFs completamente desenvolvidos e em atividade secretora, com e sem sintomas de danos
visuais. As amostras foram fixadas em formalina neutra tamponada - FNT (Kraus e Arduin
1997), desidratadas em série etilica e submetidos a desidratadas em com COz liquido em um
secador (CPD 030, 15 Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Em seguida, as amostras foram fixadas
em stubs revestidos com fita de carbono e cobertas com uma fina camada de ouro com auxilio
de um metalizador (FDU 010, Balzers, Liechtenstein). As amostras foram analisadas e
fotogratadas em um microscopio eletronico de varredura (Leo 1430VP, Zeiss, Cambridge,

Inglaterra) operado a 20 kV, localizado no Niicleo de Microscopia e Microandlises da UFV.

2.6 Caracterizagdo ultraestrutural dos NEFs em microscopia eletréonica de transmissdo

Fragmentos da porcdo secretora de NEFs acropeciolares foram coletados e fixados por
12h em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio (0,IM e pH 7,2), pés-fixadas em
tetroxido de 6smio 1% e submetidos a contraste em bloco com acetato de uranila a 0,5%
(Bozzola e Russell, 1991). Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etandlica,
incluidas em resina LR White (Sigma Aldrich) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Ap6s a inclusdo, as amostras foram seccionadas em ultramicrétomo (Leica EM UC6, Vienna,
Austria) a 60 nm de espessura e depositados em grides de cobre (Electron Microscopy
Sciences). As amostras foram contrastadas com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo

(Reynolds, 1963). A anélise foi realizada em microscépio eletronico de transmissdo (modelo
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Zeiss EM 109, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha) aperado a 80 kV no Nucleo de

Microscopia e Microandlises da UFV.

2.7 Caracterizagdo anatomica e histoquimica dos NEFs em microscopia de luz

NEFs acropeciolares e basipeciolares foram coletados em folhas completamente
expandidas do segundo e terceiro nds, do dpice para a base. Foram coletados NEFs
completamente desenvolvidos (n=3) e em atividade secretora, sem sintomas de danos visuais.
As amostras foram fixadas em formalina neutra tamponada - FNT (Kraus e Arduin, 1997),
estocadas em etanol 70%. As amostras foram submetidas a desidratacdo em série etilica
crescente, pré-infiltracdo, infiltracdo e posterior inclusdo em historesina (Leica Historesin®,
Heidelberg, Germany). Cortes longitudinais com Sum de espessura foram obtidos em
micrétomo rotativo automatico (Leica RM 2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield, IL, USA).
Os cortes foram corados com azul de toluidina (O’Brien e McCully,1981) para a caracterizagao
anatOmica e as laminas, montadas com resina sintética (Permount, Fisher Scientific). Para os
testes histoquimicos, os cortes foram submetidos a solucao de cloreto férrico pra deteccdo de
compostos fendlicos nao estruturais (Johansen, 1940), Lugol para detec¢ao de amido (Johansen,
1940), reagente de Schiff (PAS) para detec¢do de polissacarideos neutros (O’Brien e McCully,
1981) e Xilidine Ponceau (XP) para deteccao de proteinas (O’Brien e McCully, 1981). Para
todos os testes histoquimicos foram feitos os respectivos brancos e controle, quando possivel.

As laminas para a caracterizagdo anatdomica e histoquimica foram analisadas em
microscopio de luz, e fotografadas em fotomicroscépio (AX70RF, Olympus Optical, Téquio,
Japao), equipado com sistema de captura de imagens (Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss

Vision, Alemanha), localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

2.8 Andlise estatistica

Os dados da quantificacdo do volume, massa e densidade do néctar foram submetidos a
andlise de varidncia e homogeneidade da variancia. As diferencas entre os tratamentos foram
avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA). Em seguida, os grupos de respostas foram
submetidos ao teste de Tukey. Foi adotado um nivel de significancia de 5% (p < 0.05). As

andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, Inc.).
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3. Resultados

3.1 Caracterizagdo de danos visuais em NEFs

Os NEFs de J. princeps (Fig. 2) ocorrem aos pares no dpice do peciolo (acropeciolar) e
isolados na regido da base do peciolo (basipeciolares) (Fig. 2 A, F e K). Nas plantas do controle,
os NEFs acropeciolares e basipeciolares possuem pedinculo de cor verde claro e a porcao
secretora terminal possui superficie secretora com coloragao amarelada e exsudacao abundante
de néctar que se acumula na forma de gotas e € mais volumoso na por¢do do dpice da planta
(Fig. 2 A, F e K). Eventualmente, o néctar pode escorrer e se depositar na base dos nectérios
(Fig. 2 A-E).

Os primeiros sintomas visuais surgiram no terceiro dia apds a aplicacio (DAA) em
NEFs acropeciolares e basipeciolares na por¢do proxima ao &dpice caulinar (terceiro no),
incluindo clorose discreta nos NEFs nas doses de 720 g.e.a.ha™! e 1440 g.e.a.ha'. No quinto
DAA os NEFs da porcao inferior do caule (oitavo nd) adquiriram coloragdo escura que
progrediu para senescéncia e formaco de dreas de abscisdo a partir da dose de 360 g.e.a.ha™.
No oitavo DAA surgiram manchas escuras nos NEFs acropeciolares e basipeciolares a partir
da dose 360 g.e.a.ha’! que e se intensificaram com o aumento das doses do herbicida. No
controle, todos os NEFs das plantas estavam em atividade secretora sem sinais de senescéncia.

No 12° DAA, os NEFs apresentaram alteracdes visuais em todas as plantas tratadas com
o herbicida, inclusive na menor dose aplicada. Os NEFs acropeciolares e basipeciolares da
regido do terceiro né das plantas apresentaram sintomas visuais a partir da dose de 360 g.e.a.ha’
!, incluindo 4reas necrdticas e escurecidas préximas da superficie secretora (Fig. 2C), que se
estenderam para regido do pedinculo na dose de 720 g.e.a.ha™! (Fig. 2 D e E). Na dose de 1440
g.e.a.ha! os NEFs acropeciolares e basipeciolares apresentaram aspecto necrético em toda sua
extensao, inclusive na regido da base do peddnculo além da formacgao de areas de abscisao (Fig.
2 E e J). Os NEFs basipeciolares do oitavo nd, em todas doses do herbicida, apresentaram
aspecto necrético e senescente, com formacgdo de areas de abscisdo, inclusive na menor dose
(Fig. 2 K-0O). Visualmente, ocorreu uma reducao acentuada da exsudacdo de néctar e aumento
da viscosidade a partir da dose de 360 g.e.a.ha! que se intensificou com o aumento das doses
do herbicida (Fig. 2 A-O). Os NEFs acropeciolares e basipeciolares em plantas do controle nao
apresentaram danos visuais e estavam em intensa atividade secretora em toda a extensdo das

plantas (Fig. 2 A, F e K).
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3.2 Quantificac¢do do néctar e andlise de agiicares

A aplicacgdo do glifosato promoveu uma redug¢do significativa no volume total de néctar
exsudado por planta nas doses 360, 720 e 1440 g.e.a.ha™! que correspondem respectivamente a
uma reducdo de ~ 33%, 36% e 37,5% em relacdo ao controle (Fig. 3A). Em relacdo aos
acticares ocorreu aumento nas concentracdes de glicose nas doses 720 e 1440 g.e.a.ha™! (Fig. 3
B) e frutose na dose 1440 g.e.a.ha! (Fig. 3 C). Ndo ocorreram variacdes estatisticamente
significativas nos teores de sacarose (Fig. 3 D). No momento da coleta, foi observado um

aumento visual da viscosidade do néctar a partir da dose 360 g.e.a.ha™.

3.3 Caracterizagdo de danos micromorfologicos

Em microscopia eletronica de varredura, os NEFs acropeciolares e basipeciolares de J.
princeps, do controle apresentaram aspecto integro, com células tirgidas em toda a extensdo da
superficie secretora, regido periférica e pedunculo (Fig. 4 A-C e J-K). As ceras epicuticulares
apresentam aspecto liso em toda superficie secretora e regidao do pedunculo. Tricomas tectores
ocorrem dispersos na epiderme na regido do pedinculo.

Em todas as plantas submetidas ao herbicida ocorreram alteracdes micromorfolégicas
nos NEFs acropeciolares e basipeciolares (Fig. 4 D-1 e L-O). Em NEFs de plantas submetidas
2 dose de 180 g.e.a.ha’!, sem sintomas visuais, ocorreu erosio e descamacdo de ceras
epicuticulares na superficie secretora (Fig. 4 D) e células epidérmicas do pedinculo com
aspecto ondulado (Fig. 4 F). Em nectdrios com sintomas visuais, foi observado intenso colapso
celular na regido do pedinculo e por¢do secretora, além da formacao de sulcos (Fig. 4 E e F).
No entanto, nessa dose, ocorreram também nectdrios sem alteragdes micromorfoldgicas
evidentes (Fig. 4 L e M).

Na dose de 1440 g.e.a.ha! os NEFs acropeciolares e basipeciolares, sem sintomas
visuais (Fig. 4 G) apresentaram colapso de células epidérmicas, com formacao de sulcos, e
erosdo das ceras epicuticulares no pedinculo, superficie secretora e regido periférica. Em NEFs
com sintomas visuais (Fig. 4 H-I e N-O) ocorreu o colapso total da epiderme com formagao de
sulcos profundos em toda a extensdo do pedinculo, superficie secretora e regido periférica

acompanhado de erosdo e descamagao das ceras epicuticulares.

3.4 Caracterizagdo de danos anatémicos em microscopia de luz
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Em corte longitudinal, os NEFs acropeciolares e basipeciolares compartilham a mesma
estrutura anatdomica (Fig. 5 A e B). Nas plantas do controle a por¢ao secretora € constituida por
uma epiderme secretora em palicada e parénquima nectarifero altamente vascularizado (Fig. 5
D). A regido do pedinculo é revestida por epiderme uniestratificada e a porcdo cortical é
constituida por células parenquimaticas (Fig. 5 G). Os feixes vasculares, sdo constituidos por
xilema e floema abundante (Fig. 5 D), se estendem por toda a regido central do pedinculo até
atingir o parénquima nectarifero, pr6ximo a epiderme secretora (Fig. 5 D).

Nos NEFs de plantas expostas ao herbicida os danos anatdmicos ocorreram com mais
frequéncia a partir da dose de 360 g.e.a.ha! e se intensificam com o aumento das doses do
herbicida (Fig. 5 B e C). Inicialmente, ocorreu a formagdo de uma zona de abscisdo na base do
pedunculo com a ruptura da epiderme e extravasamento de contetudo celular (Fig. 5 H e I). As
células parenquimdticas apresentam aspecto colapsado com o aumento dos espagos
intercelulares nessa regido (Fig. 5 I), incluindo o colapso dos tecidos de condu¢do com destaque
para o floema (Fig. 5 K e L). Posteriormente, ocorreu a completa abscisdo do NEF (Fig. 5 Ce
I), acompanhado do colapso de células epidérmicas, células parenquimaéticas e feixes vasculares
na por¢ao secretora (Fig. 5 F). Na regido do pedinculo, ocorreu o completo colapso das células
parenquimadticas, com proliferacdo de hifas fungicas nos tecidos préximos da drea de abscisdao
(Fig. 5 I), além do colapso nos tecidos vasculares, com destaque para o floema (Fig. 5 L).

Na por¢cdao secretora, em plantas do controle (Fig. 6 A-C), a epiderme ¢é
predominantemente uniestratificada com células alongadas em palicada, justapostas, com
conteudo celular denso e nucleos grandes, bem delimitados e evidentes (Fig. 6 B). Abaixo da
epiderme secretora ocorre uma camada limitrofe com espessamento das paredes anticlinais e
abaixo desta o parénquima nectarifero, ambos com células volumosas, citoplasma denso e
nucleos grandes, bem delimitados e posicionados na por¢ao central das células (Fig. 6 C).

Em plantas expostas ao herbicida a base de glifosato, as primeiras alteragdes anatdmicas
ocorrem a partir da dose de 360 g.e.a.ha™! e se intensificam com o aumento das doses do
herbicida (Fig. 6 D-L). Na dose de 360 g.e.a.ha’!, as células da epiderme secretora e parénquima
nectarifero apresentaram nucleos menores, citoplasma menos denso e aspecto vacuolizado, em
comparagio com o controle (Fig. 6 D-F). Na dose de 720 g.e.a.ha, as células da epiderme
secretora apresentam nucleos com aspecto senescente, condensados e ndo definidos, além de
citoplasma menos denso. As células do parénquima nectarifero apresentaram citoplasma pouco
denso e intensa vacuolizacdo com nucleos senescentes em posi¢ado parietal (Fig. 6 G-I). Na dose
de 1440 g.e.a.ha’, ocorreu actimulo de compostos fendlicos na regido da epiderme secretora

que apresentou nuicleos com aspecto colapsado e denso, citoplasma pouco denso e vacuolizado
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em comparacdo com o controle. No parénquima nectarifero, além da intensa vacuolizacdo e

nucleo condensado em posicao parietal, ocorreu colapso celular (Fig. 6 J-L).

3.5 Alteragoes histoquimicas em microscopia de luz

Os cortes submetidos a reacdo com cloreto férrico apresentaram compostos fendlicos
ndo estruturais dispersos na epiderme secretora e parénquima nectarifero em NEFs de plantas
do controle (Fig. 7 A) e na dose de 180 g.e.a.ha‘1 (Fig. 7 B). Com o aumento das doses do
herbicida, ocorreu uma reducdo visual na densidade de compostos fendlicos na epiderme
secretora e parénquima nectarifero a partir da dose de 360 g.e.a.ha’! (Fig. 7 C-E). A reacdio com
Lugol mostrou a presenc¢a abundante de grao de amido no parénquima nectarifero em NEFs de
plantas do controle (Fig. 7 F) e na dose de 180 g.e.a.ha™ (Fig. 7 G). A partir da dose de 360
g.e.a.ha’! ocorreu reducdo visual acentuada na presenca de grios de amido (Fig. 7 H-J). A
reacdo com PAS revelou a presenca abundante de polissacarideos neutros no citoplasma das
células da epiderme secretora e parénquima nectarifero de plantas do controle (Fig. 7 K). A
partir da dose de 180 g.e.a.ha! (Fig. 7 L) ocorreu uma redugido visual na densidade de
polissacarideos acumulados nos tecidos secretores, que progrediu com o aumento das doses do
herbicida (Fig. 7 M-O). A reacdo com XP mostrou a presenca abundante de proteinas no
citoplasma das células da epiderme secretora e parénquima nectarifero no controle (Fig. 7 P).
A partir da dose de 180 g.e.a.ha, (Fig. 7 Q) ocorreu uma reducdo visual na densidade de
proteinas acumulados na epiderme secretora e parénquima nectarifero, que progrediu com o

aumento das doses do herbicida (Fig. 7 R-T).

3.6 Caracterizagdo de alteragoes ultraestruturais

Nectérios extraflorais de plantas do controle (Fig. 8 A-E e J-M) apresentaram células da
epiderme secretora e parénquima nectarifero com conteido denso, pouco vacuolizado e
inimeras organelas (Fig. 8A). Os nucleos sdo bem evidentes e ricos em eucromatina,
evidenciando a alta atividade celular (Fig. 8 B, J). O reticulo endoplasmatico € abundante em
todo o citoplasma (Fig. 8 C, L), bem como os dictiossomos (Fig. 8 E). Ocorrem mitocondrias
com cristas bem definidas, principalmente préximas dos plastidios (Fig. 8 C, D, Ke L). Os
plastidios s@o numerosos e apresentam conteudo elétron denso (Fig. 8 A, C, K e L), sendo que

na regido do parénquima nectarifero e possivel observar graos de amido (Fig. 8 J, Le L). Além
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disso, na epiderme secretora € possivel observar a formacgao de espagos periplasmaticos (Fig. 8
A-C).

Em plantas expostas ao glifosato (Fig. 8 F-I e N-R), os NEFs apresentaram alteracdes
ultraestruturais em relagdo ao controle. O citoplasma possui visualmente menor densidade de
organelas como plastidios e mitocOndrias com cristas menos evidentes (Fig. 8 F e Q).
Visualmente, os vaciolos sdo maiores, ocorrem vacuolos liticos com presenga de contetido
granular elétron denso (Fig. 8H) e conteddo multivesicular (Fig. 8 H) ou contetddo lamelar (Fig.
8I). O citoplasma adquire posi¢do periférica, com organelas posicionadas proximas a parede
celular e menor formacgao de espacgos periplasmaéticos (Fig. 8 F a I). Na regido do parénquima
nectarifero a vacuolizacdo é ainda mais evidente (Fig. 8 N). Os plastidios nessa regido nao
apresentam graos de amido e, visualmente, o contetudo elétron denso € menos abundante (Fig.
8 P e R). Os vactolos liticos apresentam corpos multivesiculares, além de plastidios com
conteddo elétron denso sendo englobados (Fig. 8 P e Q). Também ocorrem células em processo
de senescéncia, com um grande vacuolo litico, degradacao de organelas, formacao de vesiculas,
nucleo com cromatina condensada e aspecto granular irregular, além da desorganizagdo do

envoltdrio nuclear (Fig. 8 O - R).

4. Discussao

A aplicacd@o do herbicida a base de glifosato em Joannesia princeps promoveu danos
morfoanatdmicos, micromorfoldgicos, alteracdes histoquimicas e ultraestruturais, além de
alteracdes na composicdo e producdo de néctar de nectdrios extraflorais. As alteracdes
ocorreram, inclusive, em NEFs sem sintomas visuais, a partir da menor dose aplicada, e se
intensificaram com o aumento das doses do herbicida. Esses danos promoveram altera¢des
funcionais nos NEFs e possivelmente, podem interferir nas interagdes mediadas por essa
estrutura secretora. Devido a abundante vascularizagao e intensa atividade metabdlica (Freitas-
Silva et al., 2023) os NEFs de J. princeps podem funcionar como um dreno para o glifosato,
que ¢é direcionado para essas regides. A proximidade com a lamina foliar, local alvo da
aplicacdo do herbicida, e a topografia em posicdo exposta na planta, torna os NEFs
acropeciolares mais propensos a acdo do glifosato, explicando o rdpido surgimento de danos
visuais poucos dias ap6s a pulverizacao.

O surgimento dos primeiros sintomas visuais em NEFs acropeciolares e basipeciolar na
regido do apice caulinar, esta relacionado ao mecanismo de translocacao do herbicida. Apés a

aplicagdo, o glifosato € direcionado para dreas metabolicamente ativas como dpices caulinares
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e folhas jovens (Franz et al., 1997; Freitas-Silva et al., 2022) ondem surgem os primeiros
sintomas visuais, uma resposta comumente relatada em outras espécies nativas expostas a este
herbicida (Cruz, et a., 2021; Aradjo et al., 2024, 2025). Os primeiros sintomas visuais de dano,
surgiram inicialmente na por¢ao secretora dos NEFs das plantas expostas ao herbicida. Danos
visuais nessa regido estdo associados a elevada atividade metabdlica das células da epiderme
secretora e do parénquima nectarifero, como demonstrado por Freitas-Silva et al. (2023). Os
danos visuais nos NEFs de J. princeps podem ser um efeito do estresse oxidativo e alteracdes
metabdlicas induzidas pelo glifosato. Aratijo et al. (2025) demonstraram que o glifosato
promove danos e alteracdes metabdlicos e em folhas de J. princeps, resultado em estresse
oxidativo, aumento da peroxidacgao lipidica e, nas maiores doses, um aumento da morte celular.

A senescéncia dos NEFs de J. princeps exposta ao herbicida pode ser uma resposta a
quebra da homeostase hormonal e estresse metabdlico promovido pelo herbicida. O glifosato
promove a reducdo da producdo de auxinas ao inibir a biossintese de triptofano e estimula a
producdo de etileno e 4cido abscisico que sdo importante reguladores das respostas ao estresse
em plantas ndo alvo (Fuchs et al., 2022). O equilibrio auxinas / etileno é um importante
regulador do processo de senescéncia e abscisdo, pois a auxina retarda esse processo € o etileno
o estimula (Gulfishan et al., 2019). Curiosamente, os NEFs basipeciolares da regido do oitavo
nod, em plantas expostas ao herbicida, apresentaram abscisdo e senescéncia precoce em todas as
doses. Nossos dados sugerem que, em plantas tratadas com glifosato, ocorreu reducao dos
niveis de auxinas na base do caule e elevacdo dos niveis de etileno e 4cido abscisico que
estimulam, de maneira sinérgica, a formacao da zona de abscisdo e posterior senescéncia dos
NEFs na regido, como demonstrado pelos danos visuais e anatdmicos. No entanto, futuras
investigacdes hormonais em plantas expostas ao glifosato podem esclarecer melhor essa
hipdtese.

Os danos nas ceras epicuticulares verificados nos NEFs de plantas expostas ao herbicida
podem ser um efeito dos surfactantes presentes nas formulagdes comercias de herbicidas a base
de glifosato, que aumentam a permeabilidade da cuticula e facilitam a absor¢do da molécula
ativa (Araudjo et al., 2024). O mecanismo de secre¢do, nos NEFs de J. princeps, envolve o
acumulo da secre¢do no espacgo subcuticular com posterior ruptura da cuticula e eliminacdo do
néctar seguido pela regeneracdo da cuticula e inicio de um novo ciclo (Freitas-Silva et al.,
2023). Desse modo, os danos nas ceras podem comprometer a integridade da cuticula,
dificultando a sua regeneracgdo, e facilitando a entrada de microrganismos patogénicos até os
tecidos secretores. Além disso, a perda de turgidez e colapso de células epidérmicas em NEFs

de J. princeps exposta ao herbicida, estdo associadas ao processo de senescéncia e danos
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oxidativos induzidos pelo glifosato, como demonstrado por Aradjo et al. (2025). Danos
micromorfolégicos similares foram relatadas na epiderme de folhas de espécies nativas
expostas ao glifosato (Freitas-Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021) e em NEFs de plantas
expostas a poluicao atmosférica (Silva et al., 2023) e chuva 4cida (Rezende e Silva, 2024).

O glifosato promoveu danos principalmente nas células da epiderme secretora e
parénquima nectarifero. Estes tecidos participam ativamente na producgdo e exsudacdo do néctar
e sdo ricos em mitocondrias e plastidios (Fahn, 1979; Nepi, 2007; Freitas-Silva et al., 2023),
organelas intimamente associadas a geracdo de espécies reativas de oxigénio (Demidchik et al.,
2015). Devido a intensa atividade metabdlica, estes tecidos podem atuar como um dreno do
herbicida, que é translocado para regides metabolicamente ativas nas plantas (Gomes et al.,
2014). A reducgdo na densidade do citoplasma, vacuolizacdo, condensacdo do nicleo e colapso
celular s3o indicativos de reducao na atividade metabdlica nos NEFs, podendo comprometer a
producdo de néctar nas plantas expostas ao herbicida. Danos semelhantes foram descritos nos
tecidos secretores dos NEFs de J. princeps exposta a poluicao atmosférica urbana (Silva et al.,
2023).

As alteracOes nos tecidos de condugdo dos NEFs, especialmente no floema, em plantas
expostas ao glifosato, podem limitar o transporte de carboidratos até o parénquima nectarifero.
O colapso e a deformagao das células do floema representar uma resposta direta a aplicacao do
herbicida, que € translocado preferencialmente por esse tecido e, durante esse processo, pode
ocasionar danos celulares (Freitas-Silva et al., 2020; Aradjo et al., 2024). Nos NEFs, os tecidos
de conducdo sdo os principais responsaveis por fornecer os constituintes do néctar e tem relacao
direta com o volume de exsudado e teor de agucares na secre¢do (Fahn, 2000). Além disso, o
floema € a principal via de fornecimento de compostos para a produgcdo do pré-nectar que
posteriormente serd transformado no néctar nos tecidos secretores (Nicolson, 2022).

As alteracdes ultraestruturais corroboram os danos observados em microscopia de luz.
Em plantas do controle, células da epiderme secretora e parénquima nectarifero apresentaram
nicleos volumosos com cromatina descondensada, citoplasma rico em mitocondrias,
dictiossomos, plastidios, reticulo endoplasmdtico, além da formacdo de espagos
periplasmaticos, indicando alta atividade metabodlica compativel com a fase secretora nos NEFs
(Fahn, 1979; Nepi, 2007; Freitas-Silva et al., 2023). Em contrapartida, nas plantas expostas ao
herbicida, as alteragdes em plastidios e mitocondrias, além da presenca de varios vacuolos
liticos com corpos multivesiculares e conteido lamelar, sdo indicativos do estresse promovido
pelo herbicida que pode comprometer a atividade metabdlica destas células e sdo compativeis

com o fim da atividade secretora (Fahn, 1979; Nepi, 2007; Machado et al., 2019). Alteracdes
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semelhantes as observadas em nosso estudo também foram descritas em outras espécies
vegetais submetidas ao glifosato, mesmo em baixas doses (Campbell et al., 1976; Vaughn et
al., 1986; Khan et al., 2020; Soares et al., 2020; Liu et al., 2023).

Além da reducdo na atividade metabdlica, os danos ultraestruturais promovidos pelo
glifosato podem progredir para senescéncia e morte celular. A degradacdo de organelas, como
plastidios e mitocondrias, a formacao de grandes vactolos liticos com conteddo elétron-denso
e corpos multivesiculares, bem como alteragdes no nucleo, incluindo a condensagcdo da
cromatina e degradacio do envoltdrio nuclear, sdo indicativos de senescéncia e morte celular e
foram descritos em plantas submetidas a diferentes tipos de estresse abidtico (Doorn et al.,
2011; Sychta et al., 2021; Melo et al., 2022). Altera¢des semelhantes também foram descritas
em NEFs durante a senescéncia, no estagio pos-secretor (Nepi, 2007; Machado et al., 2019). O
processo de morte celular induzido pelo glifosato € uma resposta aos danos metabdlicos
multidimensionais, estresse oxidativo e aumento da peroxidagdo lipidica que resulta em danos
nas organelas e morte celular (Aradjo et al., 2025).

A reducio na produgdo de néctar nos NEFs de J. princeps exposta ao glifosato € uma
consequéncia conjunta das alteracdes metabdlicas promovidas pelo herbicida, associadas aos
danos anatdomicos nos tecidos vasculares e tecidos secretores. Aradjo et al. (2025) relataram
reducdo da assimila¢do de CO», diminuicao de pigmentos fotossintéticos e alteracdes nas trocas
gasosas em folhas de J. princeps expostas ao glifosato. Essas alteracdes metabdlicas podem
promover diminui¢do da producdo de néctar devido a menor carga de sacarose no floema e
outros compostos do pré-nectar. De modo semelhante, Millan-Cafiongo (2014) observaram
reducdo na produgdo de néctar em NEFs de folhas sombreadas devido a menor atividade
fotossintética. Além disso, os danos no floema, observados em nosso estudo, podem
comprometer o transporte de fotoassimilados até os tecidos secretores reduzindo a producao do
néctar. O floema € o tecido condutor mais abundante em NEFs de J. princeps (Freitas-Silva et
al., 2023) e é o principal responsavel pelo fornecimento de carboidratos e outros compostos
necessarios pra a producao de néctar nos tecidos secretores dos NEFs (Fahn, 2000).

A reducdo de proteinas, carboidratos, amido e compostos fendlicos nos tecidos
secretores dos NEFs em plantas tratadas com o herbicida estd associada com as alteracdes
metabolicas promovidas pelo glifosato e aos danos estruturais (Gomes et al., 2014). Alteracdes
histoquimicas tém sido reportadas em folhas de plantas expostas ao glifosato (Aradjo et al.,
2025) e, inclusive, em NEFs de plantas nativas expostas a polui¢do atmosférica e chuva acida
(Silva et al., 2023; Rezende e Silva, 2024). O néctar de J. princeps € complexo, e inclui

acucares, proteinas, mucilagens e carboidratos atestados pela andlise histoquimica da secrecio
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e tecidos secretores (Freitas-Silva et al., 2023). Estas alteracOes podem comprometer a
qualidade e composic@o do néctar em plantas expostas ao glifosato.

A reducdo de proteinas e compostos fendlicos € uma resposta ao estresse promovido
pelo glifosato que inibe a biossintese de aminodcidos essenciais e metabdlitos secunddrios
devido a interferéncia na rota do 4cido chiquimico (Finley e Duke, 2020). A reducdo do
conteddo elétron denso nos plastidios observado na andlise ultraestrutural, pode ter relacao
direta com a redu¢do dos compostos fendlicos atestados pela andlise histoquimica. Os
compostos fendlicos atuam como antioxidantes ndo enzimdticos e incluem compostos de
defesa, que podem evitar a herbivoria e o ataque de microrganismos patogénicos nesses tecidos
(Kumar et al., 2020; Pratyusha et al., 2022). Desse modo, a reducdo de compostos fendlicos
especialmente na epiderme secretora tem um efeito negativo em plantas expostas ao glifosato,
pois essa regido € mais susceptivel ao ataque de patégenos e herbivoros do que os tecidos
internos do nectério (Delgado et al., 2017).

De modo semelhante, a reducdo de proteinas nos NEFs de plantas expostas ao herbicida
€ consistente com as alteracdes ultraestruturais no reticulo endoplasmatico, condensacdo da
cromatina no nucleo e vacuolos liticos que, em conjunto, sugerem uma redu¢do na atividade
metabolica e sintese de proteinas. Proteinas sdo um importante componente do néctar dessa
espécie e estdo associados ao valor nutricional (Freitas-Silva et al., 2023). Logo, a redugao de
proteinas nos NEFs pode influenciar a qualidade do néctar em plantas expostas ao herbicida.
Silva et al. (2023) também descreveram a reduc¢do de proteinas em NEFs de J. princeps em area
com polui¢cdo atmosférica.

A reduc¢do de amido e polissacarideos pode estar relacionada aos danos metabdlicos,
incluindo a peroxidacgao lipidica, reducdo da assimilacdo de CO- e de pigmentos fotossintéticos
induzidos pelo herbicida em J. princeps, como reportado por Aratjo et al. (2025). As alteragdes
ultraestruturais nos plastidios, reticulo endoplasmatico, niicleo e presenga de vacuolos liticos
podem reduzir a biossintese de polissacarideos como mucilagens e amido alterando a
composi¢ao do néctar. O amido se acumula principalmente no parénquima nectarifero dos
NEFs e, posteriormente, € quebrado nos tecidos secretores (Nicolson, 2022). Além disso, a
andlise ultraestrutural evidenciou degradacdo de plastidios e redu¢do da formacao de graos de
amido, consistentes com os resultados histoquimicos. Freitas-Silva et al. (2023) apontaram que
o amido € uma das principais fontes de energia e carboidratos para a produ¢do do néctar em
NEFs de J. princeps. Logo, a redu¢do de amido pode interferir na qualidade e teores de acucares

do néctar de plantas expostas ao glifosato. O néctar e NEFs de J. princeps também possuem
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outros tipos de polissacarideos, como mucilagens que possuem propriedade higroscépica e
conferem aspecto viscoso ao néctar (Freitas-Silva et al., 2023).

Curiosamente, em nosso estudo, verificamos o aumento nas concentracdes de acticares,
especialmente, glicose e frutose no néctar de NEFs das plantas expostas as maiores doses do
herbicida. O aumento na concentragdo de agicares pode ser um efeito combinado da redugdo
na exsudacdo, atestado pela redu¢do no volume de néctar e alteragdes ultraestruturais, associado
com a evaporacdo da dgua do residuo de néctar acumulado na superficie dos NEFs. A 4gua é
um importante componente do néctar e pode influencia propriedades como viscosidade e
concentracdo de agucares (Nepi et al., 2018; Nicolson, 2022). O néctar de J. priceps € copioso
e naturalmente rico em hexoses e mucilagens que conferem aspecto viscoso (Freitas-Silva et.,
2023). Desse modo, a evaporagdo da dgua tornou o néctar ainda mais viscoso em plantas
expostas ao glifosato, como observado no momento da coleta. Além disso, a redugdo da
condutancia estomdtica (Aradjo et al., 2025) pode reduzir a absor¢do de dgua e os danos nos
tecidos de condugdo podem comprometer o transporte de d4gua e solutos até a por¢ao secretora
dos NEFs favorecendo a concentracio de acucares e mucilagens.

Em conjunto, os danos morfoanatdomicos e funcionais promovidos pelo glifosato nos
NEFs de J. princeps podem comprometer o desenvolvimento e aptiddo das plantas ao interferir
na defesa mediada por formigas mutualisticas. De acordo com a hipétese da defesa 6tima, os
recursos das plantas sdo direcionados para a defesa de estruturas e regides mais vulneraveis
(McKey, 1974; Calixto et al., 2021b). Desse modo, as plantas devem investir mais recursos na
producdo de NEFs e néctar em regides mais vulnerdveis a herbivoria, como folhas jovens e
meristemas (Delgado et al., 2017). Os NEFs de J. princeps desempenham um papel protetivo
importante ao direcionar as regides onde as formigas irdo patrulhar ativamente. A senescéncia
precoce dos NEFs caulinares reduz a oferta de néctar nessa regido e torna as folhas
completamente expandidas mais susceptiveis a herbivoria, o que pode comprometer a
maquinaria fotossintética caso toda a folha seja perdia (Delgado et al., 2011, 2017).

As alteracdes histoquimicas e danos nos tecidos secretores dos NEFs podem modificar
a composicdo do néctar e sua qualidade, interferindo na sua atratividade para insetos
mutualisticos (Nepi et al., 2018). Carboidratos e proteinas sdo os metabdlitos primdrios mais
abundantes no néctar e servem como fontes de energia e nitrogénio para os artropodes que se
alimentam de néctar (Nicolson e Thornburg, 2007; Nepi et al., 2018; Nicolson, 2022). O
volume e a composi¢do do néctar t€ém influéncia direta na preferéncia alimentar das diferentes
espécies de formigas patrulheiras e pode, inclusive, influenciar na atracdo de espécies mais

agressivas (Baker et al., 1978). Alencar et al., (2023) demonstraram que plantas com nectarios
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maiores e maior produ¢do de néctar atrairam formigas patrulheiras dominantes mais agressivas
e em maior quantidade. A agressividade das formigas patrulheiras tende a aumentar com o
aumento da concentracao de carboidratos dos NEFs (Nepi 2018; Pacelhe et al., 2019; Alencar
et al., 2023). Desse modo, a relacdo carboidrato / proteinas € um importante fator na preferéncia
alimentar de formigas e a redug¢do desses compostos em plantas tratadas com glifosato pode
reduzir a atratividade, forrageamento e defesas mediadas pela relacio mutualistica planta-
inseto. Além disso, a viscosidade do néctar pode influenciar na preferéncia alimentar de
formigas nectariferas (Nicolson, 2007; Lois-Milevicich et al., 2021). Embora uma maior
viscosidade possa favorecer um maior tempo de forrageamento e potencialmente maior
protecdo a planta portadora ne NEFS, viscosidades muito elevadas podem desmotivar as
formigas devido a maior gasto metabdlico durante a alimentagdo (Lois-Milevicich et al., 2021).

Os servicos ecossistémicos associados aos NEFs ndo se restringem apenas a interagao
entre as formigas e plantas ao nivel individual, mas se estendem ao nivel de comunidade, por
meio da facilitacdo da defesa indireta (Moura e Del-Claro, 2023; Staab et al., 2023). Plantas
com NEFs beneficiam plantas vizinhas sem NEFs ao compartilhar servigco de prote¢do mediado
por formigas patrulheiras e facilita o crescimento e o desenvolvimento dessas espécies (Moura
e Del-Claro, 2023; Staab et al.,, 2023). Desse modo, em ambientes naturais, os danos
promovidos pelo glifosato em espécies, como J. princeps, podem interferir indiretamente na
defesa e desenvolvimento de plantas vizinhas. Nesse contexto, incentivamos futuras
investigagcdes com J. princepes para analisar a influéncia dos danos nos NEFs e alteracdo na
qualidade do néctar na atracdo e forrageamento de formigas patrulheiras.

Apesar da reducdo do volume de néctar em plantas tratadas com o herbicida, o exsudado
ainda estava disponivel para insetos mutualistas como as formigas. O néctar € um recurso
alimentar importante em ambientes tropicais e esté relacionado a nutricdo de muitos artropodes
(Nepi et al., 2018; Dias e Stefani, 2024). Embora neste estudo ndo investigamos a presenga de
residuos de glifosato no exsudado dos NEFs, o acimulo de residuos de pesticidas no néctar €
uma questdo alarmante. Zioga et al., (2022) identificaram contaminacdo de néctar floral por
residuos de glifosato em plantas ndo alvo proximas de dreas agricolas, sendo essa uma possivel
via de exposi¢do para abelhas que podem levar a morte das mesmas pela contaminacao. Apesar
de alguns estudos recentes avaliarem o impacto de pesticidas em formigas, a maioria desses
estudos se limita a avaliagdo de plantas de interesse agricola e em espécies de ambiente
temperado (Pohl et al., 2024). No entanto, o entendimento dos efeitos em plantas nativas e em

espécies tropicais ainda sdo limitados.
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Pesticidas sistéemicos como o glifosato, apresentam maior taxa de absorcdo, rapida
translocacd@o e niveis mais elevados de residuos no néctar em comparag¢do aos nao sist€émicos
(Li, 2022). Em termos de impacto ambiental, a contamina¢ao do néctar de NEFs em plantas
arboreas, como J. princeps, pode ser especialmente mais danoso. Nos NEFs a producio de
néctar € continua e disponivel por todo o periodo do ano, em contraste com nectérios florais
que produzem néctar apenas no periodo reprodutivo. Essa disponibilidade constante aumenta a
probabilidade de contaminacdo de insetos, como formigas forrageiras. Alguns estudos com
inseticidas sistémicos demonstraram que as concentracdes desses produtos sio maiores em
NEFs do que em NF (Zhou et al., 2022, 2023). Assim, futuras investigacdes devem avaliar a
presenca de residuos do herbicida no néctar de NEFs de J. princeps e outras espécies arboreas
nao alvo como possivel via indireta de contamina¢do de recursos alimentares para insetos.

Os dados deste estudo corroboram o pressuposto de que NEFs sdo estruturas
susceptiveis a poluentes ambientais e sdo dteis na avaliacdo de danos em plantas nativas (Silva
et al., 2023; Rezende e Silva, 2024). O surgimento precoce de sintomas visuais como clorose,
necrose, senescéncia, associados a danos anatdmicos nos NEFs de J. princeps sdo potenciais
biomarcadores da exposicao ao glifosato. A andlise dos NEFs, juntamente com parametros
visuais e metabdlicos de folhas, pode contribuir para detec¢do de danos promovidos pelo
glifosato em plantas ndo alvo e contribuir com o biomonitoramento ambiental. Embora outros
estudos tenham investigado biomarcadores morfoanatdomicos e fisiolégicos em folhas de
plantas nativas expostas ao glifosato (Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2020; Aratjo et al.,
2025), os danos em NEFs ainda sdo pouco investigados.

Nosso estudo serve de base para futuras investigacdes sobre os impactos de herbicidas
em plantas nativas, especialmente na avaliacdo de NEFs, uma vez que sdo importantes ao
mediar interacdes e favorecer a sobrevivéncia das plantas (Heil, 2015; Delgado et al., 2017;
Nepi et al., 2018). Joannesia princeps € um organismo modelo promissor para investigacao do
impacto de herbicidas e outros contaminantes ambientais sobre a anatomia e producdo de néctar
em NEFs, devido a facilidade no cultivo da espécie, alta responsividade a diferentes
contaminantes, facilidade na coleta de néctar e amostras para processamento anatdmico. Assim
como os NEFs, outras estruturas secretoras, como tricomas glandulares, idioblastos, laticiferos,
osmoforos e elai6foros, também desempenham papéis importantes na defesa e nas interagdes
das plantas com outros organismos, favorecendo sua sobrevivéncia em diferentes ambientes
(Dickison, 2000; Fahn, 2000; Crang et al., 2018; Tolke et al., 2020). Essas estruturas secretoras
podem ser impactadas negativamente pelos herbicidas. Expandir as investigacdes para além dos

NEFs permite compreender melhor os efeitos diretos e indiretos dos pesticidas nas plantas.
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5. Conclusao

Tomados juntos, nossos resultados confirmam as hipéteses iniciais. Os NEFs de J.
princeps sao afetados negativamente pelo herbicida glifosato, inclusive em doses abaixo das
utilizadas comumente em campo. O glifosato promove alteracdes morfoanatdomicas, estruturais
e ultraestruturais em NEFs de J. princeps. Visualmente, ocorreram necroses que evoluem para
senescéncia e abscisdo do NEFs. Alteragdes micromorfoldgicas, incluiram colapso e alteracao
na morfologia de células epidérmicas além de erosdo de ceras epicuticulares. Estruturalmente,
o herbicida promoveu colapso de tecidos de condugao e tecidos secretores, formacgao de camada
de abscisdo, alteracdo no contetido das células secretoras atestados pelos testes histoquimicos e
alteracoes ultraestruturais. A reducdo na producido e qualidade no néctar estd associado
diretamente com as alteracOes metabdlicas e danos celulares induzidos pelo glifosato em J.
princeps. Estes danos comprometem a atividade dos NEFs e podem diminuir as defesas
indiretas pelas interacdes mediadas por essas estruturas secretoras.

Nosso estudo fornece, pela primeira vez, uma visao abrangente dos impactos estruturais
e funcionais do herbicida glifosato em NEFs de uma espécie arborea nativa da Mata Atlantica
e suas possiveis implicacdes ecoldgicas. Futuras investigacdes devem envolver andlise de
campo e com outras espécies ndo alvo, especialmente plantas nativas e investigar a presenga de
residuos de herbicida no néctar dos NEFs. Além disso, é importante ampliar as investigacoes
para outros tipos de estruturas secretoras que podem atuar na defesa e interacdo com outros

organismos.
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Figuras

Figura 1 — Topografia dos nectdrios extraflorais (NEFs) de Jonnesia princeps e artrépodes
associados em observagdes de campo forrageando os NEFs. Visao geral dos NEFs (A) no dpice
(acropeciolares) e base (basipeciolares) do peciolo. Formigas patrulheiras (B) e mosquito (C)
nos NEFs caulinar. Formigas nos NEFs acropeciolares e aranha predando as formigas

patrulheiras (D).
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Figura 2 — Caracterizacio visual de danos em nectarios extraflorais (NEFs) acropeciolares do
terceiro né (A-E) e basipeciolar na regido do terceiro n6 (F-J) e regido oitavo n6 (K-O) em
individuos de Joannesia princeps, 12 dias ap6s a aplicacdo do herbicida a base de glifosato.
Controle (A, F e K) em A, detalhe dos NEFs do oitavo né. Doses de 180 g.e.a.ha'1 B,Gel),
360 g.e.a.ha! (C,He M), 720 g.e.aha! (D,Ie N)e 1440 g.e.a.ha’! (E, J e O). Abreviacdes: Ab
- drea em processo de abscisdo dos NEFs, Ne - gotas de néctar, Nef - nectdrio extrafloral,
asterisco - acumulo de néctar na base do nectario, setas brancas - areas com lesdo necrotica e
escurecimento das estruturas. Barras: A-E (2mm) e F-O (2,5mm).
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Figura 3 — Quantificacdo do volume de néctar (A) e tores de glicose (B), frutose (C) e sacarose
(D) no néctar de nectdrios extraflorais em individuos de Joannesia princeps, 12 dias apds a
aplicacdo do herbicida a base de glifosato. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). ns — sem diferencga
estatistica significativa. Barras verticais representam o desvio padriao (n=4).
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Figura 4 - Caracterizacdo micromorfoldgica em microscopia eletronica de varredura dos danos
em nectdrios extraflorais (NEFs) acropeciolares (A-I) e basipeciolares (J-O) do terceiro né em
individuos de Joannesia princeps, 12 dias ap6s a aplicagdo do herbicida a base de glifosato.
Controle (A-C e J-O). Doses de 180 g.e.a.ha! (D-F e L-M) e 1440 g.e.a.ha! (G-I e N-O).
Abreviagdes: Cc - colapso celular, Er - erosdo das ceras epicuticulares, Pe - peddnculo, Rp -
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regido periférica da superficie secretora, Se - sulco epidérmico, Ss - superficie secretora. Barras:
Barras: A, D, G, J,Ie N (200um); B, C, Fe H (100um); E (250um); K, M e O (125pum).

0 g.ea.ha’ 360 g.ea.ha’ 1440 g.ea.ha’
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Figura S - Caracterizacdo anatdmica em microscopia de luz dos nectdrios extraflorais (NEFs)
acropeciolares (B, E, H e K) e basipeciolares (A, D, G, J, C, F, I e L) do terceiro n6 em
individuos de Joannesia princeps, 12 dias ap6s a aplicagdo do herbicida a base de glifosato.
Visdo geral (A-C), regido secretora (D-F), regido do pedinculo (G-I) e vascularizagdo (J-L).
Controle (A, D, G e J). Doses de 360 g.e.a.ha (B, E, He K) e 1440 g.e.aha! (C,F, I e L).
Abreviacdes: Ab - drea de abscisdo, Cc - colapso celular, Ep - epiderme, Es - epiderme
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secretora, Fl - floema, Fv - feixes vasculares, Hf - hifas fingicas, Pe - pedinculo, Pf -
parénquima fundamental, Pn - parénquima nectarifero, Ru - ruptura da epiderme, XI - xilema,
Za - zona de abscisdo. Barras: Barras: A-C (225um); D-F (125 pm); G-I (50um); J-L (55um).
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Figura 6 - Caracterizagdo anatdmica em microscopia de luz da superficie secretora dos
nectdrios extraflorais (NEFs) acropeciolares do terceiro né em individuos de Joannesia
princeps, 12 dias ap6s a aplicagdo do herbicida a base de glifosato. Visdo geral (A, D, G e J),
detalhe da epiderme secretora (B, E, H e K) e detalhe do parénquima nectarifero (C, F, I e L).
Controle (A-C). Doses de 360 g.e.a.ha! (D-F), 720 g.e.a.ha! (G-I) e 1440 g.e.aha! (J-L).
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Abreviagdes: Cc - colapso celular, Cl - camada limitrofe, Dr - drusa, Es - epiderme secretora,
Nu - nucleo, Pn - parénquima nectarifero, asterisco - células com citoplasma pouco denso e seta
branca - citoplasma compactado em processo de senescéncia celular. Barras: A, D, G e J
(50um); B, C,E, F, H, I, Ke L (10um).
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Figura 7 - Caracteriza¢do histoquimica em microscopia de luz da superficie secretora dos
nectdrios extraflorais (NEFs) acropeciolares do terceiro né em individuos de Joannesia
princeps, 12 dias apds a aplicacdo do herbicida a base de glifosato. Controle (A, F, K e P).
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Doses de 180 (B, G, L e Q), 360 g.e.aha! (C, H, M e R), 720 g.e.a.ha (D, I, Ne S) e 1440
g.e.a.ha! (E,J, OeT). Reacdo com cloreto férrico (A-E) para deteccdo de compostos fendlicos
ndo estruturais, corados de marrom / castanho. Reacdo com Lugol (F-J) para deteccao de amido,
corados de preto / roxo. Reacdo com écido periddico de Schiff - PAS (K-O) para detec¢cao de
polissacarideos neutros, corados em magenta. Reacdo com Xilidine Ponceau (P-T) para
detec¢do de proteinas, coradas de vermelho / laranja. Abreviacdes: Es - epiderme secretora, Pn
- parénquima nectarifero, seta preta - locais com reagdo positiva para a respectiva classe de
compostos analisada. Barras: A-T (25um).
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Figura 8 - Caracterizacdo ultraestrutural em microscopia eletronica de transmissdo da por¢ao
secretora dos nectdrios extraflorais (NEFs) em individuos de Joannesia princeps, 12 dias apos
a aplicacdo do herbicida a base de glifosato. Controle (A — E, J — M). Dose de 1440 g.e.a.ha™!
(F — I, N — R). Regido da epiderme secretora (A — I) e parénquima nectarifero (J — R).
Abreviacdes: Cr — cromatina com aspecto granular, Cmv - conteddo multivesicular, Di —
dictiossomo, Ga - grao de amido, Mi - mitocondria, Mn - membrana nuclear, N — nicleo, Nu -
nucléolo, Pc - parede celular, Pd — plasmodesmos, P1 - plastidios, Re - reticulo endoplasmatico,
Va - vacuolo, Ve — vesiculas, VI - vacuolo litico, Asterisco — conteudo elétron denso em
plastidios ou vacuolo. Barras: A, B, F, J, R e O (1um), C-E, H, K-M, P e Q (500nm), I (250
nm) e N (2 um).
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados confirmam que o glifosato promove alteracdes multidimensionais em
espécies nativas do Cerrado e da Mata Atlantica. Em Enterolobium contortisiliquum, os efeitos
do herbicida ndo se restringem a por¢do aérea, mas se estendem também ao sistema radicular,
comprometendo a interacdo entre raizes e folhas e afetando processos metabdlicos como a
assimilacdo de CO», balango de agucares, aminodcidos e proteinas. Esses achados refor¢am a
relevancia de integrar avaliacdes de estruturas subterraneas em estudos com plantas nao alvo.
Em Cochlospermum regium, verificamos que o glifosato altera o desenvolvimento inicial de
gemas e botdes florais, atrasando a floragdo, e alterando estruturas secretoras como tricomas,
laticiferos e idioblastos, o que pode impactar diretamente o sucesso reprodutivo da espécie. Em
Joannesia princeps, demonstramos que os nectdrios extraflorais sdo sensiveis ao herbicida,
apresentando danos estruturais, histoquimicos e ultraestruturais que reduziram a produgdo e a
qualidade do néctar, podendo comprometer a defesa mediada por essas estruturas e ser uma
possivel via de contaminag¢do para artrOpodes consumidores de néctar. Desse modo, este estudo
ampliou a literatura sobre os efeitos do glifosato ao revelar impactos diretos e indiretos em
diferentes dimensdes (fisioldgica, metabdlica, estrutural, reprodutiva e na defesa) em espécies
ndo alvo, nativas tropicais. Os resultados evidenciam a necessidade do manejo adequado de
herbicidas e fornecem subsidios para politicas publicas para preservacdo de remanescentes de
vegetacdo nativa que pode ser afetada negativamente por herbicidas como o glifosato,

especialmente em ecossistemas com alta biodiversidade como Cerrado e Mata Atlantica.



