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RESUMO

O uso intensificado de glifosato em areas de Cerrado tem causado diversos danos
socioambientais. A utilizacdo deste herbicida pode resultar na deriva para areas
adjacentes as lavouras afetando comunidades nao-alvos. Objetivou-se analisar os
efeitos fisiolégicos e morfoanatbmicos em Hymenaea courbaril Lindl (Fabaceae)
(jatobd-da-mata) expostas ao glifosato, fornecendo subsidios para utilizacdo da
espécie, em campo, a fim de indicar possiveis caracteristicas bioindicadoras da
presenca desse herbicida. Foram produzidas mudas a partir de sementes e aclimatadas
em viveiro. O experimento consistiu em 8 tratamentos, com 4 repeticdes cada, incluindo
7 diferentes doses do glifosato: 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1200 g i.a. ha™ e o controle
(Og). Foram realizadas analises fisiologicas nos mesmos foliolos das folhas avaliadas
para: concentracdo de pigmentos cloroplastidicos, avaliagdo da permeabilidade de
membranas e analises morfoanatomicas. As mudas de H. courbaril, apresentaram
tendéncia a diminuir os valores dos parametros fisiologicos em A, gs, E, EUA e EIC, e
aumento de Ci e Ci/Ca indicando aumento na concentracdo de CO, no mesofilo foliar. O
glifosato ndo provocou danos significativos no contedado de pigmentos cloroplastidicos,
bem como na degradacdo da membrana. Danos visiveis foram encontrados 5 DAA a
partir da dose 50g i.a ha™, indicando clorose foliar, sendo que aos 9 DAA, as gemas do
meristema apical estavam necrosadas nessas plantas. Esses efeitos foram mais
pronunciados nas plantas expostas a 1200g i.a. ha™. Houve reducdo significativa na
espessura da epiderme abaxial nas plantas expostas a maior dose de glifosato. Foram
observadas alteragbes anatdémicas no mesofilo das plantas, dentre elas destaca-se a
retracdo de membrana, mudanca no formato dos cloroplastos e aumento de espacos
intercelulares. Sendo assim, Hymenaea courbaril apresentou parametros que podem
ser usados como caracteres bioindicadores para auxiliar no monitoramento de deriva de
glifosato, em plantas ndo-alvo, presente nos fragmentos vegetais do Cerrado

Palavras-chaves: Agrotoxico. Cerrado. Jatoba-da-Mata. Bioindicadores.



ABSTRACT

The intensified use of glyphosate in Cerrado areas has caused several socio-
environmental damages. The use of this herbicide can result in drift to areas adjacent to
crops, affecting non-target communities. The objective of this study was to analyze the
physiological and morphoanatomical effects on Hymenaea courbaril Lindl (Fabaceae)
(jatob4d-da-mata) exposed to glyphosate, providing subsidies for the use of the species
in the field, in order to indicate possible bioindicative characteristics of the presence of
this herbicide. Seedlings were produced from seeds and acclimated in a nursery. The
experiment consisted of 8 treatments, with 4 repetitions each, including 7 different doses
of glyphosate: 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1200 g a.i. ha-1 and the control (0g).
Physiological analyzes were performed on the same leaflets of the leaves evaluated for:
concentration of chloroplast pigments, evaluation of membrane permeability and
morphoanatomical analyzes. The H. courbaril seedlings tended to decrease the values
of physiological parameters in A, Gs, E, EUA and EIiC, and an increase in Ci and Ci/Ca
indicating an increase in the concentration of CO; in the leaf mesophyll. Glyphosate did
not cause significant damage to the content of chloroplast pigments or to membrane
degradation. Visible damages were found 5 DAA from the dose 50g i.a ha-1, indicating
leaf chlorosis, and at 9 DAA, the buds of the apical meristem were necrotic in these
plants. These effects were more pronounced in plants exposed to 1200g a.i. ha-1.
There was a significant reduction in the thickness of the abaxial epidermis in plants
exposed to a higher dose of glyphosate. Anatomical changes were observed in the
plant's mesophyll, among which the membrane retraction, change in the shape of the
chloroplasts and the increase of intercellular spaces are highlighted. Thus, Hymenaea
courbaril presented parameters that can be used as bioindicator characters to assist in
the monitoring of glyphosate drift, in non-target plants, present in the Cerrado plant
fragments.

Key-words: Pesticie. Cerrado. Jatoba-da-Mata. Bioindicators.
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1. INTRODUCAO

Os impactos decorrentes das atividades agricolas e do uso intensivo de
agrotoxicos tém se tornado preocupante e discutidos atualmente. Muitos desses
impactos desencadeiam diversas problematicas sociais, ambientais, econémicas, entre
outras. No Tocantins o modelo de agronegécio e do sistema produtivo habitualmente
empregado resulta muitas vezes em injusticas, que podem referir-se a concentracao de
terra e ao uso de bens comuns como a agua e o solo, bem como também ao efeito
dispersivo de insumos e residuos (SOUZA e CHAVEIRO, 2019). Embora haja discurso
dos beneficios trazidos pelos agrotdoxicos, em relacdo a produtividade agricola e,
consequentemente, em termos econdmicos, esses produtos sao perigosos para a
saude humana e o para o meio ambiente (FERREIRA, 2015).

A expansdo da fronteira agricola e pecuaria no Cerrado brasileiro tem levado a
degradacdo deste dominio, nas ultimas décadas. Alencar et al. (2020), realizaram um
estudo aplicando uma combinacao de técnicas de classificacdo para mapear diferentes
tipos de vegetacdo nativa no Cerrado, usando uma longa série temporal de dados de
satélite (1985-2017). Os Resultados desse estudo mostraram que 45% da faixa original
do Cerrado ndo estavam cobertos por vegetacao nativa em 2017.

Essa regido tem se tornado o centro do agronegécio no Brasil, atraindo produtores
e investimentos (HORVAT et al.,, 2015), sendo considerada como nova fronteira
agricola do pais. Essa expansao agricola vem acontecendo, incentivada principalmente
pela apropriacdo intensiva e organizada de conhecimentos, tecnologias (VIEIRA-
FILHO, 2016) e por programas politicos que contribuiram para o avanco do setor
agricola, como por exemplo, criado em 2015, o MATOPIBA, que visava 0 crescimento
econdmico do setor agricola. O referido programa compreendia parte dos estados do
Maranh&o, Piaui, Bahia e todo territério do estado do Tocantins (BRASIL, 2016), que
tem como dominio o bioma Cerrado. Pitta e Vega (2017) enfatizaram que o MATOPIBA
foi o marco legal para uma ocupacédo ainda mais intensa do Cerrado pelo capital
financeiro e agroindustrial, visando a exportacdo de commaodities agricolas e minerais.

O Estado do Tocantins vem se destacando como produtor de graos, sobretudo de

soja, arroz, milho e feijao (CONAB, 2018). O modelo de desenvolvimento econémico do
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Tocantins pode até ter pontos positivos, quando analisados numa visdo mais ampla.
Mas, de acordo com Silva e Grécio (2020), para as populacdes locais, especialmente
para 0S povos originarios, e para o0 meio ambiente, seus resultados sdo danosos. Com
frequéncia esta associado a conflitos, concentracédo fundiaria, pressao sobre recursos
naturais, desmatamento, diminuigao significativa da fauna, comprometimento da flora,
comprometimento de qualidade da agua e impactos culturais. Estes conflitos também
foram relatados por Souza e Chaveiro (2019) em comunidades quilombolas no
Tocantins. Ressalta-se que o Cerrado possui um solo ndo muito fértil para agricultura, o
que intensifica 0 uso dos insumos agricolas para atingir a alta produtividade, que vem
sendo obtida nessas areas de solo mais pobres (PITTA e VEGA, 2017). Esses dados
sao preocupantes para a saude humana que fica exposta a esses produtos quimicos.

O consumo de agrotoxicos no Brasil vem apresentando crescente aumento nos
altimos anos. Desde 2008, o Brasil tornou-se 0 maior consumidor de agrotéxico do
mundo (CARNEIRO et al, 2015). Dados apontam que entre 2000 e 2018, a
comercializacado desses produtos no Brasil saltou de cerca de 160 mil toneladas para
550 mil toneladas, aumento de aproximadamente 240% em 18 anos (IBAMA, 2019).
Neste mesmo periodo, foi observado também um aumento de aproximadamente
1365% na comercializacao de agrotoxicos no estado do Tocantins (IBAMA, 2019).

Os agrotoxicos podem ser subdivididos em diversas categorias conforme a
finalidade do uso. Os mais utilizados séo inseticidas: para o combate aos insetos
predadores, fungicidas: para o combate de fungos e herbicidas: para o controle de
plantas que prejudicam o desenvolvimento da agricultura, conhecidas como ervas
daninhas. Os herbicidas sdo amplamente utilizados em todo o mundo, por conta da
eficacia e rapidez em controlar diversas espécies de plantas daninhas, que oferecem
Sérios riscos a produtividade na agricultura (TOLEDO et al., 1996; YAMASHITA et al.,
2009).

O glifosato é o herbicida mais utilizado no Brasil e no Estado do Tocantins
(IBAMA, 2019). O uso do glifosato nas monoculturas é realizado por meio da
pulverizagdo manual ou mecanica, realizadas por pulverizadores costais, tratores ou

avides de pequeno porte especializados para tal (ANDEF, 2010). Quando pulverizado,
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parte do agrotéxico aplicado na lavoura pode perder-se para o ambiente, principalmente
pelo efeito de deriva (CUNHA, 2008).

A deriva ocorre quando o produto pulverizado atinge areas nao-alvos. As
microparticulas do agrotoxico sdo carreadas pelo vento, atingindo e contaminando
florestas, areas vizinhas e zonas residenciais, podendo ser maiores ou menores a
depender dos seguintes fatores: método de aplicagcdo, temperatura, umidade do ar,
velocidade e direcdo do vento (SILVA et al., 2016). O uso indevido dos agrotoxicos
pode potencializar o processo de deriva e gerar contamina¢des ambientais (FERREIRA,
2015), sendo encontrados residuos em aguas subterraneas e superficiais (GRILLO et
al., 2014; CAMACHO et al.,, 2016), vegetacdo nativa (ARAUJO, 2018), além de
ocasionar problemas relacionados a saude animal e humana, como intoxicacdes
(NEVES e BELLINI, 2013), cancros e problemas de fecundidade (CARNEIRO et al,
2015), problemas cardiovasculares (MOON et al., 2018), danos aos pulmdes e rins
(GAWARAMMANA et al., 2018), cancer (SCHINASI et al., 2015; BOCCOLINI et al.,
2017) e até mesmo suicidios (BOMBARDI, 2017).

Quanto ao glifosato, a deriva desse herbicida é preocupante, pois ele ndo tem
seletividade e é altamente ativo em espécies de plantas sensiveis as pequenas doses,
e ainda, sua aplicacdo é realizada varias vezes ao ano, no pré e pds-emergente das
culturas, por vias aérea ou terrestre (REDDY et. al., 2010). Carvalho et al. (2018)
enfatizam que o uso do glifosato é de grande preocupacéo no campo da ecotoxicologia,
devido a alta solubilidade em agua e seus efeitos nocivos em organismos aquaticos.
Os mesmos autores avaliaram os efeitos genotoxicos e mutagénicos do glifosato
Roundup Original® em girinos de Dendropsophus minutus, e constaram que a espécie
€ extremamente sensivel a baixas concentracdes de glifosato, relacionando-se o0s
efeitos a genotoxicidade e a mutagenicidade.

O ¢lifosato foi classificado, pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(International Agency for Research on Cancer - IARC), como carcinogénico em
humanos para o Linfoma Nao Hodgkin (LNH) (IARC, 2015). LNH é um tipo de céancer
gue tem sido associado ao contato prolongado com os agrotéxicos (SCHINASI et al.,

2015). Um estudo realizado por Mesnage et al. (2017) mostrou que o herbicida
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Roundup Original® a base de glifosato causa doenca hepatica gordurosa nao alcoolica
em ratos (fisiologia semelhante a dos humanos), em doses muito baixas.

Na Unido Europeia a pulverizacdo aérea € proibida desde 2009, em funcdo do
potencial de contaminacdo ambiental e da vulnerabilidade & que a populacdo fica
exposta nessa pratica, conforme estabelecido na Diretiva 2009/128/EC13, artigo 9°
(BOMBARDI, 2017). Diferentemente, a legislacdo federal brasileira que regula os
agrotoxicos, ndo proibe pulverizacdo aérea e, as técnicas e instrucbes de aplicacdo
nem sempre sdo adequadas e respeitadas. E isto, pode potencializar o processo de
deriva e gerar contaminagdes ambientais (FERREIRA, 2015).

No Brasil, existe Limite Maximo de Residuo (LMR) do agrotéxico glifosato
aceitavel, tanto em alimentos, quanto na agua, e quando comparado com a Unido
Europeia observa-se uma disparidade abissal dos niveis considerados toleraveis, do
ponto de vista da saude humana. Na soja, por exemplo, o LMR no Brasil do glifosato &
10 mg/kg, 200 (duzentas) vezes maior quando comparado ao LMR da Unido Europeia
que é de 0,05 mg/kg (BOMBARDI, 2017). Ja na agua essa diferenca é ainda maior,
pois o limite de glifosato permitido na agua potavel do Brasil € 500ug/l, 5000 (cinco mil)
vezes superior ao limite estabelecido na Unido Europeia que é de 0,1ug/L. Esses dados
demonstram que na legislacdo brasileira, a Portaria de Consolidacdo N.05/2017 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2017) que trata sobre a potabilidade da agua, esta bem
discrepante em relacdo aos parametros determinados e utilizados no exterior.

Nas plantas o glifosato é ndo-seletivo, com a¢do por um extenso espectro de
plantas daninhas (SCHRUBBERS et. al., 2014), de acgéo sistémica e pds-emergente. O
mecanismo de acdo do herbicida glifosato atua inibindo a atividade da enzima 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), responsavel por catalisar as reagdes
da sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano (COLE, 2009;
RODRIGUES, 1994). Essa inibicdo da EPSPS causa diferentes tipos de distlrbios nas
plantas e muitas vezes levam a morte (Yanniccari et al., 2012). Sua absorg&o acontece,
basicamente, na regido clorofilada das plantas e sua translocacdo é preferencialmente
realizada pelo floema até os tecidos meristematicos (GALLI e MONTEZUMA, 2005).
Como as plantas sdo adaptaveis e normalmente respondem com flexibilidade as

mudancas de metabolizacdo celular, que foram induzidas por condicbes ambientais
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variaveis (FRANZLE, 2003), a utilizagdo de espécies vegetais nativas podem colaborar
nos estudos de deriva de herbicidas. O uso de plantas como bioindicadoras, na area de
poluicdo do ar, pode ser uma alternativa para estudos sobre a verificacdo de moléculas
toxicas, como as de herbicidas, nesse ambiente (SILVA et. al. 2016) e sobre os
possiveis danos dessas moléculas a esses organismos. O biomonitoramento, utilizando
espécies vegetais, consiste em obter respostas das plantas, na verificagdo de
mudancas no ambiente, e acompanhar sua evolucdo ao longo do tempo (DE
TEMMERMAN et. al., 2004). Para tanto, é necessario estabelecer um padrdo de
respostas morfoanatdmicas e fisiologicas de variadas espécies, que servirdo de base
para estudos futuros.

A folha tem sido o 6rgdo mais estudado para a avaliacdo do impacto causado
pelos poluentes na vegetacdo (AZEVEDO, 1995), pois estd mais sujeito a acdo dos
fatores ambientais. Diversos critérios foliares podem ser utilizados para qualificar e
quantificar a influéncia dos poluentes sobre as plantas. O estudo das alteracdes
anatbmicas e fisiologicas de plantas expostas a poluentes tém contribuido com
informacBes sobre a qualidade do ambiente e como subsidio para comparacdo da
sensibilidade entre espécies, em resposta a poluicdo atmosférica (DE TEMMERMAN et
al., 2004; SANT'ANNA-SANTOS e AZEVEDO 2007; 2010; ROSSI et. al, 2016).

Estudos recentes em ambientes controlados tém demonstrado 0s potenciais
efeitos e danos da deriva de herbicidas em espécies nativas da flora. Machado et. al.
(2013) verificaram que as espécies Kielmeyera lathrophyton Saddi (Calophyllaceae),
Solanum lycocarpum A.St.-Hil (Solanaceae) e Bowdichia virgilioides Kunth (Fabaceae),
apresentaram sintomas de intoxicagbes ao glifosato, como clorose, necrose, reducao
da epiderme e do parénquima. Oliveira (2014) verificou que plantas jovens de B.
virgilioides, submetidas aos herbicidas paraquat e glifosato, apresentaram alteracdes
morfométricas e anatdbmicas. Em estudo com Cenostigma macrophyllum Tul.
(Fabaceae) (SANTOS et al, 2020) e Miracrodruon urundeuva Fr Allemao
(Anacardiaceae) (SANTOS, 2015), submetidas a glifosato, foi constatado que as
plantas também tiveram sintomas semelhantes aos encontrados por Oliveira (2014).

No presente estudo, foram avaliadas as respostas de plantas de Hymenaea
courbaril Lindl (Fabaceae), conhecida popularmente como jatoba-da-mata, submetidas
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a diferentes doses do glifosato, que variaram de subdoses (a fim de simular derivas) a
doses indicadas do herbicida para o controle de espécies daninhas nos cultivares, com
0 objetivo de avaliar as principais respostas fisiolégicas e morfoanatdbmicas de
Hymenaea courbaril quando submetidas ao glifosato. A hipétese do presente trabalho
foi que as plantas de Hymenaea courbaril, quando expostas a diferentes doses do
glifosato, em ambiente controlado, podem indicar padrées de respostas passiveis de
subsidiar o uso destas plantas como bioindicadoras da presenca deste herbicida, em
plantas de areas de Cerrado. O fato destas provaveis caracteristicas indicarem a
presenca deste herbicida nas plantas, poderia favorecer comunidades que vivem em
regibes, onde a deriva desse herbicida € uma realidade, uma vez que esta planta é

muito utilizada por comunidades locais.

2. METODOLOGIA

2.1 CONDICOES DE CULTIVO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Hymenaea courbaril Lindl, conhecida popularmente como jatoba-da-mata,
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinoideae. E uma planta semidecidua,
helidfita, pouco exigente em fertilidade do solo, geralmente ocorrendo em terrenos bem
drenados (LORENZI, 2002). E amplamente distribuida pelo territério brasileiro, no
dominio Cerrado (FLORA DO BRASIL, 2020), com importancia econémica e medicinal,
abundante no estado do Tocantins.

O estudo foi conduzido inicialmente no viveiro Cerrado Plantas localizado no Polo
de Fruticultura Irrigado S&o Jodo, Porto Nacional — TO. As mudas de Hymenaea
courbaril Lindl (Fabaceae) foram produzidas a partir de sementes (ARBOCENTERO).
Foram plantadas, em setembro de 2018, em bandejas de plastico contendo areia.
Durante a germinacdo, as bandejas com as sementes foram mantidas em estufa e
regadas diariamente a cada 1 hora, no intervalo das 09h00min as 16h00min por 5 min,
por meio de um sistema automatizado de irrigacdo. Depois de germinadas foram

transferidas para sacos plasticos pretos com 2kg de substrato, constituido por solo de
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Cerrado e mantidas em local coberto com sombrite 50%. Este substrato possui as
seguintes caracteristicas quimicas: pH em agua: 5,0; Ca: 0,26; Mg: 0,17; K*: 0,04; Al":
0,30; H™: 6,20; S: 14,26; P: 0,22; Fe™: 41,39.

Em fevereiro de 2019, as mudas foram transferidas para o viveiro localizado no
campus Palmas da UFT. As mesmas foram aclimatadas por 77 dias, até o momento da
aplicacao do herbicida.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 8 x 8, sendo 8 doses e 8 datas, com 4 repeticdes. Os tratamentos
corresponderam a doses do Glifosato Roundup Original® DL (370 g/L equivalente
acido), importado pela Monsanto do Brasil Ltda., sendo elas: 25, 50, 100, 200, 400, 800,
1200 g i. a. ha™ e o controle (0 g i. a. ha™), de acordo com as doses utilizadas em
plantio convencional de areas agricolas. As doses do herbicida foram aplicadas, apos
as mudas atingirem no minimo 30 cm de altura.

Para aplicacdo do herbicida foi utilizado um pulverizador costal, munido de barra
com uma ponta de pulverizacdo, com bico do tipo leque. A pressdo de servico utilizada
foi a de 35 kgf.cm™, proporcionando um volume de calda de 200 L ha™. O herbicida foi
pulverizado uma Unica vez, fora do viveiro, no mesmo dia em todos os tratamentos.
Aproximadamente 01h30min apés a aplicacdo, as mudas foram transportadas

novamente para o viveiro.
2.2 AVALIACOES
2.2.1 Avaliagbes Fisiologicas

Foram realizadas 8 avaliacdes fisiologicas, 72, 120, 168, 216, 264, 312, 360 e 408
HAA (Horas Apos Aplicacdo) do herbicida das seguintes variaveis: taxa fotossintética (A
— pmol CO, m? s™), condutancia estomatica (Gs — mol H,O m? s™), carbono interno (Ci
— pmol CO, mol™?), taxa de transpiracdo (E — mol H,O m? s?) e relacdo entre a
concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca). Através dos dados fisioldégicos foram
quantificadas a eficiéncia no uso de agua (EUA) (A/E) [(umol m? s™*)/(mmol H,O m? s
11 e a eficiéncia instantanea da carboxilagdo (EiC) (A/Ci) [(umol m? s™) (umol mol™)-1]
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(MACHADO et al. 2005, MELO et al. 2009). Utilizou-se o analisador portatil de gas
infravermelho (IRGA, modelo LI- 6400 XT, LI-COR, inc. Lincoln, NE, EUA).

As mensuracdes foram feitas sob concentracdo de CO,, temperatura e vapor de
H.O do ambiente do local de estudo, sendo o ar de referéncia homogeneizado em um
galdo de 5L antes de alcancar a camara foliar e, a Radiagcédo Fotossinteticamente Ativa
(RFA), foi de 1500 pmol m-? s-! e a temperatura da camara foi de 30°C. Ap6s a
calibracdo do aparelho, foram realizados 3 registros sequenciais por foliolo, cuja média
foi considerada uma medida. Estas avaliagdes foram realizadas nos foliolos localizados

entre os 2° e 3° n6s de cada individuo, contados a partir do meristema apical.

2.2.2 Concentracao de pigmentos cloroplastidicos

O conteudo de pigmentos cloroplastidicos foi determinado por meio da extracédo
dos mesmos, com dimetilsulfoxido (DMSO) mediante ajustes da metodologia descrita
por (Kuki et al.,, 2005). Foram coletados, de cada repeticdo, trés discos foliares
utilizando um furador de metal de 6 mm de didmetro, evitando-se a nervura central. Os
discos foram incubados, em frascos de vidro protegidos da luz por papel aluminio,
contendo 5 mL de DMSO saturado com CaCO3 As amostras foram levadas ao banho-
maria a temperatura de 65 °C, por 24 horas. Em seguida foram realizadas as leituras
em espectrofotdometro, modelo HACH DR 5000. Os comprimentos de onda, as
equacdes e os calculos para a determinacdo do contetdo de clorofilas a (480 nm), b
(649 nm) e carotenoides (665 nm) foram conforme metodologia de Wellburn (1994). A
degradacédo da clorofila foi avaliada por espectrofotometria, adotando o indice de
feofitinizacao (IF = A435/A415), segundo Ronen e Galun (1984).

2.2.3 Avaliagéo da permeabilidade de membranas

A permeabilidade de membranas foi determinada por meio da taxa de liberagéo de
eletrolitos (TLE), segundo adaptacdo da metodologia descrita por Vasquez-Tello et al.
(1989) e Pimentel et al. (2002). Foram coletados 15 discos foliares, de 6 mm de

diametro do foliolo avaliado, em cada repeticdo. Os discos foram lavados previamente
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com agua e entdo submersos em 30 mL de 4gua deionizada, em frascos ambar, por um
periodo de 24 horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo, foi mensurada a
condutividade livre (CL, pS/cm), utilizando um condutivimetro EC Basic AK52.
Posteriormente, os mesmos frascos foram colocados em estufa por uma hora, sob
temperatura de 100 °C e, ap0s o resfriamento em temperatura ambiente, foi medida a
condutividade total (CT, uS/cm). Para evitar erro nos resultados, o sensor foi lavado
entre cada leitura, com agua deionizada. A taxa de liberacdo de eletrélitos foi obtida
utilizando a formula TLE (%) = CL/CT x 100.

2.2.4 Anélises morfoanatdmicas

As andlises visuais da morfologia externa das plantas expostas ao herbicida foram
avaliadas diariamente durante 30 dias apoOs aplicacdo (DAA) do glifosato. Nesse
periodo, foram observadas as alteracdes morfolégicas por todo o corpo vegetal,
principalmente em suas folhas. Os efeitos visuais apresentados pelas mudas foram
analisados e registrados por meio de fotografia, através de camera digital.

Para analises anatdmicas foram coletados, aos 408 HAA do herbicida, os foliolos
completamente expandidos, sendo os mesmos utilizados nas avaliag@es fisiolégicas, e
selecionados cortes da regido mediana, mais préximos da borda, evitando a nervura.

As amostras para microscopia de luz foram fixadas em solucdo de FAAsg
(Formaldeido, Acido acético e Alcool etilico a 50%) durante 24 horas sob vacuo. Ao final
deste periodo, deu-se inicio a desidratacdo em série etilica crescente do alcool 60%
para o 70%, onde ficaram armazenadas em estoque. Ao fim desta etapa, as amostras
foram desidratadas em um intervalo de tempo de 1 hora para cada troca, em série
etilica do alcool 80% ao 100% e posteriormente em série etilica-butilica nas
concentracOes 3:1, 1:1 e 1:3 respectivamente, e butilico absoluto. As amostras foram
submetidas em alcool butilico + parafina (1:1) permanecendo em “over night”, e
posteriormente submetidas a duas trocas de parafina, por 1 hora cada. Apds o0 processo
de infiltragdo, as amostras foram emblocadas em parafina + cera de abelha (8%),

seguindo orientacdo do plano de corte. Apés o resfriamento, os blocos foram colocados
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em suporte de madeira, onde foram confeccionados quatro blocos para cada
tratamento.

Os cortes transversais foram feitos em microtomo rotativo semi-motorizado,
modelo RM2245 (Leica, Wetzlar - GER), a 12um de espessura e aderidos a lamina com
adesivo de Haupt (HAUPT, 1930) e formalina a 5%. Foram confeccionadas 5 laminas,
com aproximadamente 8 cortes para cada bloco. Posteriormente, os cortes foram
desparafinizados, em série xildlica-etandlica, nas concentragbes 3:1, 1.1 e 1:3,
hidratados em série etilica do &lcool 100% ao 30% e corados em Azul de Alcian e
Safranina 1%, por 40 min e 15 min respectivamente — metodologia adaptada de Gerlach
(1984). Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e desidratadas em
série etilica do alcool 30% ao 100%, posteriormente submetidas a outra série etandlica-
xilolica 3:1, 1:1 e 1:3, e, montadas com balsamo do Canada, entre lamina e laminula.
As imagens foram capturadas pelo microscépio Optico, modelo Leica DM 500, com
camera Leica ICC50 HD acoplada (Leica, Wetzlar - GER).

2.2.5 Analises Micromorfométricas

Para a realizacdo das analises micromorfométricas escolheu-se, aleatoriamente, 3
laminas e 3 cortes em cada lamina, de cada individuo, em todos as coletas, onde foram
capturadas imagens, com uso do microscoépio 6ptico Leica DM 500, com camera Leica
ICC50 HD acoplada. De porte das imagens, realizou-se mensurac¢des utilizando o
software de analise de imagens ANATI QUANTI, versdo 2.0 para Windows ® (AGUIAR
et. al., 2007). Em cada corte foram realizadas 05 medidas, em locais distintos, das
espessuras da epiderme, nas faces adaxial e abaxial, do parénquima palicadico e

lacunoso. Os dados foram expressos em médias.
2.2.6 Estatistica
Os dados coletados foram submetidos ao teste de média com significancia aos

niveis de 5% e 1% de probabilidade pelo teste Scott-Knott utilizando o programa Sisvar
5.6 (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE AS TROCAS GASOSAS

Mediante a Analise de Variancia, constatou-se que houve efeito isolado das doses
do glifosato e das horas nas variaveis A, gs, Ci, E, Ci/Ca e EIiC em plantas de
Hymenaea courbaril L, ndo havendo interacdo significativa doses x horas (Tabela 01).

Ja na EUA, foi observado efeito significativo na interacdo doses x horas (Tabela 01).

Tabela 01. Resumo da analise de variancia para fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), carbono
interno (Ci), transpiracéo (E), relacéo carbono interno e carbono do ambiente (Ci/Ca), eficiéncia no uso da
agua (EUA) e eficiéncia instantanea da carboxilacdo (EiC) em plantas de Hymenaea courbaril L.
submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apos a Aplicacdo — HAA.

Quadrados Médios

FVL GL? _ : :
A gs Ci E CilCa EUA EiC
Doses 7 77,91  0,0147* 5863,8** 3,23* 0, 068* 10,55 0,
00360**
Horas 7 3,60* 0,0059*  770,79* 2,33* 0, 025*  3,31* 0, 00010*

Doses x 49 1,38™ 0, 0007™ 141,39™ 0,20™ 0,001"™ 0,22** 0, 00004"
Horas

Média Geral 7,21 0,13 174,40 2,74 0,63 2,69 0, 04

CV3 (%) 16,67 27,71 6, 02 22,03 6,53 12,28 16,65

Y Fontes de variacdo; ¥ Graus de liberdade; © significativo pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade;
¢ significativo pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade; ™) n30 significativo; @ coeficiente de
variacao.

Observa-se na Figura 1, que a fotossintese (A) das plantas avaliadas apresentou
um comportamento relativamente constante durante o tempo avaliado. No entanto,
nota-se uma tendéncia de diminuicdo da taxa fotossintética, com o passar do tempo e
aumento das doses do herbicida. Com 120 HAA (horas apos a aplicacéo) do herbicida,
as plantas expostas as dosagens a partir de 50 g i.a. ha™ tiveram efeito na A, quando

comparado ao controle. Apesar das plantas do controle ndo terem tido aumento



22

estatisticamente significativo ao longo do tempo de andlise, numericamente houve um
incremento de 25% (Tabela 02). Na dose 800 g i.a. ha™ houve reducéo da A de 14%
em 408HAA, enquanto que na dose 1200 g i.a. ha® a reducéo na A foi de 38% em
312HAA, quando comparadas ao controle.

A (umol CO2 m2 s-1)

72 120 168 216 264 312 360 408
HAA -Horas Apos Aplicagéo

wooges O0giaha-1 s & 25gia.ha1 ---+---50gia ha-1 --a-- 100gia.ha-1

—=—200gia ha-1 --B--400gia ha-1 --0--800gia ha-1 --A- 1200gia.ha-1

Figura 01- Taxa fotossintética (A), em plantas de Hymenaea courbaril L._submetidas a diferentes doses
de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacdo (HAA).

A taxa fotossintética das plantas avaliadas ndo apresentou diferencas
significativas ao longo do tempo, dentro de uma mesma dosagem, exceto nas
dosagens de 800g e 1200 g i.a. ha™ do glifosato, que, no tempo a partir de 120HAA, ja
teve diferenca estatistica em relacdo a 72 HAA (Tabela 02). Houve até uma tentativa de
recuperacédo da planta ao longo do tempo na dosagem tanto de 800, quanto de 1200 g
i.a. ha™, uma vez que ao longo do tempo teve uma queda e uma tentativa de retorno ao
inicio, mas dentro da mesma dosagem. E evidente ainda que, em cada tempo de
avaliacdo, as plantas do controle (0 g i.a. ha™) e a as expostas a dose de 25 g i.a. ha™
do glifosato ndo se diferenciaram significativamente, porém a fotossintese das plantas
expostas a maior dose (1200 g i.a. ha™) se diferenciou estatisticamente das plantas do
controle em todos os tempos de avaliacdo, com valores que variaram de 4,92 a 5,64

pumol CO, m? st e 7,66 a 9,64 umol CO, m? s, respectivamente (Tabela 02).
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Tabela 02: Valores médios da taxa fotossintética (A): em plantas de Hymenaea courbaril L._submetidas
a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apo6s Aplicacdo (HAA).

Taxa fotossintética A

g ?;J.Shi'l 72 HAA |120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 7,66aA| 9,01aA| 878aA| 9,29aA| 851aA| 918aA| 9,38aA| 9,64aA

25 792aA| 8,78aA| 7,88aA| 846aA| 8,16 aA| 8,72aA 8,2aA| 8,93 aA

50 6,41bA| 641cA| 686aA| 7,25aA| 7,11aA| 6,65bA| 6,75bA| 7,99 aA
100 7,14aA| 7,16 bA| 7,26 aA| 7,31aA| 7,43aA| 6,47bA| 7,78aA| 7,60 aA
200 7,53aA| 690bA| 817aA| 831aA| 8,15aA| 7,25bA| 859aA| 7,43 aA
400 859aA| 740bA| 826aA| 805aA| 892aA| 7,15bA| 8,87aA| 8,18 aA
800 7,58aA| 6,03cB| 535bB| 538bB| 6,99aA| 510cB| 6,44bA| 6,48 DbA
1200 4,92bA| 4,11dB| 298cB| 352cB| 3,78bB| 3,02dB| 4,07cB| 5,64 bA

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minasculas nas colunas, nao diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

Em relacdo ao parametro de condutancia estomatica (Gs), das plantas de

Hymenaea courbaril apds terem sido expostas a diferentes doses de glifosato, foi

verificado que houve mudanca estatistica significativa (Tabela 03) somente na dosagem

de 400 g i.a. ha™* ao longo do tempo, apresentando valores de abertura estomatica que
variaram de 0,20 a 0,15mol H,O0 m™ s™ (Figura 02).

Gs (mol H20 m-2 s-1

72 120 168 216 264 312 360 408
HAA -Horas Apoés Aplicagédo
wooge Ogia ha-1 & 25gia ha1 ---+---50gia ha-1 --a-- 100g ia. ha-1
—&—200g ia ha-1 --B--400gia ha-1 - —-800gia ha-1 - =a- 1200gia. ha-1

Figura 02- Condutancia estomética (Gs): em plantas de Hymenaea courbaril L._submetidas a diferentes
doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apos Aplicacédo (HAA).

Na tabela 03, verifica-se que na avaliacdo em 168 HAA do herbicida, a

condutancia estomatica das plantas expostas as doses de 200 e 400 g i.a.ha™ do
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glifosato, se diferiram estatisticamente das plantas do controle, com acréscimo de
22,42% e 35,71%, respectivamente. Ja em 216 HAA do herbicida, a abertura
estomatica das plantas expostas as doses de 200 e 400 g i.a.ha™ do glifosato se
igualaram estatisticamente as plantas do controle e as expostas a dose de 25 gi.a.ha™.
Nos demais periodos avaliados a abertura estomética das plantas do tratamento
controle e as expostas a doses do glifosato ndo obtiveram diferencas estatisticas entre

si, em cada tempo avaliado (Tabela 03).

Tabela 03: Valores médios de Condutancia estomatica — (Gs) em plantas de Hymenaea courbaril L.
submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacdo — HAA.

Condutancia estomatica Gs

g ?gshi-l 72 HAA | 120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 0,14aA| 0,15aA | 0,14bA | 0,15aA | 0,14aA | 0,14aA | 0,14aA | 0,13 aA

25 0,15aA| 0,15aA | 0,13bA | 0,15aA | 0,15aA | 0,14aA | 0,10aA | 0,13 aA
50 0,10aA | 0,09aA | 0,0bA | 0,11 bA | 0,11aA | 0,11aA | 0,08 aA | 0,11 aA
100 0,14aA| 0,14aA | 0,22bA | 0,13bA | 0,14aA | 0,12aA | 0,11aA | 0,12 aA
200 0,15aA | 0,14aA | 0,17aA | 0,178A | 0,17aA | 0,13a8A | 0,12aA | 0,12 aA
400 0,20aA | 0,16aB | 0,19aA | 0,18aA | 0,19aA | 0,14aB | 0,14aB | 0,15aB
800 0,17aA | 0,13aA | 0,12bA | 0,11 bA | 0,14a8A | 0,11aA | 0,10aA | 0,12 aA
1200 0,15aA | 0,22aA | 0,11 bA | 0,10bA | O0,21aA | 0,08aA | 0,08aA | 0,11 aA

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minlsculas nas colunas, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

A quantidade estimada de carbono interno das plantas (Ci, umol CO, mol™), em
funcdo da aplicacdo de doses de glifosato Hymenaea courbaril, em diferentes horas
apos aplicacéo, esta descrita na Figura 03. Observa-se que a maior quantidade de Ci
estimada foi nas plantas expostas a maior dose (1200 g i.a. ha*), em todos os tempos
avaliados, sendo que o incremento maximo obtido foi com 264HAA, representando um
aumento de 33%, quando comparado as plantas controle. As plantas expostas a dose
de 50 g i.a. ha™ apresentaram menores valores de Ci, em quase todos os periodos

avaliados.



25

180,00 =
...
17000

Ci (pmol CO2 mol-1)

160,00

150,00 B T

140,00

72 120 408

312

360

168 216 264

HAA - Horas Apos Aplicagdo
---+---50gia ha-1 --a--100gia ha-1

------ o Ogia ha-1 - 230 1.2 ha-1

—&—200gia ha-1 --B--400gia ha-1 - - -800gia ha-1 - & - 1200gia. ha-1

Figura 03- Taxa de Carbono interno (Ci) em plantas de Hymenaea courbaril L._submetidas a diferentes
doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apos Aplicagdo (HAA).

Os valores referentes de Ci das plantas expostas a dose 50 g i.a. ha™ variaram de
167,6 a 163,18 pmol CO, mol™, sendo os menores valores registrados em todo periodo
avaliado, em relacdo as demais doses. Em contrapartida, nas plantas expostas a dose
de 1200 g i.a. ha, os valores de Ci variaram entre 199,53 a 184,64 pmol CO, mol™, se
diferenciando estatisticamente de forma significativa em todos os tempos de avaliacéo,
em relagdo as plantas controle que registraram valores de Ci variando de 173,52 a
170,77 umol CO, mol™ (Tabela 04).

Tabela 04: Valores médios do Carbono interno (Ci) em plantas de Hymenaea courbaril L._submetidas a
diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacdo (HAA).

Carbono interno Ci

gl?.(?al.sfllza' 72 HAA | 120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 173,52 bA | 165,82 bA | 160,94 cA | 173,14 bA | 163,13 cA | 162,01 cA | 176,39 bA | 170,77 bA

25 177,46 bA | 170,96 bA | 162,36 cA | 172,09 bA | 166,90 cA | 161,53 cA | 154,69 cA | 167,09 bA

50 167,67 bA | 156,09 bA | 153,87 cA | 154,76 cA | 156,34 cA | 148,73 cA | 158,96 cA | 163,18 bA
100 184,44 aA | 172,48 bB | 167,11 bB | 173,39 bB | 167,15 cB | 159,94 cB | 181,09 bA | 170,26 bB
200 182,24 bA | 164,97 bA | 170,00 bA | 172,37 bA | 170,07 cA | 161,05 cA | 170,72 bA | 163,92 bA
400 192,24 aA | 173,71 bA | 175,81 bA | 178,53 bA | 179,79 bA | 167,14 cA | 180,52 bA | 171,03 bA
800 190,09 aA | 176,28 bA | 177,58 bA | 177,85 bA | 183,88 bA | 178,29 bA | 185,24 bA | 181,43 aA
1200 199,53 aB | 192,38 aB | 213,77 aA | 203,10 aB | 217,79 aA | 197,46 aB | 214,14 aA | 184,64 aB

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

linhas e minudsculas nas colunas, ndo diferem
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Quanto aos valores da taxa de transpiracdo (E) (Figura 04) das plantas de
Hymenaea courbaril, apds terem sido expostas a diferentes doses de glifosato, foi
verificado que houve mudanga estatistica significativa somente nas dosagens 800 e
1200g i.a. ha™ ao longo do tempo de avaliacdo (Tabela 05).

E (umol m-2s-1)

72 120 168 216 264 312 360 408
HAA - Horas Apos Aplicagdo

----- o (Ogia ha1  -—®-25gia hal ---+---50gia ha1 --&-- 100gia.ha-1
—e—200gia. ha-1 --B--400gia ha-1 ----800gia ha-1 - A- 1200gia.ha-1

Figura 04- Taxa da Transpiracdo (E) em plantas de Hymenaea courbaril L. submetidas a diferentes
doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apos Aplicagdo (HAA).

De acordo com a Tabela 05, apenas a transpiracdo das plantas exposta a dose de
100 g i. a. ha™ do glifosato ndo se diferiram estatisticamente das plantas controle, em
nenhum tempo de avaliagdo. Nas avaliacdes com 168 e 216HAA do herbicida, as
plantas expostas as doses 200 g i. a. ha™ e 400 g i. a. ha™, obtiveram os maiores
valores de transpiragao, se diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Com 360
HAA do herbicida, as plantas expostas as doses de 25, 50, 800 e 1200 g i. a. ha™ do
glifosato apresentaram uma reducéo de 33%, 34,7%, 23,61% e 32% na transpiracao,
respectivamente, evidenciando diferenca significativa em relacdo as plantas controle.
No ultimo dia de avaliacdo (408 HAA do herbicida) a taxa de transpiragdo das plantas

do controle e as expostas as doses do glifosato, se igualaram estatisticamente.
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Tabela 05: Valores médios da Transpiracdo (E) em plantas de Hymenaea courbaril L. submetidas a
diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apos Aplicacdo (HAA).

Transpiracéo E

9 I;_);)ShEa_l 72 HAA | 120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 2,62aA | 327aA | 255bA | 2,84bA | 252aA | 2,64aA | 2,88aA | 2,51 aA
25 2,72aA | 3,23aA | 233bA | 292bA | 263aA | 2,68aA | 1,93bA | 2,45aA
50 214aA | 2,36aA | 211 bA | 251bA | 226aA | 2,48aA | 1,88bA | 2,27 aA

100 2,68aA | 3,36aA | 229bA | 2,82bA | 2,70aA | 2,77aA | 2,52aA | 2,58 aA
200 283aA | 3,38aA | 298aA | 341aA | 3,08aA | 3,11aA | 2,62aA | 2,78 aA
400 332aA | 390aA | 3,36aA | 358aA | 3,13aA | 3,15aA | 2,95a8aA | 3,31aA
800 3,11aA | 3,28aA | 2,23bB | 241bB | 251aB | 2,60aB | 2,20bB | 3,01 aA

1200 3,15aA | 3,44aA | 249bB | 265bB | 2,20aB | 2,26aB | 1,96bB | 2,89 aA

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e minasculas nas colunas, nao diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

Percebeu-se um aumento na relacdo da concentracdo interna e externa de CO,
(Ci/Ca) nas plantas, conforme aumentaram-se as doses de glifosato, onde na maior
dose: 1200 g i. a. ha™ houve um aumento de 30% em relacdo a dose O g i. a. ha™, com
168HAA (Figura 05). No entanto, houve uma diminui¢cdo da Ci/Ca ao longo do tempo,
nas plantas expostas as diferentes doses, onde: na dose 1200 g i. a. ha™ reduziu 14%,

quando comparado ao primeiro tempo avaliado (72HAA).

0,50
72 120 168 216 264 312 360 408

HAA -Horas Apos Aplicagdo

Ci/Ca (pmol m-2s-1)/(umol m-2s-1)

----- e 0g i.a. ha-1 ——#--25gila ha1 ---+---50gia ha1 --a-- 100g ia. ha-1

—e— 200g ia. ha-1 --B--400gia. ha-1 ----800gia ha-1 - A - 1200gia.ha-1

Figura 05 - Concentracéo interna e externa de CO, (Ci/Ca) em plantas de Hymenaea courbaril L.
submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacdo (HAA).
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De acordo com a tabela 06 a Ci/Ca das plantas avaliadas foi afetada
significativamente, a partir da dose 400 g i. a. ha™* desde o primeiro tempo de avaliacdo
(72HAA), em relacéo ao controle. As plantas expostas a maior dose 1200 g i. a. ha™
apresentaram valores superiores e significativos estatisticamente, em relacdo as
plantas controle, em todos os tempos de avaliacdo. Enquanto que os valores de Ci/Ca,
das plantas controle, variaram de 0,64 a 0,58, as plantas expostas a maior dose estes
valores variaram entre de 0,75 a 0,64. No ultimo dia de avaliacdo 408HAA, as plantas
expostas as 3 maiores doses: 400, 800 e 1200 g i. a. ha™ apresentaram diferencas
significativas, com aumento de 8, 13,4 e 10% respectivamente em relacdo as do

controle.

Tabela 06: Valores médios Concentracédo interna e externa de CO, (Ci/Ca) em plantas de Hymenaea
courbaril L. submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacao
(HAA).

Concentracédo interna e externa de CO, (Ci/Ca)

g [i)(a)ShEa'l 72 HAA | 120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 0,64 bA | 0,61bA | 0,60cA | 0,61cA | 0,60cA | 0,59bA | 0,59DbA | 0,58 bA
25 0,65bA | 0,62bA | 0,61cA | 0,63cA | 0,63cA | 0,60bA | 0,52cB | 0,58 bA
50 0,61 bA | 057bA | 0,58cA | 057cA | 059cA | 0,58bA | 0,54 cA | 0,55bA

100 0,68bA | 0,66aA | 0,62cA | 0,64cA | 0,64cA | 0,63bA | 0,60bA | 0,60 bA
200 0,67 bA | 0,63bA | 0,65cA | 0,66 bA | 0,66 bA | 0,63bA | 0,57cB | 0,59 bB
400 0,71aA | 0,67aA | 0,69bA | 0,68bA | 0,67bA | 0,65bB | 0,61bB | 0,63 aB
800 0,70 aA | 0,67aA | 0,68DbA | 0,67bA | 0,67bA | 0,68aA | 0,62bA | 0,66 aA

1200 0,75aA | 0,72aA | 0,78 aA | 0,73aA | 0,75aA | 0,71aA | 0,67aB | 0,64 aB

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, nao diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

A eficiéncia do uso da agua (EUA) (Figura 06), assemelhou-se ao comportamento
da taxa fotossintética nas plantas de Hymenaea courbaril L., registrando reducdes
guando as mesmas foram expostas ao aumento das doses do glifosato, exceto nas
plantas expostas as doses 25 e 50 g i. a. ha-1, que obtiveram valores maiores as 72 e
360 HAA do glifosato, em relacdo ao controle. As plantas expostas as doses 400, 800 e
1200 g i. a. ha-1 tiveram reducbes de EUA de 34, 44 e 48%, respectivamente, em
relacdo as plantas controle, as 408HAA do herbicida (Figura 06 e Tabela 07).
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Figura 06 - Eficiéncia no uso de 4gua (EUA) em plantas de Hymenaea courbaril L. submetidas a
diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacdo (HAA).

Conforme a tabela 07, as plantas expostas a dose 1200 g i. a. ha™ do glifosato

apresentaram o0s menores valores da EUA comparado aos demais tratamentos, se

diferenciando significativamente das plantas controle, em todos os tempos de

avaliacdo. Enquanto que nas plantas controle a EUA foi entre 2,76 a 3,85, as plantas

expostas & dose 1200 g i. a. ha™ de glifosato, obtiveram valores que variaram de 1,24 a

2,11. A EUA das plantas expostas a dose de 800 g i. a. ha™ oscilou levemente e foi o

Unico tratamento que ndo apresentou diferenca estatistica, durante o periodo o periodo
avaliado (Tabela 07).

Tabela 07: Valor médio Eficiéncia no uso de agua (EUA) em plantas de Hymenaea courbaril L.
submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apés Aplicacao (HAA).

Eficiéncia no uso de agua (EUA)

g ?SShEa-l 72 HAA | 120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 2,91 aB 2,76aB | 3,45aA | 3,30aA | 3,37aA | 351aA | 3,25bA | 3,85aA

25 2,96 aB 2,73aB | 3,42aA | 293aB | 3,14 aB 3,27aA | 455aA | 3,71aA

50 3,00 aB 2,72aB | 3,26aA | 2,88aB | 3,16 aA | 2,69bB | 3,60bA | 3,54 aA
100 2,65 aB 212bB | 3,17aA | 259bB | 2,78bA | 2,35bB | 3,10bA | 3,03 bA
200 269aB | 209bC | 2,77bB | 246bC | 2,67bB | 235bC | 3,31bA | 2,69cB
400 261aA | 1,90bB 2,46 cB 225bB | 2,87bA | 2,28bB | 3,04bA | 2,52cB
800 246aA | 1,84DbA | 235cA | 229bA | 2,79bA | 1,96 bA | 2,93bA | 2,16 dA
1200 1,64 bA 1,27 cB 1,24 dB 1,42 cB 1,79 bA 1,38 cB 2,11 cA 1,97 dA

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem
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entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

Na analise dos valores quantificados para eficiéncia instantanea da carboxilacao
(EiC) das plantas de Hymenaea courbaril L., observou-se um comportamento
relativamente constante durante o tempo de avaliagdo. N&o houve diferenca
significativa nas plantas expostas as diferentes dosagens ao longo do tempo, exceto na
dosagem maior (1200 g i. a. ha™) (Tabela 08). Os valores quantificados demonstraram
que esta variavel foi afetada negativamente com o aumento das doses do glifosato,
gquando comparadas ao controle. Nas plantas expostas as maiores doses, de 800 e
1200 g i. a. ha houveram reducdes entre 9,09% a 49,12% e 43,18% a 74,54%,
respectivamente, em relacdo as plantas controle, que apresentaram valores maximos

em todo periodo avaliado (Figura 07 e Tabela 08).
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HAA - Horas Apos Aplicacdo

e (gia ha-l  -— #— 25gia hal ---+---50gia ha1l --4--100gia. ha-1
—&—200gia. ha-1 --B--400gia. ha-1 - - -800gia. ha-1 - -A- 1200gia.ha-1

Figura 07 - Eficiéncia instantdnea da carboxilacdo (EiC), em plantas de Hymenaea courbaril L.,
submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apds Aplicacdo (HAA).

A eficiéncia instantanea da carboxilacdo (EiC) das plantas, ndo se diferiram entre
as doses Og e 25 g i. a. ha™* (Tabela 08). Nas plantas controle EiC variaram de 0,044 a
0,057, durante o periodo avaliado, e, na maior dose os valores de EIiC das plantas
variaram de 0,025 a 0,031. No ultimo dia de avaliacdo (408HAA), somente as plantas
expostas as dosagens de 800 e 1200 g i. a. ha™, se diferenciaram estatisticamente das

plantas controle. As plantas expostas as doses Og e 25 g i. a. ha™, se igualaram
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estatisticamente em todas avaliacOes (Tabela 08). Em contrapartida, a EiC das plantas
expostas a dose de 1200 g i. a. ha™, demonstrou valores menores em todas leituras,
diferindo-se estatisticamente em relacéo as plantas controle. Nas plantas controle a EiC
variou de 0,044 a 0,057, nas plantas expostas a dose de 1200 g i. a. ha™ os valores de
EiC variaram de 0,014 a 0,031, durante o periodo avaliado. Na avaliacdo as 408HAA do
herbicida, somente as plantas expostas as dosagens de 800 e 1200 g i. a. ha™, se

diferenciaram estatisticamente das plantas controle (Tabela 08).

Tabela 08: Valor médio da Eficiéncia instantdnea da carboxilagdo (EiC) em plantas de Hymenaea
courbaril L. submetidas a diferentes doses de glifosato e avaliadas em diferentes Horas Apés Aplicacdo
(HAA).

Eficiéncia instantanea da carboxilagdo (EiC)

g ?Sshi'l 72 HAA | 120 HAA | 168 HAA | 216 HAA | 264 HAA | 312 HAA | 360 HAA | 408 HAA
0 0,044 aA | 0,055 aA | 0,055 aA | 0,054 aA | 0,052 aA | 0,057 aA | 0,053 aA | 0,057 aA

25 0,045 aA | 0,052 aA | 0,048 aA | 0,049 aA | 0,049 aA | 0,054 aA | 0,053 aA | 0,053 aA

50 0,038 aA | 0,041 bA | 0,045 aA | 0,047 aA | 0,045 aA | 0,045 bA | 0,042 bA | 0,049 aA

100 0,039 aA | 0,042 bA | 0,044 aA | 0,042 aA | 0,044 aA | 0,041 bA | 0,043 bA | 0,045 aA

200 0,042 aA | 0,042 bA | 0,048 aA | 0,048 aA | 0,048 aA | 0,045 aA | 0,051 aA | 0,046 aA

400 0,045 aA | 0,043 bA | 0,047 aA | 0,045 aA | 0,050 aA | 0,043 bA | 0,050 aA | 0,048 aA

800 0,040 aA | 0,034 cA | 0,031 bA | 0,030 bA | 0,038 aA | 0,029 cA | 0,035 cA | 0,036 bA

1200 0,025 bA | 0,021 ¢cB | 0,014cB | 0,017cB | 0,017 bB | 0,015dB | 0,019 dB | 0,031 bA

*As médias seguidas por mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, nao diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05).

4.2 CONCENTRACAO DE PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS

A concentracdo de pigmentos cloroplastidicos também foi afetada pelo herbicida
glifosato. Houve diminuicéo da clorofila a e b e no contetdo de carotendides, em funcéo
do aumento das doses de glifosato. As plantas expostas a maior dosagem (1200 g i. a.
ha) reduziram aproximadamente 35% da clorofila a, 25% da clorofila b e 21% o
conteudo de carotenoides, se diferenciando estatisticamente das plantas controle com
408HAA (FIGURA 08).
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Figura 08- Contetido de Pigmentos Cloroplastidicos (clorofila a, clorofila b, carotenéides e degradagédo da
clorofila - IF) em plantas de Hymenaea courbaril I., submetidas a diferentes concentracdes de glifosato.
Significativo a 5% pelo teste de F. médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

4.3 EFEITO DO GLIFOSATO SOBRE A PERMEABILIDADE DE MEMBRANAS

N&o houve alteracéo significativa, na taxa de liberacéo de eletrélitos (TLE), capaz

de evidenciar danos sobre as membranas das plantas avaliadas de Hymenaea courbaril

L., expostas ao glifosato. Porém, percebeu-se uma tendéncia de decréscimo nos

valores de TLE na medida em que houve um aumento das doses de glifosato aplicadas

(Figura 09).
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Figura 09 - Taxa de liberagéo de eletrélitos (TLE), em plantas de Hymenaea courbaril L., submetidas a
diferentes concentra¢des de glifosato. Significativo a 5% pelo teste de F. médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

4.6 ANALISES VISUAIS

As avaliacdes dos efeitos morfologicos visuais foram realizadas diariamente,
durante 30 dias apés aplicacdo (DAA) do herbicida. Os efeitos do glifosato em
Hymenaea courbaril L. comecaram a ser visiveis nas plantas, 5 DAA do herbicida, a
partir da dose 50 g i.a ha™, na qual foi possivel perceber a presenca de pontos e
manchas amareladas, em foliolos de folhas mais maduras localizadas préximas a base
da planta, indicando clorose foliar. Nas folhas das plantas expostas a dose 1200 g e.a
ha™, esses sintomas foram mais evidentes.

Observou-se também o surgimento de gemas nas plantas em todos o0s
tratamentos. Porém, somente nas plantas controle (0 g i.a ha™) e expostas a 25 g i.a ha
! de glifosato, essas gemas se desenvolveram formando novas folhas (Figura 10-A).
Aos 9 DAA do glifosato, as gemas do meristema apical estavam necrosadas nas
plantas expostas a partir da dose 50 i.a ha®, sendo que, as gemas axilares, ndo
estavam se desenvolvendo quando comparadas as mesmas gemas das plantas
controle (0g) e 25 g i.a ha'. Aos 11 DAA esses efeitos foram mais evidentes nas

plantas expostas a 1200g i.a. ha™ (Figura 10-B).
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Foi percebido o surgimento de secre¢fes no caule da regido apical das plantas
expostas a dose 25 e 800g i.a. ha’, com 13DAA e 11DAA (Figura 10-D)
respectivamente.

Nas plantas expostas & maior dose (1200 g i.a ha™), além da gema apical, as
gemas axilares também sofreram necroses. Houve senescéncia foliar sequencial
prematura, a partir das folhnas mais maduras localizadas proximas a base do caule até
as folhas proximo as extremidades em crescimento apical (Figura 11-B). A abscisao
foliar ocorreu nas folhas mais maduras, expostas as maiores doses de glifosato, com
maior severidade nas plantas expostas & dose 1200 g i.a.ha™. O &pice do caule das
plantas do tratamento 1200g e.a ha™ apresentou aspecto rugoso aos 15 DAA (Figuras
10F e 11-B), sendo que essa regidao do meristema apical estava necrosada aos 30 DAA
do glifosato (Figura 10-F). Estas alteracbes n&do foram observadas nas plantas controle

(e.a ha) representadas pelas Figuras 10A e 11-A.
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Figura 10 — A-F: Sintomas visuais na morfologia externa de Hymenaea courbaril expostas a diferentes
doses de glifosato. A: 6 DAA (Og i.a ha™); B: 11 DAA (1200g i.a. ha-'); C: 12 DAA (100g i.a. ha-'); D: 13
DAA (800g i.a. ha-'); E: 15 DAA (800g i.a. ha-'); F: 30 DAA (1200g i.a. ha-'). Detalhes sdo indicados
pelas setas vermelhas.
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Figura 11 - Efeitos morfologicos gerais em plantas de Hymenaea courbaril L submetidas as dosagens
0g (A) e 1200g i.a. ha-' (B) aos 15 DAA.

4.4 EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE A ESTRUTURA ANATOMICA

Quanto a anatomia, Hymenaea courbaril possui folhas com epiderme
unisseriada, com a presenca de uma camada de cuticula espessa. As folhas sao
hipoestomaticas, por apresentarem estdmatos somente na face abaxial da epiderme.

Seu mesdfilo é considerado dorsiventral, com uma camada de parénquima palicadico e
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trés a quatro camadas de parénquima lacunoso. O feixe vascular € colateral com uma
extensdo de bainha composta por fibras. Além disso, foi encontrada nas folhas de H.
courbaril a presenca de uma cavidade secretora, por possuir estrutura interna
isodiamétrica, na regido mediana do mesofilo, entre os parénquimas palicadico e
lacunoso (Figura 12-A).

A partir da dose de 50 g i.a.ha™ (Figura 12-C) foi observado que as células do
parénquima palicadico, das plantas expostas, tiveram retracdo de membrana do
protoplasto em relacéo a parede celular, sendo que essa retracdo ficou mais evidente
conforme aumentaram-se as doses do herbicida (Figura 12: D-H). Além disso o0s
espacos intercelulares também foram alterados ficando bem evidente nas doses mais
altas (Figura 12G e H). O glifosato interferiu no formato das células do parénquima
palicadico e lacunoso. Na dosagem 200 g i.a.ha™, ficou evidente a retracdo de
protoplasto nas células (Figura 12- E). A coloracdo das células do floema também foi
alterada com o aumento das doses de glifosato aplicadas (Figura 12-F).
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FIGURA 12: Alteracdo anatdmica em H. courbaril 17DAA do herbicida glifosato observadas em
microscopia de luz dos cortes transversais de folhas. A: (Controle); B: (25g i.a. ha-'); C: (50g i.a. ha-'); D:
(100g i.a. ha-%); E: (200g i.a. ha-}); F: (400g i.a. ha-}); G (800g i.a. ha-Y; H: (1200g i.a. ha-". EAD:
Epiderme adaxial; PP: Parénquima palicadico; PL: Parénquima lacunoso; EAB: Epiderme abaxial, St;
Estdbmato; FV: Feixe vascular; Ct: Cuticula. Barra = 100pym. Detalhes séo indicados pelas pontas das
setas.
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4.5 ANALISES MICROMORFOMETRICAS

A andlise de micromorfometria indicou diferencas estatisticas significativas entre
as médias das medidas das células da face adaxial da epiderme (EAD) e abaxial (EAB).
Houve reducdo de 17% nos tecidos das plantas expostas as doses 400, 800 e 1200 g
i.a. ha® na EAD, quando comparadas as plantas do controle. J4 na EAB, a reducéo
mais significativa foi na maior dose (1200 g i.a. ha™), com reducéo de 16,7%, quando
comparada as plantas do controle. O contrario ocorreu nos tecidos parénquima
palicadico (PP) e lacunoso (PE), onde as médias tiveram um acréscimo conforme
aumentaram-se as doses de glifosato. No entanto, esse aumento néo foi significativo

estatisticamente.

Tabela 08 - Morfometria de lamina foliar de Hymenaea courbaril L apds exposicdo a diferentes
concentracdes de glifosato

DOSE g i.a. ha EAD (um)* PP (um)* PL (um)* EAB (um)*
0 16,51ab 50,092 77,242 12,68ab
25 16,95ab 47,242 77,892 12,84ab
50 17,602 48,872 80,702 16,14a
100 19,012 53,402 85,392 14,43a
200 16,76ab 49,672 79,082 12,80ab
400 13,65b 48,862 81,342 11,06bc
800 13,56b 47,242 73,762 11,50bc
1200 13,69b 53,972 85,512 10,55c¢

*Significativo a 5% pelo teste de F. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EAD: Epiderme adaxial; PP: Parénquima palicadico; PL:
Parénquima lacunoso; EAB: Epiderme abaxial.

5. DISCUSSAO

As variaveis fisiologicas de taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs),
carbono interno (Ci), taxa de transpiracdo (E), concentracdo interna e externa de CO
(Ci/Ca), eficiéencia no uso de agua (EUA) e a eficiéncia instantanea da carboxilacao
(EiC), sofreram alteracdes, apos a aplicacédo de diferentes doses de glifosato em mudas

de Hymenaea courbaril. Houve variacdo nos valores das trocas gasosas de acordo as
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avaliacbes ao longo do tempo, ap0ds a aplicacdo do herbicida, isso devido o glifosato ter
uma acao lenta nas plantas (SPRANKLE et al. 1975; GEIGER; SHIEH; FUCHS, 1999).

As mudas de Hymenaea courbaril, apresentaram tendéncia a diminuir os valores
dos parametros fisioldgicos em A, gs, E, EUA e EiC, com o aumento das doses e do
tempo. Esse tipo de resposta também foi observado por Batista et al. (2018) e Freitas-
Silva et al. (2020) ao analisarem os efeitos provocados nas espécies Pouteria torta
(guapeva) e H. chrysotrichus (Ipé), respectivamente, expostas a deriva simulada de
EPSPs (GOMES et al.,, 2014), que catalisa a condensacdo do &cido chiquimico
(responsavel pela formacédo dos compostos fendlicos, que podem representar até 35%
da biomassa vegetal) (MONQUERO et al.,, 2004; GOMES et al., 2013) e do fosfato
piruvato, impedindo assim, a sintese de trés aminoacidos aromaticos essenciais:
triptofano, fenilalanina e tirosina (GEIGER; BESTMAN, 1990).

Ja a Ci e a razdo da concentracdo interna e externa (Ci/Ca) de CO, em
contrapartida aos outros parametros fisioldgicos avaliados, apresentaram, durante o
experimento, tendéncia ao aumento dos valores indicando aumento na concentracéo de
CO; no mesofilo foliar de Hymenaea courbaril. As plantas expostas a maior dose (1200
g i.a. ha') apresentaram a menor taxa A e maior Ci/Ca. Freitas-Silva et al. (2020) ao
estudarem as respostas de H. chrysotrichus ao glifosato, encontraram 0 mesmo
aumento em Ci/Ca nas plantas expostas a dose 1080 g i.a. ha™ do herbicida, indicando
que a diminuicdo na A também se deve a uma limitacdo bioquimica. Santos et al.
(2020) ao estudarem as respostas de Cenostigma macrophyllum ao glifosato,
perceberam a ocorréncia deste mesmo aumento Ci/Ca, conluindo que esta resposta era
desencadeada pela inativagdo da enzima rubisco, que, ao néo fixar o CO, proveniente
do meio externo, provocou a acumulacdo deste gads no mesofilo foliar que atingiu
diretamente as células guarda, provocando o fechamento dos estématos, afetando
diretamente a fotossintese da planta em questdo. Fatores como diminuicdo da sintese
de clorofila e limitacdo da sintese da enzima rubisco sé@o altera¢cdes promovidas pelo
herbicida que podem causar limitacdo bioquimica (Flexas et al., 2008; Yanniccari et al.,
2012).
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A partir da relacéo entre a assimilacao liquida de carbono e transpiracdo obtém-se
a eficiéncia do uso da agua (EUA), ou seja, a quantidade de CO: fixado para a
producdo de biomassa, em funcdo da quantidade de cada unidade de agua que se
perde por transpiracdo (TAIZ e ZEIGER, 2017; JAIMEZ et al., 2005). As condicbes
ambientais, assim como estresses abioticos por exemplo o herbicida, podem influenciar
na fisiologia da planta, e, como acontecido nesse estudo, reduzir as taxas
fotossintéticas (A), resultando em menores valores de EUA. Machado et al. (2010)
trabalhando com eucalipto constataram que houve uma reducdo no EUA apéds a
aplicacdo do glifosato. Essa redugéo na eficiéncia, assim como observado nesse
trabalho com Hymenaea courbaril, pode ser justificada pela reducdo na fotossintese da
planta, causando uma reducao no acumulo de biomassa. Os efeitos do glifosato, como
a producdo de metabdlitos acido aminometilfosfonico (AMPA), podem contribuir para a
acdo do herbicida, causando efeitos fitotoxicos que afetam a fotossintese, transpiracéo
e consequentemente a EUA (REDDY; RIMANDO; DUKE, 2004; ZOBIOLE et al., 2010).

Medeiros (2017) observou decréscimos nos valores da eficiéncia instantanea da
carboxilagdo (EiC), com o incremento da dose do herbicida na espécie Calophyllum
brasiliense (Cambess), sendo esta varidvel dada pela relacdo entre a taxa de
fotossintese e o carbono interno. O mesmo ocorreu com as plantas desta pesquisa,
pois reduziram os valores da EiC a partir das plantas expostas a dose 50 g i.a. ha'e de
forma significativa estatisticamente na maior dose (1200 g i.a. ha') e da taxa
fotossintética nas mesmas dosagens e avaliacdes, isso devido a limitacdo causada pela
capacidade da folha em regenerar a enzima rubisco para carboxilagdo (FARQUHAR,;
SHARKEY, 1982). Ou seja, os efeitos do glifosato na planta influenciam o desempenho
da rubisco, reduzindo a EiC e limitando a assimilagédo de COo.

As plantas de Hymenaea courbaril expostas a diferentes doses de glifosato,
apresentaram tendéncia de recuperacdo nos parametros fisioloégicos a partir de 360
HAA (15 DAA). No entanto, aos 30 DAA, os individuos expostos a maior dose estavam
com todas as folhas e seu 4pice necrosados, evidenciando que ndo houve recuperacao
dessas plantas até 30 DAA (ultimo dia de avaliagdo visual). Os efeitos do glifosato

podem ser observados em longo prazo, verificando—se morte da planta intoxicada pelo
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herbicida em um intervalo de 7 a 30 dias ap6s a aplicacdo, dependendo da espécie
tratada, do seu estadio de desenvolvimento e da dose aplicada (SILVA et al., 2014).

A concentracdo de pigmentos cloroplastidicos também foi afetada pelo herbicida
glifosato. Na clorofila a e b e no contetdo de carotendides, houve diminuicdo em funcéo
do aumento das doses de glifosato. Quanto a permeabilidade de membranas n&o foram
observados danos em relacdo em Hymenaea courbaril expostas ao glifosato. Resultado
semelhante foram observados por Santos et al (2020), ao estudarem C. macrophyllum
(Fabaceae), expostas ao mesmo herbicida. Cole (2009), considerou que o glifosato tem
efeito negligivel sobre as membranas em determinadas espécies. Dados contrarios foi
Oliveira (2014) em plantas de Bowdichia virgilioides, que verificou efeitos negativos,
nesses parametros a partir das plantas expostas a dose 50 g i.a ha' de glifosato e
progressivos, com o aumento das mesmas.

Os efeitos morfoldgicos visuais do glifosato em Hymenaea courbaril L. comecaram
a ser visiveis nas plantas, 5 DAA do herbicida, a partir da dose 50 g e.a ha*, no qual foi
possivel perceber a presenca de pontos e manchas amareladas, em foliolos de folhas
mais maduras localizadas proximas a base da planta, indicando clorose foliar. Nas
folhas das plantas expostas a dose 1200 g i.a ha®, esses sintomas foram mais
evidentes. Resultados semelhantes foram observados por Tuffi Santos et al. (2005), em
plantas de eucalipto submetidas a aplicacdo de glifosato, no qual enfatizaram que o
aparecimento dos sintomas esta relacionado a quantidade de produto em contato com
as plantas. Os sintomas caracterizados por necroses e cloroses foliares foram
observados também a partir dos 5 DAA. Freitas-Silva et al (2020) observaram sintomas
visiveis com 4 DAA na espécie H. chrysotrichus expostas ao glifosato. Ja na espécie
Eugenia uniflora, os sintomas visuais apareceram com apenas 3 DAA do herbicida
(CRUZ, 2016).

Batista et al. (2018), ao avaliarem a espécie Pouteria torta exposta a deriva
simulada de glifosato, também encontraram cloroses e necroses nos foliolos da referida
espécie, sendo estas localizadas nas regides centrais e periféricas da lamina foliar a
partir da dose de 50g i.a.ha™. O aparecimento de cloroses e necroses no tecido foliar
pode esta intimamente ligado a rota bioquimica responsavel pelo biossintese de

clorofila, pois o glifosato interfere na sintese do acido aminolevulinico — precursor da
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formacao do pigmento foliar — causando a perda total ou diminuicdo deste pigmento nas
folhas (CARVALHO et al., 2015).

Necroses no meristema apical ocorreram em plantas de Hymenaea courbaril L a
partir da dose 800 g i.a.ha” e a abscisdo foliar ocorreu nas folhas mais maduras,
expostas as maiores doses de glifosato, com maior severidade nas plantas expostas a
dose 1200 g i.a.ha™. Sintomas semelhantes foram observados por Santos (2015) e
Freitas-Silva et al. (2020) nas espécies Myracrodruon urundeuva e H. chrysotrichus,
respectivamente. Um dos mecanismos de acdo do glifosato esta relacionado ao
blogueio da producdo de aminoacidos aroméaticos na rota do chiquimato, pela
inativacdo da enzima EPSPs (BATISTA et al.,, 2018). Um destes aminoacidos é o
triptofano - precursor do acido indolilacético - responsavel por promover o alongamento
e desenvolvimento de células nas plantas, em especial nas regides meristematicas
(TAIZ e ZAIGER, 2017), que ao serem atingidas pelo herbicida culminam, na perda de
sua atividade metabdlica e consequentemente a morte dessas células. Outra
consequéncia deste bloqueio se da na producdo dos metabdlitos primarios, fazendo
com gque induza outra via metabdlica — secundaria - ligada a producao de glicina, serina
e metionina, sendo este Ultimo o precursor da sintese de etileno (GOMES et al., 2014),
levando as folhas ao processo de senescéncia e consequentemente queda das folhas
decorrente de seu acumulo.

Outra caracteristica visivel apresentada foi 0 aspecto rugoso no apice do caule
das plantas Hymenaea courbaril L do tratamento 1200 g i.a.ha™ aos 15 DAA. Yamada
et al. (2007) citam como sintomas comuns observados apos a aplicacdo do glifosato,
clorose foliar seguida de necrose, podendo também ocorrer enrugamento ou
malformacdes, especialmente nas areas de rebrotamento.

Quanto a anatomia das plantas Hymenaea courbaril L, foram observadas
alteracbes anatomicas foliares, nas plantas expostas ao glifosato. Véarios estudos
mostram que caracteristicas como variagdes na espessura dos tecidos que constituem
o mesofilo sdo importantes na determinacdo da sensibilidade da planta aos poluentes
(BUSSOTTI et al., 2005; EVANS et al., 1996; GEROSA et al., 2003; MACHADO et al.,
2013; OLIVEIRA, 2014; PEDROSO et al.,, 2015). Houve reducéo significativa dos

tecidos da epiderme abaxial (EAB), nas plantas Hymenaea courbaril L expostas a maior
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dose de glifosato. O mesmo ocorreu com as folhas de C. macrophyllum expostas ao
glifosato, estudada por Santos et al (2020). C. macrophyllum, também possui uma folha
hipoestomatica e os autores concluiram que tendo em vista a reducéo da espessura da
EAB em funcdo do glifosato, pode-se deduzir que os estdmatos foram afetados e
sofreram efeitos do herbicida, o que corrobora com informacdes ja discutidas sobre o
efeito do glifosato nas células guarda, provocando o fechamento dos estématos.

Esse tipo de resposta, também foi observada por Machado et al. (2013) ao
estudarem os efeitos do glifosato em plantas de Solanum lycocarpum, Kilmeyra
lathophyton e Bowdichia virgilioides. Esses autores indicaram que o glifosato pode ser o
responsavel pela reducéo nos tecidos foliares, uma vez que a aplicacdo do herbicida
resulta na paralizacdo do crescimento e reducdo importante dos niveis de aminoécidos
aromaticos (fenilanina, tirosina e triptofano), os mesmos verificaram que a epiderme
adaxial foi a que apresentou maior reducdo na espessura.

Foram observadas alteracfes anatomicas significativas no mesofilo das plantas
estudadas, dentre elas destaca-se a retracdo de membrana, mudanca no formato dos
cloroplastos e aumento de espacos intercelulares ao longo dos tratamentos. Resultado
semelhante foi encontrado Freitas-Silva et al (2020) ao estudarem as respostas de H.
chrysotrichus ao glifosato, onde os autores observaram retracdo do protoplasto nas
células do parénquima e na espécie G. gardneriana, observaram que na plantas
expostas a dose de 1440 g i.a.ha’ o mesofilo apresentou grandes espacos
intercelulares ao longo da lamina foliar. Lima et al. (2017) apontam que ao entrar em
contato com as células presentes na superficie foliar, o herbicida promove a ruptura da
cuticula favorecendo assim a difusdo no mesofilo e consequentemente a plasmoélise e
retracdo do protoplasto nas células de forma gradual.

Desde a primeira dose, foi observada uma mudanca na coloracdo de compostos
presentes nas ceélulas do parénquima palicadico e lacunoso e células do floema
passando para um tom bem escuro, em todas as demais doses avaliadas. Santos et al
(2020), também observaram mudancas de coloracdo de compostos presentes na
cavidade secretora. E possivel que interferéncias do glifosato, na rota do &cido
chiquimico, sejam responsaveis pela mudanca da composicdo quimica dos compostos

presentes em H. courbaril fazendo-se necessario um estudo especifico da agdo do
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glifosato na producédo de tais compostos, pois 0s produtos do metabolismo séo
responsaveis por permitirem interacdo da planta com o ambiente. Estas interacdes
podem ser alteradas pela mudanca na composicdo quimica destes compostos e
prejudicarem as plantas em suas relacfes ecologicas.

Diante de toda a discussédo exposta até entdo, verifica-se que o glifosato causou
danos em plantas de Hymenaea courbaril Lindl. Isto é preocupante, pois além das
relacbes ecologicas que podem ser afetadas, outras consequéncias podem ser
desencadeadas e afetar diretamente populacdes que utilizam estas plantas em seu
cotidiano.

Em um estudo etnobotanico realizado no municipio Alto Paraiso de Goias (TO) o
jatoba estava entre as 10 espécies mais citadas dentre as 103 espécies mencionadas
pela comunidade estudada na regido (SOUZA e FELFILI, 2006). Em uma comunidade
rural Vale Verde em Gurupi (TO), 46% do uso das plantas pela comunidade é para fins
medicinais e Hymenaea courbaril L. (jatoba-da-mata) teve indicacdo popular local para
uso de cha das folhas como controle da anemia e de problemas no figado, nao
havendo indicacdo destes usos na literatura. Além disso, os autores identificaram
diversos compostos com potencial farmacolégicos nestas plantas (BESSA et al., 2013).

Além de uso medicinal, Hymenaea courbaril L também é utilizada na culinaria
local. Frutos com polpa farinAcea para culinaria local, além de serem utilizados na
confeccdo de bolos, os frutos também séo utilizados na producdo de licor, mingau
(ALMEIDA et al., 1987). Biscoitos isentos de acucares e fontes de fibra alimentar podem
ser produzidos com a substituicdo de 10% de farinha de trigo pelas farinhas de jatoba
(SILVA et al, 2001). O residuo de jatoba e a farinha de polpa sao ingredientes
adequados para a formulagdo de alimentos funcionais, e a seiva € um produto nédo
calérico promissor com potenciais beneficios a saude pela a¢do antioxidante (SANTOS
et al, 2020). O fato do glifosato poder interferir na composi¢cdo quimica das seiva
produzida por esta espécie, pode alterar também as propriedades medicinais destas
plantas e afetar significativamente as populagoes que fazem uso das mesmas. Além
disso, o uso rotineiro destas plantas na culinaria e na medicina de populacdes

tradicionais podem trazer efeitos maléficos a saude destas pessoas, caso as plantas
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utiizadas por estas populagbes estiverem contaminadas por agrotoxicos,
principalmente o glifosato.

6. CONCLUSAO

A exposicdo da espécie Hymenaea courbaril L ao herbicida glifosato provocou
alteracdes em suas trocas gasosas, na anatomia foliar e em sua morfologia externa.
Houve reducdo significativa nas taxas fotossintéticas das plantas expostas nas maiores
doses de glifosato (800 e 1200g g i.a. ha™), quando comparadas ao controle (0 g i.a. ha
1. Nas avaliacées visuais, o glifosato se mostrou téxico também a partir da dose 50 g
i.a. ha™. Na anatomia foliar, o glifosato afetou as plantas expostas, também, a partir da
dose 50 g i.a.ha™*, onde foi observado que as células do parénquima palicadico, tiveram
retracdo de membrana do protoplasto em relacdo a parede celular.

As plantas de Hymenaea courbaril L conseguiram sobreviver apds o contato com
o herbicida glifosato, exceto as plantas expostas a maior dose (1200 g i.a. ha™), que
aos 30 DAA estavam com todas as folhas e seu apice necrosados, evidenciando que
nao houve recuperacao dessas plantas até 30 DAA. No entanto, a presenca de danos
visuais e anatdmicos sugere que Hymenaea courbaril tem um potencial de uso como
bioindicadora de glifosato presente no meio ambiente. Sendo assim, essa espécie pode
ser indicada para estudos que possam subsidiar e auxiliar no monitoramento de deriva
de glifosato, em plantas ndo-alvo, presente nos fragmentos vegetais do Cerrado em
areas de monoculturas. Entretanto, seria necessaria a verificacdo destes sintomas em

plantas presentes no campo em regides expostas a deriva deste herbicida.
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