VICTORINA BISPO AIRES

TOLERANCIA AO HERBICIDA GLIFOSATO EM Hymenaea stigonqcarpa Mart. ex
Hayne: IMPLICACOES BIOQUIMICAS E MICROMORFOLOGICAS

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduacdo em Botanica, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

Orientadora: Aristéa Alves Azevedo

Coorientadora: Kellen Lagares Ferreira Silva

VICOSA - MINAS GERAIS
2023



Ficha catalogréafica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

A298t
2023

Aires, Victorina Bispo, 1998-

Tolerancia ao herbicida glifosato em Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne: implicacfes bioguimicas e
micromorfolégicas/ Victorina Bispo Aires. — Vigosa, MG, 2023.

1 dissertacéo eletronica (37 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Aristéa Alves Azevedo.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Vegetal, 2023.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2023.618

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Hymenaea stigonocarpa - Efeito dos herbicidas.
2. Acido chiquimico. 3. Plantas - Anatomia. |. Azevedo, Aristéa
Alves, 1949-. 1. Universidade Federal de Vigosa. Departamento
de Biologia Vegetal. Programa de Pos-Graduacdo em Boténica.
[1. Titulo.

CDD 22. ed. 583.74

Bibliotecério(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




VICTORINA BISPO AIRES

TOLERANCIA AO HERBICIDA GLIFOSATO EM Hymenaea stigonocarpa Mart. ex
Hayne: IMPLICACOES BIOQUIMICAS E MICROMORFOLOGICAS

Dissertagdo apresentada & Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Botanica, para obtengdo do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 28 de fevereiro de 2023.

Assentimento:

’IT{ ci.'o\m\m f\)];mn & @\{m\s.

Victorina Bispo Aires
Autora

243

Aristéa Allyes Azevedo
Orientadora




Ao meu querido avd Juraildes Ribeiro de Moraes
in memoriam (1940-2020), por todo apoio e
incentivo em todas as fases da minha vida

académica. Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo privilégio de ter vivido e aprendido imensamente na producdo deste
trabalho, pelo sustento diario e pelas pessoas a quem fui apresentada que, de forma cordial e
fraterna me auxiliaram e acolheram durante este periodo.

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) por meio do Programa de P6s-graduagio em
Boténica (PPGBot) pelo fomento e suporte as atividades académicas em meio aos desafios do
periodo pandémico. Agradeco também a Universidade Federal do Tocantins (UFT) por meio
do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias do Ambiente (PPGCiamb) pela parceria na
execucdo deste trabalho em solo tocantinense.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), pela
concesséo da bolsa de estudos.

A minha familia, em especial aos meus pais Rogério e Luzimeire, que com muito
trabalho e renuncia possibilitaram e incentivaram minha busca por conhecimento, desde o
ensino bésico até o nivel superior. Agradeco também aos meus avds e aos meus tios Robson e
Luciana pelo apoio e incentivo durante toda minha formacao.

A minha comissdo orientadora formada pelas professoras Aristéa Alves Azevedo e
Kellen Lagares Ferreira Silva pela paciéncia, ensinamentos e disponibilidade, foram fatores
essenciais para a minha formacao. Agradeco pelos conselhos e pelo voto de confianga em mim
depositado.

Aos integrantes do Laboratério de Anatomia Vegetal e de Ecofisiologia Vegetal/UFT
— Ana Beatriz (Bia), Rita, Flavia, Clemilda, Licia, VVanessa, Jodson, Jonatas, Danilo, Andressa
e Larissa — pelo companheirismo e auxilio em todas as fases do experimento, mais do que
companheiros de trabalho, encontrei em vocés bons amigos. Serei eternamente grata a cada um
voces!

Aos colaboradores e coordenadores dos Laboratorios de Ecofisiologia Vegetal/UFT,
Laboratorio de Pesquisa em Quimica Ambiental e de Biocombustiveis (LAPEQ/UFT),
Laboratorio de Analises Moleculares (LAM/UFT) e ao pesquisador Leonardo Moreno
(EMBRAPA) pelo auxilio e parceria na execucao das analises.

Ao Horto Florestal da Fundagdo Municipal de Meio Ambiente (FMA) de Palmas-TO
pela doacdo das mudas de H. stigonocarpa (Jatoba do Cerrado).

Ao Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV.



Aos queridos companheiros da Boténica e do Laboratério de Anatomia Vegetal/UFV,
obrigado pela companhia e auxilio a distancia ou presencialmente, foi maravilhoso trabalhar e
conviver com VOcés.

Aos professores Rafael Oliveira e Jean Lira pelo auxilio nas analises estatisticas, bem
como no manuseio dos programas estatisticos.

As amigas do “Gente como a Gente” — Débora, Juliana, Rizia, Luane, Sheilliny e Leny
— pela amizade e companheirismo desde a graduacdo, mesmo em cidades e estados diferentes
sempre se fizeram presentes, obrigado!

Agradeco a vocé que direta e indiretamente contribuiu para a execugéo deste trabalho.
Meu muito obrigado a todos vocés.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.



"Nada na vida deve ser temido, somente compreendido.
Agora é hora de compreender mais para temer menos."
(Marie Curie)



RESUMO

AIRES, Victorina Bispo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2023.
Tolerancia ao herbicida glifosato em Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne: implicagdes
bioguimicas e micromorfologicas. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo. Coorientadora:
Kellen Lagares Ferreira Silva.

Espécies nativas brasileiras vem sendo avaliadas para identificar e caracterizar evidéncias de
sensibilidade ou tolerancia a herbicidas, por meio do efeito deriva. Plantas tolerantes podem
apresentar mecanismos que agem diretamente sobre sitio-alvo ou indiretamente por meio de
barreiras fisicas que reduzem a absorcdo do herbicida, como a cuticula. Sendo assim, este
trabalho objetivou avaliar aspectos da tolerancia ao glifosato em Hymenaea stigonocarpa,
espécie nativa do bioma Cerrado. Mudas com oito meses de idade foram submetidas a
exposicdo ao herbicida em 3 diferentes doses: 200, 400, 800 g i.a. ha® simulando efeitos de
deriva e o controle (0g), com 7 repeticdes cada. As plantas foram avaliadas durante 65 dias apds
a exposicao ao herbicida (DAA). Foram realizadas avaliagdes visuais e fisiologicas durante o
experimento, seguidos das demais andlises destrutivas ao término do periodo de avaliagdo. Nao
houve sinais de fitotoxicidade nas folhas expandidas de H. stigonocarpa e nem alteracfes
anatdmicas e micromorfolégicas na superficie foliar. Houve alteracbes causadas pelos
tratamentos na condutancia estomaética dos individuos avaliados. Nao foi possivel verificar
alteracOes no teor de &cido chiquimico que pudessem indicar a acdo do herbicida aos 65 dias
apos a aplicacdo. Nossos resultados reiteram a toleréncia ao glifosato em H. stigonocarpa,
sendo a micromorfologia da superficie foliar desta espécie um provavel mecanismo de barreira

fisica a absorcdo do herbicida e seus efeitos.

Palavras-chave: Acido chiquimico. Alteraces anatbmicas. Espécie nativa. Cerrado.



ABSTRACT

AIRES, Victorina Bispo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023. Glyphosate
tolerance in  Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne: biochemical and
micromorphological implications. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-adviser: Kellen
Lagares Ferreira Silva.

Brazilian native species have been evaluated to identify and characterize evidence of sensitivity
or tolerance to herbicide spraying, through the drift effect. Tolerant plants may have
mechanisms that act directly on the target site or indirectly through physical barriers that reduce
herbicide absorption, such as the epidermal cuticle. Therefore, this work aimed to evaluate
aspects of glyphosate tolerance in Hymenaea stigonocarpa, a native species of Cerrado biome.
Eight-month-old seedlings were exposed to the herbicide at 3 different doses: 200, 400, 800 g
e. a. hal simulating drift effects and the control (0g), with 7 repetitions each. Plants were
evaluated for 65 days after herbicide exposure (DAA). Visual and physiological evaluations
were performed during the experiment, followed by other destructive analyzes at the end of the
evaluation period. There were no signs of phytotoxicity in the expanded leaves of H.
stigonocarpa nor anatomical and micromorphological alterations on the leaf surface. There
were alterations caused by the treatments in the stomatal conductance of the evaluated
individuals. It was not possible to observe alterations in the shikimic acid content that could
indicate the action of the herbicide at 65 days after the application. Our results reiterate the
tolerance to glyphosate in H. stigonocarpa, with the micromorphology of the leaf surface of this
species being a probable mechanism of physical barrier to the absorption of the herbicide and

its effects.

Keywords: Shikimic acid. Anatomical alterations. Native species. Cerrado.
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INTRODUCAO

A pulverizacdo de herbicidas faz parte do conjunto de préticas agricolas para 0 manejo
de espécies invasoras na agricultura (Gianessi, 2013). Seu uso intensivo foi incentivado no
inicio dos anos 60, com o advento da Revolucdo Verde, como alternativa ao trabalho manual
de capina e para 0 aumento da produtividade dos cultivos comerciais (Pingali, 2012).

Dentre os herbicidas de maior utilizacdo no Brasil, o Glifosato e seus sais ocupam o
primeiro lugar do ranking com cerca de 219.585,51 ton. de ingrediente ativo comercializados
no pais em 2021 (IBAMA, 2022). A ampla utilizagdo deste herbicida, em grandes quantidades,
é justificada pelo aumento do uso de organismos geneticamente modificados (OGM’s)
tolerantes ao glifosato, o que ao longo dos anos implicou na resisténcia em ervas daninhas que
afetam negativamente a produtividade agricola (Singh et al., 2020; Almeida et al., 2017).

O glifosato (N- (fosfonometil) glicina) é um herbicida sistémico, ndo seletivo e com
amplo espectro de absorcdo, sendo aplicado na pds-emergéncia das plantulas em campo
(Gomes et al., 2014). Quando pulverizado, as moléculas do herbicida atravessam a cuticula
foliar sendo posteriormente translocadas pelo floema até as regides dreno, com alta atividade
metabdlica (De la Cruz et al., 2016; Monguero et al., 2004). O mecanismo de ac¢do do glifosato
esta relacionado a inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS),
essencial para a sintese dos aminoécidos aromaticos, na via do chiquimato, que exercem um
papel importante na defesa vegetal como precursores de metabdlitos secundarios (Mertens et
al., 2018). Vale ressaltar que o acimulo do acido chiquimico, nos tecidos foliares expostos ao
glifosato, € um indicador relevante da acao deste herbicida (Freitas-Silva et al., 2020; Singh e
Shaner, 1998) em consequéncia de sua a¢do inibitdria sobre a atividade da enzima EPSPS.

A aplicacdo do herbicida pode se dar de forma manual, com a utilizacdo de
pulverizadores costais, mecanica com o uso de tratores e aérea com o uso de avides de pequeno
porte (ANDEF, 2010). Contudo, durante a aplicacdo h& a ocorréncia do processo de deriva,
onde as goticulas da calda do produto pulverizado séo dispersas pelo vento atingindo areas e/ou
organismos nao-alvo (Silva et al., 2016).

Dentre as areas atingidas pela deriva, destaca-se o Cerrado. Este bioma é conhecido pela
grande extensdo territorial no pais e por abrigar inUmeras espécies endémicas e de variados
graus de vulnerabilidade, fazendo dele um importante hotspot de biodiversidade mundial (Klink
e Machado, 2005). Entretanto, em virtude da rapida e crescente expansao de novas fronteiras

agricolas, o cerrado foi submetido, ao longo dos anos, a reducfes acentuadas de sua area
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original, com o aumento da abertura de lavouras e pastagens, em detrimento das espécies
nativas ali presentes, que sdo vulneraveis a a¢des antropicas (Strassburg et al., 2017).

Os residuos gerados pela deriva podem causar efeitos deletérios a vegetacdo nativa e
promover, a longo prazo, alteracdes na composicdo de espécies, reduzindo a biodiversidade,
mesmo em doses menores do que as recomendadas oficialmente (Qui et al., 2020). Em estudos
de deriva simulada, com vistas a identificacdo e caracterizacdo destes efeitos em espécies
nativas, ja se tem registros na literatura da ocorréncia de espécies sensiveis em diferentes
biomas brasileiros (Borges et al., 2021; Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2021; Oliveira et
al., 2021; Freitas-Silva et al., 2020; Santos et al., 2020; Batista et al., 2018), com sintomas de
fitotoxicidade e reducdo dos parametros de trocas gasosas horas apds a exposicao.

No entanto, duas espécies nativas, Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocarpa,
demonstraram ser tolerantes a exposi¢cdo ao herbicida (Faria et al., 2021; Faria, 2020). Estas
espécies, conhecidas popularmente como jatobas, tem porte arbéreo, folhas compostas
bifolioladas e frutos leguminosos indeiscentes de coloragéo castanho escuro (Carvalho, 2007),
possuem ampla distribuicdo no Cerrado (Lorenzi, 1992) e sdo usadas na medicina tradicional
por suas propriedades anti-inflamatdrias e antibacterianas (Boniface et al., 2017).

Plantas expostas ao glifosato podem apresentar mecanismos distintos de tolerancia,
manifestando acdo direta no sitio-alvo do herbicida através da superexpressao ou mutacdo em
trechos da EPSPS, ou com acdo indireta através das diferentes composic@es da cera epicuticular
e modificacGes metabolicas (Deng et al., 2022; De la Cruz et al., 2016b; Monguero et al., 2004).
Fariaetal. (2021) e Faria (2020) apontam que as ceras epicuticulares das espécies de Hymenaea
devem ter sido a principal barreira a absor¢do do herbicida pelas folhas. Todavia, essas
informacdes sdo oriundas de andlises feitas apenas em microscopia de luz, sendo necessarias
avaliacdes micromorfoldgicas e bioguimicas para melhor elucidar este mecanismo de barreira
fisica que em conjunto com ajustes metabdlicos confere tolerancia ao herbicida.

Sendo assim, neste trabalho objetivou-se: avaliar a acdo do glifosato, através do
acumulo do acido chiguimico; caracterizar as respostas morfoanatdmicas, micromorfoldgicas,
fisiologicas e bioquimicas em individuos jovens expostos a pulverizacdo a deriva simulada do
herbicida; e identificar fatores responsaveis pela tolerancia ao glifosato em Hymenaea

stigonocarpa Mart. ex Hayne.
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MATERIAIS E METODOS

Local de estudo e condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo durante os meses de setembro a
dezembro de 2021, na Universidade Federal do Tocantins (UFT) — Campus Palmas, Palmas,
Tocantins, Brasil (260 m altitude, 10° 10’ 35.7” S e 48° 21’ 29.4” W). As variaveis
microclimaticas da casa de vegetacdo foram monitoradas usando estacdo meteorologica
(HOBO H21-USB, ONSET, USA), registrando temperatura média de 27,2°C e umidade
relativa do ar média de 82,1% (Figura 1). Segundo Kdppen, o clima da regido € do tipo Aw,
tropical com inverno seco e chuvas de verdo (Alvares et al., 2013).
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Figura 1. Temperatura (minima e méxima) e umidade relativa do ar durante o periodo de
conducdo do experimento em casa de vegetacdo (setembro a dezembro de 2021).

Mudas de H. stigonocarpa com 8 meses de idade foram fornecidas pelo Horto Florestal
da Fundacdo Municipal de Meio Ambiente (FMA) de Palmas — Tocantins. As mudas foram
transplantadas para vasos plasticos, com capacidade para 8 litros (uma planta por vaso),
preenchidos com substrato comercial para cultivo de mudas (Pardins®), composto por terra
preta, calcério, sulfato de aménio e bagaco de cana. Durante o periodo de aclimatacédo, as mudas
receberam solucdo nutritiva de Hoagland a % forga i6nica, com pH 5,5 (Hoagland e Arnon,
1950), a cada 7 dias, e irrigacdo com agua durante o intervalo das aplicagdes. As plantas
permaneceram durante 30 dias nestas condi¢des até o inicio do experimento, sendo previamente
padronizadas de acordo com a média em altura (cm) e nimero de folhas dentro de cada bloco
para a aplicacao dos tratamentos.
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Delineamento experimental

O experimento foi conduzido com delineamento em blocos casualizados, constituido
por 4 tratamentos, com 7 repeti¢es cada, incluindo o controle (0g) e 3 diferentes doses do
herbicida Glifosato (Roundup Original DI®, contendo 370 g/L™): 200, 400 e 800 g i.a. ha*, que
representam 0,5L/ha, 1,0L/ha e 2,0L/ha do recomendado para o controle de plantas daninhas
em culturas transgénicas de soja no estado do Tocantins.

Para aplicacdo do herbicida, na parte aérea das plantas, foi utilizado um pulverizador
costal (PEM-P20, Kawashima, China), munido de barra com uma ponta de pulverizacéo e bico
do tipo leque (110JSF-04, Jacto®, Brasil). O equipamento foi calibrado para operar com pressdo
de 3.1 bar, proporcionando um volume de calda de 200 L ha. O herbicida foi pulverizado uma
Unica vez fora da casa de vegetacao, no mesmo dia em todos os tratamentos. Aproximadamente
01h30min apos a aplicacdo, as mudas foram transportadas novamente para a casa de vegetacao
e dispostas em blocos sobre as bancadas, onde permaneceram por 65 dias.

Apds a pulverizacdo, as avaliacdes visuais, de trocas gasosas e analise anatdbmica de
folhas jovens sintomaticas ocorreram ao longo do experimento. As demais avaliacdes

ocorreram somente ao final dos 65 dias.

Avaliac0es visuais

Para as avaliacdes visuais, folhas jovens e expandidas do 1° e 3° né de todos o0s
individuos foram marcadas no inicio do experimento e monitoradas até 0 momento da coleta.
Esta avaliacdo foi realizada para acompanhar o desenvolvimento foliar e o surgimento de
sintomas. A documentacéo fotogréfica foi realizada usando uma cadmera digital (modelo ES80,

Samsung, Brasil).

Avaliacao das trocas gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas por meio de analisadores de gases infravermelhos
(IRGAs). Avaliagdes em dias antes da aplicacdo (DAT) e aos 7 e 14 dias apés a aplicacdo
(DAA) foram mensuradas com o IRGA LI-6400XT (Licor, Nebrasca, Estados Unidos), e aos
65 DAA com o IRGA LCpro-SD (ADCBioscientific, Hoddesdon, Inglaterra). O registro das
taxas fotossintéticas (A, pmol m? s, transpiratorias (E, mmol m2 s1), condutancia estomatica
(Gs, mol H.0 m? s1) e a concentragdo do carbono interno (Ci) foram realizadas nos foliolos
de folhas expandidas, do 2° e 3° n6s de cada individuo (n=7), contados a partir do meristema

apical. Os dois aparelhos foram calibrados para efetuarem as avaliagfes sob concentragédo de
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CO,, temperatura e vapor de H>O do ambiente do local de estudo, com radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 1000 umol m2 s e temperatura da cdmara a 30°C.

Taxa de Liberacéao de Eletrolitos (TLE)

A permeabilidade de membranas foi medida pelo extravasamento de eletrdlitos (EE)
quantificado segundo a metodologia de Szalai et al. (1996), com modificagdes. Foram coletados
15 discos foliares (6 mm de diametro) dos foliolos avaliados nas trocas gasosas. Os discos foram
lavados e imersos em agua deionizada e acondicionados em frascos ambar com 5 ml de agua
deionizada, por 24 horas a temperatura ambiente. A condutividade elétrica inicial (C1) foi
aferida com condutivimetro portatil (AKSO, S&o Leopoldo, Brasil). Posteriormente, as
amostras seguiram para a estufa onde permaneceram por uma hora a 100°C, subsequentemente,
colocadas a temperatura ambiente para resfriarem. ApoOs esse periodo, foi aferida a
condutividade final (C>). O extravasamento de eletrélitos foi expresso em porcentagem, através
da formula: EE (%) = (C1/C>) *100.

Concentracédo dos pigmentos cloroplastidicos

A extracdo de pigmentos cloroplastidicos foi realizada com o uso do dimetilsulfoxido
(DMSO0), seguindo a metodologia descrita por Ronen e Galun (1984). Foram coletados 3 discos
foliares (6 mm de didmetro) dos foliolos avaliados nas trocas gasosas. Os discos foram
incubados em frascos de vidro, protegidos da luz por papel aluminio, contendo 3 ml de DMSO
saturado com CaCOs. As amostras permaneceram em banho-maria a temperatura de 65°C, por
24 horas. Em seguida, foram realizadas leituras no espectrofotdmetro UV-VIS, modelo
GEHAKA VIS-380G (GEHAKA, Sé&o Paulo, Brasil). Os comprimentos de onda, as equactes
e os calculos para determinar o conteudo de clorofilas a (480 nm), b (649 nm) e carotenoides

(665 nm) seguiram a metodologia de Wellburn (1994).

Quantificacao do acido chiquimico

Para a quantificacdo da concentracdo do acido chiquimico, foi utilizado o método
descrito por Sing e Shaner (1998). Em cada unidade experimental, 0,2 g de folhas expandidas
do 3° n6 foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em solucéo tampé&o de HCI.
Esta solucdo foi centrifugada a uma velocidade de 15.000g, em temperatura de 4°C, durante 25
minutos. Foram retirados 30 puL do sobrenadante e adicionados 500 puL de uma solugédo de acido
periddico a 1%. Apds permanecerem em banho-maria a 37°C, por 45 minutos, foram

adicionados 500 puL de hidréxido de sodio 1 N e 300 pL de glicina 0,1M. Em seguida procedeu-
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se leitura em espectrofotometro UV-VIS, modelo GEHAKA VIS-380G (GEHAKA, Séo Paulo,
Brasil), utilizando o comprimento de onda de 380 nm e o coeficiente de extingdo molar de 4,76
X104,

Analises anatdbmicas, histoquimicas e micromorfologicas

Para avaliar os tecidos foliares por meio de anélises anatémicas, foram coletadas folhas
expandidas sem sintomas visuais (2° e 3° nos) utilizadas nas avalia¢fes de trocas gasosas e
folhas jovens que manifestaram sintomas durante as avaliacGes visuais. Amostras foram
coletadas na borda e na regido mediana dos foliolos.

As amostras para microscopia de luz foram fixadas em uma solucéo de Glutaraldeido
1% em tampdo fosfato 0,2M, pH 7,2 (Karnovsky, 1965) modificado (Kraus e Arduin, 1997),
durante 24 horas. Apoés esse periodo foram efetuadas trés lavagens de 15 minutos em tampéao
fosfato 0,2M, pH 7,2, realizada a desidratacdo, em série etilica, e a inclusdo das amostras em
resina do tipo metacrilato (Historesin, Leica, Wetzlar, Alemanha). Os cortes transversais, com
5 um de espessura, foram obtidos em micrétomo rotativo, modelo RM2155 (Leica, Wetzlar,
Alemanha). Em seguida, os cortes foram corados em Azul de Toluidina (O’Brian ¢ McCully,
1981), sendo montados com Permount entre lamina e laminula. Para o teste histoquimico, parte
das amostras incluidas em metacrilato foram coradas em Cloreto Férrico para a deteccdo de
compostos fendlicos (Johansen, 1940). As imagens foram capturadas em microscépio de luz,
modelo AX70RF (Olympus Optical, Toquio, Japdo), equipado com sistema de captura de
imagens Axio Vision (Ax Cam, Zeiss, Alemanha).

Para as avaliagBes da superficie foliar por meio de microscopia eletrénica de varredura,
parte das amostras fixadas em Karnovsky (1965) foram desidratadas em série etilica e
submetidas a secagem até o ponto critico em CO: liquido (CPD 030, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). Posteriormente, as amostras foram montadas em stubs com fita dupla face e
recobertas com uma camada de ouro em metalizador (SCD 050, Bal-tec, Balzers,
Liechtenstein). Este material foi analisado e documentado em microscopio eletronico de
varredura (LEO 1430VP, Zeiss, Alemanha).

Andlises estatisticas

Os dados de trocas gasosas foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) fatorial,
no esquema 4 (tratamentos) X 5 (tempos de avaliagdo), sendo os dados de Gs transformados de
acordo com Box-Cox. Os dados da TLE foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de

Friedman (p<0,05) e as medianas comparadas pelo teste de Bonferroni. Os demais dados foram
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submetidos a ANOVA two-way, com médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (R Core Team, 2022;
Ferreira, Cavalcanti e Nogueira, 2014) e os graficos pelo programa SigmaPlot V.12 (SPSS Inc.,
USA).

RESULTADOS
Avaliacdes visuais

As folhas jovens de H. stigonocarpa sdo bifolioladas e inicialmente envoltas por
estipulas deciduas, com foliolos apresentando coloracdo avermelhada durante a expanséo foliar,
em transigé@o gradual para o esverdeado no grupo controle (Figura 2-A,B,C).

As folhas jovens envoltas ou ndo pelas estipulas no momento da pulverizacdo, ndo
apresentaram o mesmo padréao de desenvolvimento quando comparadas ao grupo controle, com
expanséo reduzida e aparéncia de cor opaca a partir do tratamento de 200g i.a. ha* (Figura 2-
D-L). Foram observadas alteracdes visuais a partir do 1DAA nas folhas jovens do tratamento
de 800g i.a. ha', com pontos necréticos na margem dos foliolos jovens (Figura 2-J). No entanto,
vale ressaltar que mesmo apresentando variacdo no desenvolvimento, houve surgimento de
novas folhas jovens durante o periodo de avaliacéo.

Quanto as folhas expandidas, as folhas expostas aos tratamentos de 200 e 400 g i.a. ha!
se mantiveram sem alteracdes visuais desde a aplicacéo do herbicida, com aparéncia semelhante
ao grupo controle (Figura 3-A-F). Exceto nos individuos expostos a dose de 800 g i.a. ha’l, que

mostraram sintomas iniciais de clorose aos 52 DAA (Figura 3-G,H).
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1 DAA 10 DAA 15 DAA

Controle (0g)

200g i. a.ha”

400g i. a.ha’

800qg i. a.ha™

Figura 2. Avaliacdo visual das folhas jovens de Hymenaea stigonocarpa (A-L) da esquerda
para a direita aos 1, 10, 15 dias ap6s aplicacdo do herbicida (DAA). A-C: (Controle), D-F:
(200g i.a. hal), G-1: (400g i.a. hal), J-L: (800g i.a. ha'l). Setas brancas na margem das folhas
de 800 g i.a. ha* apontam para pontos necréticos. Barra 1cm.
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1DAA 52DAA

Controle (0g)

400g i. a. ha-’ 200gi. a. ha-’

800gi. a. ha-’

Figura 3. Folhas expandidas de Hymenaea stigonocarpa aos 1 e 52 dias ap6s aplicagdo do
herbicida (DAA). A-B: (Controle), C-D: (200g i.a. hal), E-F: (400g i.a. ha*), G-H: (800g i.a.
hal). Seta branca aponta pontos de clorose. Barra 1cm.
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Anélises anatdbmicas, histoquimicas e micromorfoldgicas

As folhas jovens de H. stigonocarpa sdo bifolioladas e envoltas inicialmente por um ou
mais pares de estipulas (Figura 4-A,B). Também apresentam tricomas ao longo da epiderme e
em maior concentracdo nas extremidades que ligam as duas estipulas (Figura 4-C,D).

As estipulas apresentam epiderme unisseriada em ambas as faces, canais secretores em
varios estdgios de desenvolvimento, que permeiam uma camada homogénea de paréngquima
com células isodiamétricas e apresentam um feixe vascular préximo a estes canais (Figura 4-
E,F). Nota-se que as estipulas estdo em estagio de desenvolvimento mais avancado do que 0s
foliolos das folhas jovens. Estes foliolos jovens apresentam mesofilo ainda em processo de
diferenciacdo, sendo possivel observar a presenca de protoderme nas faces adaxial e abaxial,
seguidas de duas fileiras de meristema fundamental e entre elas uma faixa procambial (Figura
4-G,H).

Quanto as alteracGes anatdmicas, ao avaliar as folhas jovens dos individuos controle em
relacdo a dose de 800 g i.a ha™* foi possivel observar mudancas no padrdo de desenvolvimento
das células isodiamétricas na faixa procambial, mostrando achatamento e desorganizacédo das
células, perdendo o formato isodiamétrico para um aspecto achatado (Figura 4-G,H). Ja& nas
estipulas, ndo houve alteragdes.

As folhas expandidas apresentam epiderme unisseriada em ambas as faces, e parede
periclinal externa espessa (Figura 5-A,B). Seu mesofilo é dorsiventral, com parénquima
palicadico voltado para a face adaxial da folha e parénquima lacunoso para a face abaxial, com
canais secretores voltados para a face adaxial (Figura 5-A,B). A folha é anfiestomatica em razéo
da presenca de estdbmatos em ambas as faces, assim como dispde de extensdes de bainha ao
longo do mesofilo, sendo classificada como folha heterobéarica (Figura 5-C,D). No entanto, ndo
foi possivel observar alteracGes anatbmicas nas folhas expandidas que pudessem ter sido
causadas pela exposicao ao herbicida.

O teste histoquimico com o cloreto Férrico evidenciou a presenca de compostos
fenolicos totais no mesofilo das folhas expandidas, nos parénquimas pali¢adico e lacunoso, bem
como nas células epidérmicas (Figura 5-E,F). Entretanto, sem alteragbes aparentes na
intensidade da reagéo entre o grupo controle e o maior tratamento (800g i.a ha).

A superficie das folhas expandidas do grupo controle sédo glabras, com superficie
irregular, cera epicuticular em aglomerados com formato de rosetas e presenca de estdmatos

paraciticos em ambas as faces da folha (Figura 6-A,B). N&o houve obliteragdo dos estdmatos e
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nem ruptura nas ceras epidérmicas na folha dos tratamentos ao final do experimento (Figura 6-

C,D).

Controle (0g) 800g i. a. ha-'

Figura 4. Avaliacdo anatdmica das estipulas (C-F) e folhas jovens (G-H) de Hymenaea
stigonocarpa apds exposicdo ao glifosato. (A,C,E,G): Controle; (B,D,F,H): 800g i.a. ha*. FJ:
folha jovem; Estp: estipula; Ead: epiderme adaxial; Eab: epiderme abaxial; Pr: parénquima;
Prc: procambio Tr: tricomas; Cs: canal secretor; Fv: feixe vascular; Prd: protoderme; Mf:
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meristema fundamental. Sinal em asterisco (*) evidencia o desarranjo de células nos foliolos

jovens. Barra 100um.
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Figura 5. Caracterizacdo anatdmica e presenca de compostos fenolicos em folhas expandidas
de Hymenaea stigonocarpa ap6s 65 dias da aplicacdo do herbicida. (A,C,E): Controle;(B,D,F):
800g i.a. ha-. A cor amarronzada em E-F indica reagdo positiva a presenca de compostos
fendlicos, sem diferenca de reacdo entre os tratamentos. Ead: epiderme adaxial; Eab: epiderme
abaxial; PP: parénquima pali¢adico; PL: parénquima lacunoso; Cs: canal secretor; Exb:

extensao de bainha; St: estdmato. Barra 100pm.
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Face adaxial Face abaxial

Controle (0g)

800g i. a. ha-’
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Figura 6. Caracterizacdo da superficie foliar das folhas expandidas de Hymenaea stigonocarpa
aos 65 dias apos a aplicagdo do herbicida (DAA), sem alteracbes micromorfoldgicas entre 0s
tratamentos. A: Controle, face adaxial; B: Controle, face abaxial; C: 800g i.a. ha™', face adaxial;
D: 800g i.a. ha, face abaxial. Barras 10 e 3um.

Taxa de Liberacgéo de Eletrolitos (TLE)

N&o houve alteracao significativa na taxa de liberacdo de eletrélitos capaz de evidenciar

danos sobre as membranas da espécie estudada (Tabela 1).

Doses TLE% Rank
0gia ha' 32.45a 10
200 gia. ha 41.78a 18
400 gia. ha* 43.56a 22
800 gia. ha 43.42a 20

Tabela 1. Taxa de liberacdo de eletrélitos (TLE), em mudas de Hymenaea stigonocarpa
submetidas a diferentes concentracGes de glifosato. Medianas seguidas pela mesma letra na
coluna néo diferem pelo teste de Friedman (p>0.05).
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O contetdo das clorofilas a (Figura 7-A), clorofilas b (Figura 7-B), clorofilas totais

(Figura 7-C) e dos carotenoides (Figura 7-D) ndo foram afetados pelo herbicida aos 65 dias

apos a aplicagdo (p>0,05).
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Figura 7. Conteldo de pigmentos cloroplastidicos nas folhas expandidas de Hymenaea
stigonocarpa aos 65 dias apds a aplicacdo do herbicida (DAA). A: Teor de clorofila a; B: Teor
de clorofila b; C: Teor de clorofila total; D: Teor de carotenoides. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
significancia. Barras = erro padréo.
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Quantificacao do &cido chiquimico

As diferentes concentragfes da deriva simulada de Glifosato sobre H. stigonocarpa
provocaram alteraces na concentracdo do 4&cido chiquimico nas folhas. As menores

concentragdes foram encontradas nas doses de 400 e 800 g i.a. ha (Figura 8).
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] 200 400 800
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Figura 8. Concentracdo de acido chiquimico nas folhas de Hymenaea stigonocarpa aos 65 dias
apos a aplicacdo do herbicida. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

Avaliacao das trocas gasosas

Com excecdo da concentracdo de carbono interno (Ci), os demais parametros avaliados
nas trocas gasosas foram alterados pelo herbicida glifosato.

N&o foi possivel observar interacdo entre os fatores dose e tempo sobre as taxas
fotossintéticas (A) e transpiratorias (E), no entanto, ambos os fatores foram significativos de
maneira independente. Em A (dose, p= 0.00004), observou-se reducao de 19,16% aos 7DAA
em relacdo ao dia anterior a aplicacdo (LDAT), seguidas de incremento aos 14 DAA e posterior
queda ao final do experimento (Figura 6-A). Ja em E (dose, p= 0.00022), as menores taxas
transpiratorias foram observadas aos primeiros 14 DAA, seguidos de incremento de 16,46%
aos 65 DAA (Figura 6-B).

Em Gs foi possivel observar a interacdo entre os fatores (p=0.028), onde o tempo de
exposicdo manifestou influéncia sobre as taxas de conduténcia estomatica, apresentando
alteracdes significativas aos 14 e 65 DAA (Figura 6-C). J& na avaliacdo da concentracdo de

carbono interno nas folhas (Ci), somente o tempo foi fator influenciador nas respostas ao
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herbicida (p<0,01). Houve reducdo na concentracdo na primeira semana pos-aplicacao,

seguidas de incremento gradual ao 14 e 65 DAA (Figura 6-D).
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Figura 6. Avaliacdo do comportamento das trocas gasosas de Hymenaea stigonocarpa em dias
antes (DAT) e po6s aplicacdo do herbicida (DAA), separados pela seta vermelha. A: Taxa
fotossintética — (A), B: Condutancia estomaética — (Gs), C: Concentracdo de carbono interno —
(Ci) e D: Taxa transpiratoria (E).

DISCUSSAO

Neste trabalho observamos que o glifosato foi absorvido pela espécie, sendo possivel
detectar alteragGes nas concentragdes de acido chiquimico na matéria fresca foliar. As mudas
de H. stigonocarpa apresentaram sintomas visuais apenas nas folhas jovens. A analise visual é
uma ferramenta importante para avaliar a sensibilidade de espécies nativas que sdo expostas
aos herbicidas, por meio do monitoramento e caracterizagdo de possiveis sintomas (Borges et
al., 2021). Em H. stigonocarpa ndo houve sinais de fitotoxicidade nas folhas expandidas, apenas
em folhas jovens proximas ao meristema apical caulinar. A presenca de sintomas nestas folhas

pode estar relacionada com o padréo de translocacéo fonte-dreno no floema. Folhas jovens em
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expansao necessitam de aporte de acucares e fotoassimilados, sendo que, folhas j& expandidas
sdo fontes primérias destes compostos (Taiz et al., 2017). No processo de translocacdo, as
moléculas de glifosato absorvidas pela planta seguem a mesma rota dos fotoassimilados, sendo
transportadas para as regides mais jovens e meristematicas (Monquero et al., 2004). Em geral,
folhas em estagios iniciais de expansdo apresentam cuticulas delgadas e se tornam mais
espessas ao passo em que se expandem (Zhu et al., 2018) o que, aliado a translocacdo do
herbicida para regides com alta atividade metabdlica, pode provavelmente ter contribuido para
uma maior sensibilidade ao herbicida neste estagio de desenvolvimento foliar.

Outro aspecto observado nas folhas jovens de H. stigonocarpa foi a reducdo da expansao
foliar. Timms e Wood (2020) ao avaliar individuos de Rubus idaeus, observaram folhas
menores nas plantas que receberam doses de glifosato se comparadas ao grupo controle.
Herbicidas a base de glifosato ao inibirem a acdo enzimatica da EPSPS também interrompem
a sintese de triptofano, um dos produtos da via do chiquimato (Fuchs et al., 2022; Jiang et al.,
2013). Este composto por sua vez é precursor da formacgdo do acido indolilacético (AlA),
responsavel pelo crescimento e expansdo celular na formacdo dos tecidos, ou seja,
indiretamente provocando alteracdes no processo de desenvolvimento destas folhas. Todavia
ndo contemplamos neste trabalho o teor de hormdnios vegetais em funcdo das respostas pos-
aplicacdo do herbicida nas plantas, sendo sugerido para trabalhos futuros.

A composicdo quimica e o padrdo de deposicdo das ceras epicuticulares sobre a
superficie foliar influenciam no grau de absorcdo dos herbicidas pulverizados sob as plantas,
assim como a presenca de tricomas (Monquero, Cury e Christoffoleti, 2005). Neste trabalho
ndo observamos alteracdes na micromorfologia das folhas expandidas de H. stigonocarpa, que
apresentaram superficie integra e sem sinais de rupturas das ceras aos 65 dias p6s aplicacdo do
herbicida. Resultados semelhantes foram encontrados por Rezende-Silva et al. (2022) ao
avaliarem a tolerancia da planta nativa Alibertia edulis também ao glifosato. Vale ressaltar que,
ndo houve alteracdo significativa na taxa de liberacdo de eletrélitos capaz de evidenciar danos
sobre as membranas da espécie estudada, corroborando o resultado das andlises
micromorfolégicas das folhas expandidas de H. stigonocarpa. Espécies que sdo tolerantes a
presenca de herbicidas em geral apresentam auséncia de danos micromorfoldgicos na superficie
foliar (De la Cruz et al., 2016; Monguero et al. 2004b), onde as ceras epicuticulares atuam como
mecanismo indireto de toleréncia ao glifosato reduzindo a absor¢do do herbicida e em
consequéncia sua translocacao para as demais regides do corpo da planta (Trezzi et al., 2020).

Assim como nas analises visuais, ndo houve sinais de danos anatémicos nas folhas

expandidas avaliadas, semelhante ao encontrado por Faria (2020) e Faria et al. (2021) ao
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submeterem duas espécies do género Hymenaea ao glifosato. Em estudos para avaliar os efeitos
provocados em plantas nativas por poluentes atmosféricos, a anatomia vegetal se revela como
importante ferramenta prognostica, uma vez que 0s danos microscopicos precedem os danos
fisioldgicos e visuais (Freitas-Silva et al., 2020; Sant'/Anna-Santos et al., 2019). Portanto,
reiteramos que a integridade da superficie foliar de H. stigonocarpa esteja estritamente
relacionada com as respostas anatbmicas e visuais, pois a organizagdo e deposicdo de cera
presentes nesta espécie podem provavelmente constituir uma barreira a absorcéo do herbicida.
Vale ressaltar que a absorcéo do herbicida € em maior parte mediada pela cuticula, sendo suas
caracteristicas essenciais na determinacéo de tolerancia ou sensibilidade das espécies expostas
(Trezzi et al., 2020; De la Cruz et al., 2016). Estudos adicionais para quantificar e caracterizar
a composicao quimica da parede periclinal externa da epiderme, bem como o uso de marcadores
radioativos para avaliar os niveis de absorcdo do glifosato serdo necessarios esclarecer as
respostas de H. stigonocarpa ao glifosato.

Neste trabalho, os testes histoquimicos evidenciaram a presenca de compostos fenoélicos
espalhados em todo o mesofilo das folhas expandidas de H. stigonocarpa. Faria (2020) ao
avaliar a mesma espécie exposta ao glifosato, observou nas folhas a auséncia destes compostos,
indicando que as plantas provavelmente ndo sofreram estresse oxidativo. No entanto, a
divergéncia de respostas pode provavelmente estar relacionada a influéncia de componentes de
variacdo ambiental e genética, uma vez que a presenca e a posicao dos compostos fendlicos no
mesofilo constituem carater taxondmico para as espécies do clado Hymenaea (Pinto et al.
2018). Também destacamos a presenca de canais secretores nas folhas e estipulas, ja descritos
para esta espécie por Paiva e Machado (2007) como canais secretores de resina.

Os parametros de trocas gasosas foram afetados na primeira semana pds-aplicacdo do
herbicida, mas apresentaram melhora aparente nas semanas subsequentes, e sem alteracfes no
conteddo de pigmentos fotossintéticos. Observamos que, as taxas de condutancia estomatica
variaram em todos os tratamentos durante o periodo de avaliagdo, sendo reduzidas na primeira
semana poés aplicacdo e aparente recuperagdo nas semanas subsequentes. Yanniccari et al.
(2012) observaram reduc@es na taxa de condutancia estomatica no segundo dia de avaliagdo em
bidtipos sensiveis de Lolium perene, ja em bidtipos tolerantes ao herbicida ocorreram somente
cinco dias ap6s a exposicdo. Rezende-Silva et al. (2022) ao avaliarem as respostas de plantas
nativas sensiveis e tolerantes ao glifosato, observaram que os parametros de trocas gasosas
podem ndo ser biomarcadores Gteis em plantas nativas tolerantes, uma vez que a resposta
tambeém pode estar associada ao tempo de exposicao e a idade da folha. A assimilagéo liquida

de carbono (A) e a taxa de transpiracdo (E) s@o diretamente afetadas pela movimentacao da



31

abertura estoméatica. Mesmo ndo sendo o mecanismo alvo de a¢do do Glifosato, reagdes em
cascata decorrentes da perturbacdo da via do chiquimato podem indiretamente provocar
alteracbes nas trocas gasosas (Gomes et al., 2017). Entre elas podemos citar o balanco
hormonal, onde a interrupcdo da formacdo de aminoacidos aromaticos pode modificar a
producdo de fitohorménios, dentre auxinas e 0 acido abscisico (ABA) (Fuchs et al., 2022; Jiang
et al., 2013). O ABA pode induzir o fechamento de estdbmatos temporariamente como resposta
ao estresse, sendo que, a posicao desta estrutura sob a superficie foliar pode conferir
sensibilidade as variacfes causadas por estresse abiotico (Zhang et al., 2022; Yaran, Negin e
Moshelion 2019; Jalakas et al., 2018).

Os individuos de H. stigonocarpa nao apresentaram altera¢Ges significativas no teor de
clorofilas totais e carotenoides aos 65 dias pos aplicacdo do herbicida. Santos et al. (2020)
também observaram a auséncia de alteracBes nos pigmentos em mudas de Cenostigma
macrophyllum expostas ao glifosato. Mesmo com evidéncias de tolerancia ao herbicida,
espécies nativas podem apresentar respostas diferentes relacionadas ao teor de pigmentos
fotossintéticos. Por exemplo podemos citar Alibertia edulis, também considerada tolerante ao
glifosato, apresentou reducdo das concentrac6es de clorofilas totais e aumento de carotenoides
entre as diferentes concentracdes do herbicida (Rezende-silva et al., 2022). Os autores afirmam
por meio de andlise multivariada dos parametros avaliados que os teores de &cido chiquimico,
aliados aos pigmentos fotossintéticos, contribuiram cerca de 88,19% das alteraces causadas
pelo glifosato nesta espécie. Em razdo da variacdo de respostas aos teores de pigmentos por
espécies nativas, sugerimos mais pontos de avaliacao do teor de pigmentos em H. stigonocarpa.

N&o houve alteracbes no teor de &cido chiquimico que pudessem indicar a acdo do
herbicida aos 65 dias apds a aplicacdo, uma vez que as menores concentracBes foram
observadas nos tratamentos de 400 e 800 g i. a. ha. Tendo em vista que o glifosato age
diretamente na inibicdo da enzima EPSPS, é esperado que o acumulo do &cido chiquimico
ocorra nos tratamentos que recebem diferentes doses do herbicida, sendo este um importante
biomarcador em espécies nativas sensiveis (Freitas-Silva et al., 2020; Rezende-Silva et al.,
2019). Algumas especies tolerantes ao glifosato podem ndo apresentar diferencas no teor de
acido chiquimico, indicando a presenca de mecanismos de tolerancia que podem ou néo atuar
diretamente sobre o sitio-alvo do herbicida (Nandula et al., 2008). Convolvulus arvensis
acumulou &cido chiquimico nas primeiras 48 horas apds a aplicacéo de glifosato, seguidas de
reducdes nas concentracdes do &cido apos o sexto dia de avaliacdo (Huang et al., 2019), sendo
explicado pela superexpresséo da EPSPS. No entanto, nossos dados ndo contemplam avaliagbes

iniciais dos teores de acido chiquimico nos primeiros dias apds a pulverizacdo de glifosato,
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sendo necessarios estudos adicionais para avaliar o comportamento de H. stigonocarpa e
confirmar a existéncia de possiveis mecanismos de tolerancia relacionados a ajustes
metabdlicos.

Diante das diferentes respostas de plantas nativas em contato com o herbicida glifosato,
se faz cada vez mais necessario compreender 0s mecanismos que envolvem a sensibilidade ou
tolerancia a presenca de herbicidas. As informacg6es obtidas podem contribuir para a elaboragéo
de planos de manejos adequados para a conservacao das espécies ou na recuperacao de areas
degradadas. Portanto, mesmo em face ao estresse desencadeado pelo herbicida, a espécie
também se mostrou tolerante a presenga do Glifosato neste estudo, assim como reportado por
Faria (2020).

CONCLUSAO

Os individuos de Hymenaea stigonocarpa apresentaram poucas alteracdes sobre 0s
parametros avaliados que pudessem comprometer a sobrevivéncia da espécie. A superficie
foliar e o mesofilo das folhas expandidas se mantiveram integros apds o contato com o
herbicida, apresentando alteracGes visuais somente em folhas jovens proximas ao meristema
apical caulinar. A auséncia de alteracbes micromorfolégicas sugerem que as ceras
epicuticulares da espécie possam atuar como barreira fisica a absorcéo do glifosato. Com este
estudo podemos observar a presenca de acido chiquimico nas plantas, entretanto sem alteraces
significativas que pudessem ser causadas pelo herbicida apds 65 dias de avaliacdo. Os
parametros de trocas gasosas apresentaram recuperacdo aparente ap6s a redugdo das taxas na
primeira semana ap0s a aplicacdo do herbicida. Os resultados reiteram o primeiro registro de

tolerancia ao glifosato em H. stigonocarpa.
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