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Respostas morfoanatémicas de Bowdichia virgilioides (Fabaceae) a
deriva de glifosato em agroecossistema do cerrado brasileiro

Este estudo avaliou as respostas morfoanatdmicas de Bowdichia virgilioides (Fabaceae) sob deriva de glifosato em um agroecossistema do Cerrado brasileiro. Duas
coletas de folhas foram realizadas para dez individuos de duas dreas: area de borda (AB) e area controle (AC). Os sintomas visuais foram avaliados com indices de
injuria foliar (1IF) e de severidade (IS), os anatdmicos através da utilizagdo de técnicas usuais de anatomia e os micromorfométricos por meio do software Anati
Quanti. Cloroses e necroses foram encontradas. Os |IFs e ISs foram maiores para as folhas da AB e pode ser devido aos impactos que ocorrem na borda de manejo
da érea agricola. Cloroplastos arredondados, plasmdlise celular, hiperplasia, proliferacdo e colapso celular, sintomas similares aos encontrados em estudos de
simulagdo de deriva de glifosato, foram notados. A espessura do parénquima paligadico e, consequentemente, do mesofilo diferiram significativamente entre
coletas, na AB, e entre os individuos da AC e da AB, na coleta de maio de 2017. Fatores como a maior incidéncia solar nas plantas de AB, provavel ocorréncia de
outras pulverizagBes, assim como maior periodo de exposi¢do e agdo de contaminantes nas folhas da segunda coleta explicam essas alteragdes. Em campo, as
avaliagBes visual, anatdmica e morfométricas dos sintomas foliares foram sugestivas de deriva de agrotdxicos.

Palavras-chave: Bioindicadora; Biomonitoramento; Plantas ndo-alvo; Sintomas morfoanatémicos.

Morphoanatomical responses of Bowdichia virgilioides (Fabaceae) to
glyphosate drift in Brazilian cerrado agroecosystem

This study evaluated the morphoanatomical responses of Bowdichia virgilioides (Fabaceae) under glyphosate drift in an agroecosystem in the Brazilian Cerrado.
Two leaf collections were carried out for ten individuals from two areas: border area (BA) and control area (CA). Visual symptoms were evaluated with leaf injury
(LII) and severity (SI) indices, the anatomical through the use of usual anatomy techniques and the micromorphometric through the Anati Quanti software. Chlorosis
and necrosis were found. The IIFs and ISs were higher for BA leaves and may be due to impacts that occur at the management edge of the agricultural area.
Rounded chloroplasts, cell plasmolysis, hyperplasia, cell proliferation and collapse, symptoms similar to those found in glyphosate drift simulation studies, were
noted. The thicknesses of the palisade parenchyma and, consequently, of the mesophyll differed significantly between collections, in BA, and between individuals
in CA and BA, in the May 2017 collection. Factors such as higher solar incidence in plants of BA, probable occurrence of other sprays, as well as a longer period of
exposure and the action of contaminants on the leaves of the second collection explain these changes. In the field, visual, anatomical and morphometric evaluations
of leaf symptoms were suggestive of pesticide drift.

Keywords: Bioindicator; Biomonitoring; Non-target plant; Symptoms morphoanatomical.
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Respostas morfoanatémicas de Bowdichia virgilioides (Fabaceae) a deriva de glifosato em agroecossistema do cerrado brasileiro
ARAUJO, E. P.; SILVA, K. L. F.

INTRODUGAO

A compreensdo dos impactos de pesticidas a biodiversidade dos agroecossistemas ainda é escassa.
Entretanto, estudo realizado em 8 paises europeus demonstrou que fazendas com intensificagdo agricola, e
que faziam uso de fungicidas e inseticidas, apresentaram efeitos negativos a biodiversidade circundante
(GEIGER et al., 2010). Um caminho pelo qual é possivel pesticidas atingirem areas circundantes é a ocorréncia
de deriva (ZHANG et al., 2018; BUENO et al., 2017; CUNHA, 2008). Na deriva as particulas dos pesticidas
aplicados a cultura se perdem para o ambiente (CUNHA, 2008) e alcangam areas nao visadas, como a
vegetacdo nativa. Dependendo das condi¢cdes meteoroldgicas, se estende por varios quildbmetros
(LUCADAMO et al., 2018). Pode ser dividida em endoderiva, perdas dentro da area pulverizada, e exoderiva,
perdas para areas de entorno (SOUZA et al., 2011).

No Brasil os usos de pesticidas ocorrem em areas agricolas de diferentes dominios, dentre eles o
Cerrado. Essa é a maior, mais rica, e muito possivelmente, a mais ameacgada savana do mundo (SILVA et al.,
2002) e é considerada um dos mais importantes hotspots de biodiversidade do planeta (MYERS et al., 2000).
No sul do Cerrado, a fronteira mais antiga, a cultura predominante é a soja; na regido de Mato Grosso existem
diferentes pressées devido o estado também fazer parte da Amazdnia Legal; e na parte central ocorre o
MATOPIBA, acrénimo dos estados Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia, regido com forte expansdo da soja na
Ultima década (RAUSCH et al., 2019) e considerada como a ultima fronteira agricola brasileira (SPERA et al.,
2016). O avancgo das fronteiras agricolas causa tensGes ao Cerrado e as comunidades humanas que vivem
neste dominio (SOUZA et al., 2018).

O agroecossistema brasileiro é composto por, dentre outras, Areas de Preservacdo Permanente,
Reserva Legal e de uso alternativo do solo, como a agricultura (BRASIL, 2012). O agrotdxico mais utilizado nas
lavouras brasileiras é o glifosato (IBAMA, 2020). Seu grande uso é devido seu amplo espectro de cobertura
(SCHRUBBERS et al., 2014), e no Cerrado, também pela forte produgdo de soja na regido (SPERA et al., 2016).
E usado no Brasil desde 1978 (GALLI et al., 2005) e sua deriva é preocupante por ele n3o ter seletividade, ser
altamente ativo em espécies de plantas sensiveis a pequenas doses e por sua aplicagdo ocorrer varias vezes
ao ano, no pré e pds-emergente, por vias aérea ou terrestre (REDDY et al., 2010).

Com impactos iminentes de agrotdxicos a vegetacao, o uso de espécies bioindicadoras para avaliar
diferentes danos a biota tem se tornado uma alternativa de biomonitoramento. O biomonitoramento
consiste em obter respostas das plantas as mudangas no ambiente e acompanhar sua evolugdo ao longo do
tempo (TEMMERMAN et al., 2004). Ao serem expostas, plantas podem apresentar, por exemplo, sintomas
fisiolégicos, morfoanatdmicos e visiveis que sdo usados como biomarcadores aos danos provocados pelos
agrotoxicos. No Cerrado, estudos em ambiente controlados ja foram conduzidos para avaliar espécies nativas
como bioindicadoras, identificando seus biomarcadores para deriva de glifosato em: Kielmeyera
lathrophyton Saddi (Calophyllaceae), Solanum lycocarpum A.St.-Hil (Solanaceae) e Bowdichia virgilioides
Kunth (Fabaceae) (MACHADO et al., 2013), Caryocar brasiliense Camb. (SILVA et al., 2016), Alibertia edulis

Rich. (Rubiaceae) e Pouteria torta Mart. (Sapotaceae) (SILVA et al., 2019), Handroanthus chrysotrichus (Mart.
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Ex DC) Mattos (Bignoniaceae) e Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Clusiaceae) (SILVA et al.,
2020).

Em simulacdo de deriva, evidéncias sobre impactos da deriva do herbicida glifosato as plantas nativas
do Cerrado foram constatadas. Dentre elas, evidéncias como cloroses, necroses, reducdo da epiderme e do
parénquima para B. virgilioides (MACHADO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2021), espécie brevidecidua, com
queda foliar ocorrente, geralmente, de junho a setembro (PIRANI et al., 2009) e com alta distribuicdo no
Cerrado brasileiro (ALBUQUERQUE et al., 2007). Porém, estudos em condi¢Ges reais, em campo, podem
demonstrar potenciais respostas dessas plantas (EGAN et al., 2014) e confirmar respostas visualizadas na
simulacdo de deriva. Respostas das plantas nativas em condi¢des de campo ainda ndao foram avaliadas no
Cerrado. Dessa forma B. virgilioides foi usada como bioindicadora para avaliar suas respostas

morfoanatémicas para deriva de glifosato em um agroecossistema do Cerrado brasileiro.

MATERIAIS E METODOS
Historico da area de estudo, condig6es microclimaticas e ambientais

O estudo foi realizado em um agroecossistema composto por lavoura e dreas de preservagao
permanente e reserva legal no Cerrado do estado do Tocantins (Figura 1a). Duas areas foram delimitadas
para a sele¢do de individuos e coletas de suas folhas: drea controle (AC) e area de borda (AB). A AC foi
delimitada dentro da Reserva Legal da fazenda 2, por ser mais afastada da 4rea de lavoura. A AB foi
delimitada na borda da vegetacdo nativa, cerca de até 5m para o seu interior, que é a regido do entorno da

area de manejo agricola da fazenda 1 (Figura 1a).
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Figura 1: a) localizagdo e uso e ocupagdo da terra das dreas de estudo; b) altitude da area e c) relevo sombreado
evidenciando as regides mais altas, divisores de dguas, e os locais em que os individuos ocorrem. Fonte: MapBiomas
(2018) e INPE (2008).
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A area agricola, localizada na fazenda 1, € manejada ha 17 anos com as monoculturas de soja, sorgo,
milho e feijdo, e faz uso do sistema de plantio direto na palha. A rotatividade da lavoura é constante, por isso
sempre ha monocultura plantada. O uso de herbicidas para eliminacdo de plantas daninhas ocorre duas vezes
ao ano: no pré e pds emergente. Os herbicidas mais usados sdo o glifosato (Roundup Transbord®), para o pds-
emergente, e Spider’ R 840 WG quando necessdrio no pré-emergente. Na calda a ser pulverizada é
adicionado adjuvante e, quando existe necessidade, os dois herbicidas sdo usados.

As dreas de estudo estdo localizadas na parte superior do relevo, sendo, principalmente a AB,
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proxima as areas com quebras de relevo, ou seja, divisores de agua (Figuras 1b-c). Em novembro de 2016 a
variacdo da temperatura na regido foi de 18,1°C a 39,7°C, a velocidade do vento oscilou de 0,2 a 6,4 m/s, a
direcdo do vento alternou de 1° a 359°, a precipitacdo acumulada foi de 79,2 mm e a umidade do ar variou
de 32 a 98% na estagdo pluviométrica de Rio Sono (INMET, 2016). Em maio de 2017 a temperatura variou de
18,1°C a 35,7°C, a precipitacdao acumulada foi de 2 mm e a umidade do ar oscilou de 32 a 98% (INMET, 2017).
Para maio ndo foram encontrados registros das varidveis de velocidade e direcdo do vento nesta estacdo

pluviométrica.

Coletas das folhas de B. virgilioides

Dez individuos foram definidos e marcados com tecido amarelo e placas, com numeracgGes para cada
area. As coletas das folhas ocorreram de forma aleatdria e com uso de podao (Figure 2c). Duas coletas de
folhas foram realizadas, sendo a primeira em novembro de 2016, depois da aplicacdo de 3.5 L do herbicida
glifosato com adicdo de 0.35 g do herbicida Spider e adjuvante, durante a cultura da soja, e a segunda em
maio de 2017, durante a cultura do sorgo. Também se suspeita que outras pulveriza¢gdes tenham acontecido
deste intervalo até a realiza¢do da segunda coleta. A pulveriza¢do na drea é realizada por meio terrestre, com
uso de pulverizador Columbria 3000, do tipo jato conico vazio, com 14 bicos, sendo o volume da calda de 100

L ha (Figura 2a-b). O material coletado foi utilizado para anélises visuais, anatémicas e micromorfométricas.

N " B u¥
Figura 2: a) Veiculo equipado com o pulverizador Columbria 3000 sprayer, jato cOnico vazio com 14 bicos; b)
Pulverizagdo e agdo do vento; c) Coleta de folhas na AB com uso de podao; d) drea de manejo com solo descoberto e
borda de remanescente nativos na AB. Fotos: a e b (Paggiaro, 2018); c e d (Autora).

Avaliagao visual de sintomas foliares

Cinco folhas de cada individuo foram escolhidas, aleatoriamente, para estimar a porcentagem de
area foliar ocupada por injurias, para cada area de estudo, nas duas coletas. Dessa forma as folhas foram
classificadas como: 0 (No), <5% (N1), 5 a 25% (N2), 25% a 50% (Ns), 50% a 75% (N4) e 76% a 100% (Ns). No é a
classe correspondente a auséncia de injuria e N; a Ns correspondem as lesGes de primeiro ao quinto grau da
area foliar. A avaliacdo das lesGes ocorreu por estimativa visual e o indice de injuria foliar (IIF) foi calculado
usando a equacdo de Chang et al. (2001):

. _ (N1#1)+ (N2*2)+ (N3%3)+ (N4x4)+ (N5%5)
Indice de Injuria Foliar (IIF%) = (NO + N1+ N2+ N3+ N4 +N5) * 5 * 100

No dividendo as classes (Nx) foram multiplicadas pelo peso da lesdo foliar. No divisor o nimero de

folhas enquadradas em cada classe foi somado e multiplicado pelo nimero das classes de sintomas (cinco).
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Também foi realizado calculo para determinar o indice de severidade (IS) para os sintomas visiveis
nas folhas, por drea e em cada coleta. O nimero de folhas com sintomas foi dividido pelo nimero total de

folhas por planta, expresso na seguinte equagao:

Numero de folhas com sintomas

indice de Severidade (IS%) = Total de folhas * 100

IIF representa a porcentagem de area foliar ocupada por injurias e o IS a porcentagem de folhas com

sintomas foliares, em relagdo ao numero total de folhas verificadas. Ambos os indices foram aplicados a todos
os tipos de injurias observadas nas folhas, uma vez que o herbicida glifosato pode favorecer a a¢do de
doencgas foliares, através de sua interferéncia na formacdo de barreiras mecanicas e producdo de defesas
vegetais (YAMADA et al., 2007). Ou seja, ndo sé causa danos as plantas, mas também torna suas folhas

suscetiveis a doengas.

Andlises anatomicas

Amostras da regido mediana de cinco folhas foram coletadas e fixadas em solu¢ao karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) por 24 horas, desidratadas em série etilica crescente até o alcool 70%, onde ficaram
armazenadas. Posteriormente foram desidratadas em 1 hora, para cada troca em séries etilicas e butilicas,
permanecendo em ‘over night’ em acool butilico e parafina (1:1), e depois submetidas a duas trocas de
parafina por 1 hora cada.

As amostras foram emblocadas seguindo a orientacdo do plano de corte transversal e 0 micrétomo
rotativo semi-motorizado Leica (RM2245) foi usado para realizagdo de cortes transversais a 10um. Os cortes
foram aderidos a lamina por adesivo de Haupt (HAUPT, 1930) e cinco laminas foram confeccionadas para
cada individuo, por area, e para cada coleta.

Os cortes foram desparafinizados em série xildica, hidratados em série etilica e corados em safranina
1% e azul de astra por 20 minutos (GERLACH, 1984). Em seguida foram lavados em agua destilada,
desidratados em série etilica e submetidos a série xildica. As laminas foram montadas entre lamina e laminula
com balsamo canadense. As imagens foram capturadas com uso de microscépio dptico Leica DM 500, com

uma camera Leica ICC50 HD acoplada.

Analises micromorfométricos

Aleatoriamente foi escolhido um corte de cada uma das cinco ldminas, de cada individuo, por cada
area e em cada coleta para esta analise. A captura das imagens ocorreu como descrito no item ‘analises
anatdomicas’. As medidas micromorfométricas foram feitas com o uso do software Anati Quanti, versdo 2.0
para Windows® (AGUIAR et al., 2007). Em cada corte foram realizadas dez medidas, em locais distintos, da
espessura dos tecidos da epiderme (nas faces adaxial e abaxial), do parénquima palicadico e da hipoderme.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo software

estatistico R.
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RESULTADOS
Avaliagao visual de sintomas foliares

Cloroses, enrugamento e necroses, em diferentes formatos, foram observados nas folhas de B. virgilioides
(Figuras 3a-d).

t¥a¥

Figura 3: Cloroses, necroses e enrugamento nas folhas de a) AB em novembro de 2016; b) AC em novembro de 2016;
¢) AB em maio de 2017; d) AC em maio de 2017. Barra=2 cm.

Os percentuais dos indices de injuria foliar e de severidade para a AB foram maiores que os da AC,

conforme tabela 1. Entre coletas, os maiores percentuais ocorreram na segunda, realizada em maio de 2017.

Tabela 1: Percentuais dos indices de injuria foliar e de severidade das folhas de B. virgilioides por area de estudo e por
coleta.

Coletas Ac AB

1IF (%) IS (%) IIF (%) IS (%)
Novembro/2016 15.2 76 17.2 80
Maio/2017 19.2 88 25.6 90

AC: Area Controle; AB: Area de Borda; IIF: indice de Injuria Foliar e IS: indice de Severidade.

Andlises anatomicas

A epiderme das folhas de B. virgilioides é unisseriada em ambas as faces (adaxial e abaxial), com a
presenca de microcristais nos vacuolos, sendo suas células da epiderme adaxial maiores (Figura 4a). A
cuticula é espessa e seus estOmatos estdo presentes na face abaxial da epiderme, classificando as folhas
como hipoestomaticas (Figura 4d). O mesofilo possui camadas bem definidas de parénquima palicadico e, na
regido do parénquima lacunoso, observou-se uma hipoderme bem marcada voltada para face abaxial
(Figuras 4a-d). Também possui fibras periciclicas e gelatinosas na bainha dos feixes vasculares em suas
nervuras (Figura 4c).

Alteracdes anatémicas foram observadas nos tecidos das folhas das plantas em ambas as areas. No
entanto, os sintomas nas folhas da AB foram mais expressivos. Foram encontradas alteracdes nos formatos
dos cloroplastos, que apresentaram formas arredondadas (Figura 4a), diferentemente do seu formato
natural que é elipsdide.

Outros sintomas encontrados foram plasmdlise celular (Figura 4d), hiperplasia (Figura 4b),
proliferacdo celular, principalmente no parénquima pali¢adico (Figura 4c), formagdo de tecido de cicatrizacdo
e colapso celular com necrose (Figura 4e). Foi observada uma camada de células bem desenvolvidas, no local

onde era previsto a ocorréncia do parénquima lacunoso, e denominadas aqui de hipoderme. Também houve
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presenca e acumulo de substancias, de coloracdao vermelho escuro, que aparentavam compostos fenélicos,
entretanto testes histoquimicos ndao foram realizados para confirmacdo. Essas substancias estavam
presentes no parénquima paligadico, na hipoderme e nas células do entorno a nervura principal (Figuras 4a,
b, d, e, f). Na segunda coleta foi observada a presenca de fungos na epiderme das folhas coletadas nas duas

areas, sendo que na AC esses organismos estavam dentro dos estdmatos da epiderme abaxial (Figura 4f).

Figura 4: Cortes transversais de folhas de B. virgillioides oriundas da AB (a, b, d, ) e AC (c, f). a) AlteragGes nos
cloroplastos, com formatos arredondados, indicado por seta; b) hiperplasia, indicada por seta; c) tecido de
cicatrizagdo na extensdo do parénquima paligddico e presenga de cristais, indicado por seta; d) plasmélise celular
evidenciada por seta; e) hiperplasia e tecido de cicatriza¢do, apontados por seta amarela, e colapso celular (necrose)
na nervura principal, indicado por seta vermelha; f) detalhe de fungos dentro dos estématos. Ead: epiderme adaxial;
Eab: epiderme abaxial; Hp: hipoderme; Pp parénquima palicadico; Fv: feixe vascular; H: hiperplasia; Tc: tecido de
cicatrizagdo. Barra: 100pum.

Analises micromorfométricas

Tanto a hipoderme (Hp), quanto as faces adaxial (Ead) e abaxial (Eab) da epiderme, ndo diferiram na
espessura, entre areas e coletas (Tabela 2). No entanto, as espessuras do parénquima palicadico (Pp) e
mesofilo (limbo foliar- Lf) da AB diferiram significativamente entre coletas, assim como entre os individuos

da AC e da AB na coleta de maio de 2017.

Tabela 2: Morfometria de folhas de Bowdichia virgilioides comparada entre areas e coletas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Coletas Areas Ead (um) Pp (um) Hp (um) Eab (um) Lf (um)

Novembro/2016 AC 21.24aA 130.73a A 40.77 a A 16.29a A 209.04a A
AB 22.32aA 137.74a A 39.98a A 15.56a A 215.62aA

Maio/2017 AC 22.86aA 131.69aA 40.26 a A 15.95a A 210.77aA
AB 23.52aA 152.03bB 4124 aA 14.99a A 231.79b B

Ead: epiderme adaxial; Pp: parénquima pali¢ddico; Hp: hipoderme; Eab: epiderme abaxial; Lf: limbo foliar. Letras
minusculas: comparagdo entre areas. Letras mailsculas: comparagdo entre coletas na mesma area.

DISCUSSAO
Avaliagao visual de sintomas foliares

De acordo com Machado et al. (2013), quando submetidas a baixas concentra¢des do herbicida

glifosato, as espécies Plathymenia reticulata Benth, B. virgilioides, K. lathrophyton e S. lycocarpum
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apresentaram sintomas visuais de intoxicagao, sendo cloroses e necroses os sintomas mais evidentes. Silva
et al. (2019) também verificaram sintomas visuais para Pouteria torta Mart. (Sapotaceae), Silva et al. (2020)
para Handroanthus chrysotrichus Mart. Ex DC (Bignoniaceae) e Santos et al. (2020) para C. macrophyllum.
Mudangas na coloracdo podem estar relacionadas as altera¢des nos cloroplastos (CRUZ et al.,, 2021;
CAMPBEL et al., 1976) ou na inibi¢cao da formacdo de clorofila (COLE et al., 1983). Ainda n3do existe chave de
identificacdo para cloroses e necroses ocasionadas por agrotéxicos, como as chaves utilizadas para ozénio
(INNES et al., 2001), por isso algumas necroses observadas (Figuras 4a-d) também podem ser doengas.

Os percentuais de IIFs s3o baixos, cerca de 5% a 25% de lesdes nas folhas. Entretanto, o percentual
de folhas com alguma injaria (ISs), independentemente do tamanho, é relativamente alto. Os maiores
percentuais de IIFs e ISs nas folhas das plantas da AB eram esperados por esta area ser localizada na borda
de manejo agricola e, consequentemente, ser suscetivel a sofrer impactos diversos e diretos advindos da
lavoura, como a deriva de herbicidas. Em estudo sobre simulacdo de deriva de glifosato, em B. virgilioides,
foi percebido que os IIFs variaram de 10,8% a 37,7%, e os ISs de 36% a 75%, da menor a maior dose, e que o
herbicida teve a¢do lenta e de baixa intensidade nas folhas quando comparado ao herbicida paraquat, porém,
168h apds aplicacdo foram potencializados (OLIVEIRA, 2014). Os percentuais de IIFs encontrados para as duas
areas desta pesquisa estdo entre o intervalo apresentado por Oliveira (2014) e os ISs foram maiores,
provavelmente por que em campo as plantas estdo mais suscetiveis as diversas fontes causadoras de injurias.

A avaliacdo visual dos sintomas foliares em pesquisas a nivel de campo ndo deve ser utilizada
isoladamente, visto que existe possibilidade de que a necrose ndo seja proveniente da agdo direta do
herbicida, mas de outras causas como as doengas. Contudo, o surgimento de doengas nao exclui a agao
indireta do glifosato, pois este herbicida tende a inibir a producdo de lignina e fitoalexinas em niveis
adequados e por isso compromete a barreira de defesa das plantas, tornando-as suscetiveis a acdo de
doencgas (YAMADA et al., 2007). Adicionalmente, também causa impactos nos pardmetros fotossintéticos,
em consequéncia da inibicdo/diminuicdo da acdo da enzima 5 enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase
(EPSPS) e, consequentemente, pelo acimulo da rota metabdlica do 4cido chiquimico nos tecidos das plantas,
o que afeta o desenvolvimento e suas defesas, tendo em vista que reduz a sintese de aminoacidos aromaticos
essenciais, como a fenilalanina, tirosina e triptofano (GOMES et al., 2017; SILVA et al., 2020; SANTOS et al.,
2020).

Andlises anatomicas

A maioria dos cortes histologicos foram realizados em regiGes aparentemente sadias. Mas,
anatomicamente as folhas apresentaram sintomas similares aos das plantas de B. virgilioides expostas ao
glifosato em ambiente controlado (OLIVEIRA et al., 2021). As altera¢des ultraestruturais precedem o
aparecimento dos sintomas visuais (SANTOS et al., 2008), por isso os sintomas anatémicos apresentados na
figura 4 precedem as lesdes foliares da figura 3, exatamente por serem microscopicas e, as vezes, ocorrerem
lentamente, o que enfatiza a importancia de estudos morfoanatomicos.

As alteragGes no formato dos cloroplastos podem estar relacionadas com o processo de senescéncia
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foliar, que tende a ser estimulado e aumentado pelo glifosato (CAMPBEL et al., 1976). Conforme esses
autores, na visualizacdo de efeitos do glifosato em gramineas, quando a folha estd em processo de
senescéncia, ocorre perda de clorofila e também de grande proporc¢do de proteina. Como parte expressiva
das proteinas de folhas verdes ficam nos cloroplastos, ndo ha como perdé-las sem que essa organela seja
prejudicada. Em plantas arbdreas de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), apds exposicao ao glifosato, também
foram observadas alteragdes nos cloroplastos e foram atribuidas ao acimulo de amido nestas organelas em
funcdo da provavel interferéncia do glifosato na acdo do floema, tecido responsavel por transportar estas
substancias na planta (CRUZ et al., 2021).

Mudangas nas estruturas anatémicas das folhas, como tecido de cicatrizacdo, demonstram que as
plantas investiram na producdo de barreiras no intuito de salvarem seus tecidos sadios, mas, as células das
folhas deste estudo foram destruidas, como observado na Figura 4e., e alguns estudos mostram que o
glifosato pode ocasionar o colapso celular das folhas das plantas. Os sintomas de plasmdélise celular,
hiperplasia, proliferacdo celular, formacdo de tecido de cicatrizagdo e colapso celular com necrose, também
foram encontrados por Santos et al. (2008) em folhas de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden clones, e por
Silva et al. (2016) em folhas de C. brasiliense, expostas a simulacdo de deriva de glifosato em ambiente
controlado. Silva et al. (2020) encontraram necroses e rupturas das células do mesofilo em H. chrysotricus,
Oliveira et al. (2021) verificaram tecido de cicatriza¢do e plasmélise celular em folhas de B. virgilioides, e Cruz
et al. (2021) plasmélise e colapso celular em E. uniflora, todas expostas ao glifosato.

Neste estudo, a hipoderme bem marcada na regido onde localiza-se o parénquima lacunoso de B.
virgilioides chamou atengdo por sua presenca ser uma caracteristica peculiar. Esta hipoderme pode estar
comportando-se também como uma barreira protetora, em fun¢do da exposicao por deriva do glifosato, uma
vez que sdo células justapostas, com poucos espacos celulares (Figura 4), diferente do tradicional parénquima
lacunoso, que é um tecido com muitos espacos celulares. Este tecido ndo foi observado em plantas sob
condicBes controladas de exposi¢do ao glifosato (Oliveira et al., 2021; MACHADO et al., 2013) e, sua presenca,
nao é caracteristica da anatomia convencional destas plantas.

O acumulo de substancias, evidenciadas pela cor vermelho escuro, foi observado nos tecidos das
folhas (figura 4) e acredita-se que sejam compostos fendlicos, porém nao foi realizado teste histoquimico
para confirmacgdo. Oliveira et al. (2021) ndo encontraram compostos fendlicos nos tecidos das folhas desta
espécie para individuos controle (sem exposi¢cdo ao glifosato). No entanto, quando submetidas as doses
desse herbicida, compostos fendlicos, confirmados por testes histoquimicos, apareciam e aumentavam sua
ocorréncia nas células. Esses compostos tendem a estar presentes nas interagdes de plantas com fatores
abidticos, inclusive fatores artificiais, como poluentes, podem interferir nesse processo e influenciar sua
producdo (DICKISON, 2000; CRUZ et al., 2021). Diante disso, a realizacdo de testes histoquimicos para
verificar se essas substancias sdo compostos fendlicos é necesséria e, se forem confirmados, podem ser
respostas das plantas as condi¢Ges de estresse.

Os fungos encontrados na face abaxial da epiderme da AC, das folhas oriundas da segunda coleta,

evidenciam o comprometimento das barreiras de defesa dessas plantas, como demonstrado anteriormente
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no item de ‘avaliacdo visual de sintomas foliares’. Até a realizacdo da segunda coleta outras provaveis
pulverizagdes ocorreram na lavoura, e associadas com maior periodo de exposi¢do e agao do contaminante,
assim como com o periodo chuvoso e aumento da umidade do ar na regido, pode ter influenciado a agdo e

desenvolvimento desses organismos sobre as folhas dessas plantas.

Analises micromorfométricas

Alguns fatores podem explicar a diferenca significativa da espessura do parénquima paligadico (Pp)
da AB entre coletas, assim como para a AC na segunda coleta. As plantas da area de borda sdo mais
suscetiveis a incidéncia solar e por isso, ao processo do desenvolvimento e diferenciacdo entre folhas de
sombra e de sol. Segundo Taiz et al. (2004) as folhas que estdo sob maior incidéncia solar, geralmente,
tendem a ser mais espessas e as folhas de dreas sombreadas mais finas. Além disso, as plantas de borda
tendem a sofrer impactos diversos e diretos da drea de entorno. A segunda coleta ocorreu em maio de 2017,
periodo em que as plantas ainda ndo haviam trocado suas folhas (geralmente por volta de junho) e, portanto,
ficaram expostas a outras pulverizagdes, assim como expostas a acdao do contaminante por maior periodo de
tempo, o que pode ter potencializado o efeito do herbicida nas células do Pp. Neste tecido foram observados
alongamento da parede celular anticlinal, aumento no nimero de camadas celulares e, em alguns cortes, um
maior grau de diferenciacdo e multiplicacdo celular (Figura 4) e, consequentemente, suas alteragdes
provocaram as alteracGes nas espessuras do Lf. Conforme Pereira et al. (2015), a sensibilidade ao glifosato
varia de acordo com a espécie e dose usada, ora estimulando o crescimento, ora causando injurias e morte
da planta. O estimulo das plantas ao crescimento por baixas doses de substancias consideradas téxicas é
denominado hormese (SILVA et al., 2016), o que provavelmente ocorreu com o Pp da AB na segunda coleta.

Em relacdo a epiderme abaxial, nos trabalhos de Oliveira et al. (2021) e Machado et al. (2013),
realizados com B. virgilioides expostas ao glifosato em ambiente controlado, ocorreu a reducao da espessura
desse tecido, diferente deste estudo desenvolvido em campo, e pode ser por que nao tenha ocorrido deriva
suficiente para causar alteragOes na espessura da Eab. Embora ndo tenha existido diferenca para a
hipoderme, ndo foi possivel compara-la com trabalhos realizados em ambiente controlado pois os individuos

deste estudo apresentaram hipoderme ao invés de parénquima lacunoso.

CONCLUSOES

As folhas coletadas apresentaram baixo percentual de area foliar ocupada por injdrias, em ambas as
areas e coletas, mas os indices de severidade indicaram que as suas maiorias apresentaram algum nivel de
injuria. Sintomas semelhantes aos de deriva de glifosato foram constatados: hiperplasia, plasmdlise celular,
colapso celular, tecido de cicatrizagdo e hormese. O Unico tecido com diferenga na espessura foi o Pp da drea
de borda na segunda coleta, indicando influéncia do efeito hormese. A presenca de hipoderme, no local do
parénguima lacunoso sugere barreira protetiva destas plantas na via de entrada do glifosato. Nesta pesquisa
de campo, as avaliagOes visuais, anatébmicas e morfométricas sugeriram deriva do herbicida em ambas as

areas de estudo.
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Este estudo pode auxiliar no delineamento de futuros trabalhos sobre deriva de agrotdxicos em
campo e com uso de espécies nativas do Cerrado, avaliadas em ambiente controlado como bioindicadoras.
E sugerido a realizagdo de monitoramento que observe maior periodo de tempo e os ciclos foliares das
plantas, tendo em vista que folhas jovens podem apresentar diferentes alteragdes naturais. Andlises quimicas
de herbicidas nas folhas, e em periodos semelhantes aos estudados, também sdo sugeridas para validagao

das analises morfoanatomicas usadas em trabalhos como este.
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