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RESUMO: O avancgo do agronegécio tem sido evidente e em consequéncia disso observa-se o aumento do uso de
herbicidas. Em vista disso, objetivou-se avaliar as respostas fisiolégicas ¢ morfoanatdmicas em plantas de
Bowdichia virgilioides Kunth (Fabaceae), quando expostas ao herbicida paraquat, em condig¢des controladas de
casa de vegetagdo, e identificar possiveis padroes de respostas da espécie estudada, com o propdsito de fornecer
subsidios para o estudo da espécie, em areas atingidas por deriva desse herbicida e/ou aqueles que possuem o
mesmo mecanismo de a¢do. O delineamento foi em blocos ao acaso, com oito doses do herbicida, sendo: 25, 50,
100, 200, 400, 800 e¢ 1200 g i.a ha-1 ¢ o controle (0), com quatro repetigdes para cada uma das doses. Foram
analisados: trocas gasosas, emissdo de fluorescéncia da clorofila @, conteudo de pigmentos cloroplastidicos,
permeabilidade de membrana e andlises visuais e anatomicas. Os resultados mostraram que o paraquat € fitotoxico
para B. virgilioides, pois, mesmo em doses baixas esse herbicida foi capaz de afetar todos os parametros analisados,
causando inclusive a morte das plantas em doses mais elevadas. Houve também a confirmagdo da presenca de
compostos fenodlicos. As respostas observadas neste estudo podem servir como ferramenta de diagnodstico dos

efeitos desse herbicida sobre plantas jovens dessa espécie em fragmentos vegetais atingidos pela deriva desse
herbicida.

Palavras-Chave: Agrotoxico. Cerrado. Fotossintese. Sucupira-preta.

ABSTRACT: Agribusiness is on the increase and evidently the use of herbicides too. The physiological and
morphoanatomic responses in Bowdichia virgilioides Kunth (Fabaceae) are evaluated when exposed to paraquat
herbicide in green house conditions and possible response patterns of the species identified. The above will furnish
subsidies for the study of the species in areas reached by the herbicide and/or those with the same mechanism.
Design comprised randomized blocks with eight herbicide doses: 25, 50, 100, 200, 400, 800 and 1200 g i.a ha-1
and control (0), with four replications for each dose. Gas exchange, emission of chlorophyll a fluorescence,
contents of chloroplasticidic pigments, membrane permeability and visual and anatomic analyses were undertaken.
Results showed that paraquat is phytotoxic for B. virgilioides, since even in small doses the herbicide affected all
analyzed parameters. Death of plants occurred with higher dose rates. The presence of phenolic compounds was
also confirmed. Responses may be used as diagnostic tools for the herbicide s effects on young plants of the species
in vegetal fragments applied by herbicide spray.

Keywords: Agrotoxic. Photosynthesis. Sucupira-preta. The Cerrado.
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INTRODUCAO

Por possuir um alto grau de espécies endémicas e por sua relevancia no oferecimento
de servigcos ecossistétmicos, o Cerrado ¢ considerado um hotspot de biodiversidade
(STRASSBURG et al., 2017). Entretanto, cerca de 47% de todo o territério foi convertido
sobretudo em pastagens e plantios de graos, e em apenas 8,6% de sua 4rea se encontram areas
de protecao integral (MACHADO et al., 2004; VIEIRA et al., 2019). De acordo com Sano et
al. (2008), aproximadamente 79% da cobertura vegetal do Tocantins encontra-se preservada,
um dos maiores indices de vegetacao remanescente do Cerrado. Todavia, vem sendo substituida
de forma acelerada por monoculturas e pela fruticultura, despontando como o “novo polo
agricola do Brasil”, se destacando como o maior produtor de graos da regido Norte (SEAGRO,
2019).

Contudo, apesar de ter grande importancia para a economia, o agronegdcio tem causado
diversos impactos aos recursos naturais do Estado, principalmente pelo uso exacerbado de
agrotoxicos, que afetam diretamente o solo, os recursos hidricos e a biodiversidade (GOMES,
2019). Para Pelaez et al. (2010), os herbicidas, inseticidas e fungicidas movimentam 95% do
consumo mundial de agrotdxicos. Dentre os herbicidas mais utilizados no Tocantins destacam-
se o glifosato e o paraquat (ADAPEC, 2013). O paraquat ¢ considerado um herbicida de contato
ndo seletivo utilizado para o controle de plantas daninhas, principalmente em plantacdes de
arroz, algodao e tabaco (RASHIDIPOUR et al., 2019).

Conforme Rodrigues e Almeida (2011), o paraquat atua como inibidor do Fotossistema
I, pertence ao grupo quimico dos bipiridilios, moléculas que formam radicais superoxidos, que
em contato com as membranas clorofiladas contribuem para uma rapida oxida¢ao. Essa reacao
ocorre quando ha a presenga de luz no ambiente, por ser uma molécula aceptora de elétrons que
causa delecdo do NADPH e impede a fixacdo do CO,. Como atuam no Fotossistema I os ions
do herbicida reagem com os elétrons livres da membrana, formando radicais livres (MARTINS,
2013; DALCIN et al., 2019). Esses promovem a degradacdo das membranas, ocasionando o
vazamento do contetido celular, necrose dos tecidos e a morte da planta (FERREIRA et al.,
2005). Ressalta-se que o uso do paraquat foi proibido no Brasil em 2020, em decorréncia de
reavaliacdo toxicologica realizada pela Anvisa, entretanto, em reunido do féorum de agrotoxico
em 2021, Juliano Milhomen Ribeiro, da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do
Tocantins (ADAPEC), afirma que mesmo com a proibic¢ao, ainda hoje ele ¢ utilizado no Estado,
visto que ha lotes do produto adquiridos em data anterior a proibi¢ao (RIBEIRO, 2021).

Nesse contexto, € necessario investigar os possiveis danos causados pela deriva do

paraquat sobre a vegetacdo nativa, visto que sdo poucos os estudos sobre os impactos
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ambientais causados por esse herbicida. Para Tuffi Santos et al. (2007), a pulverizacao de
herbicidas pode atingir areas de vegetagdes remanescentes que ficam proximas as lavouras,
causando assim efeitos fitotoxicos, como a reducao do crescimento e a morte das plantas. Mas,
nota-se ainda a escassez de estudos que a aplicacdo de herbicidas possa trazer sobre os
potenciais prejuizos a espécies florestais (BRANCALION et al., 2009). Portanto, o
conhecimento prévio das respostas morfoanatomicas e fisiologicas de plantas nativas expostas
aos herbicidas, adquirido em ambientes controlados ¢ essencial, pois servira como ferramenta
para subsidiar o monitoramento dos efeitos da deriva em vegetagdes naturais.

Devido a supressdao da vegetacdo natural do Cerrado provocada pela expansao do
agronegodcio, escolheu-se para esse estudo a espécie Bowdichia virgilioides Kunth. por ser uma
espécie nativa, de ampla distribuicdo, encontrada no Cerrado, Caatinga, Pantanal e Mata
Atlantica, e por ser classificada como uma planta pioneira, tolerante a terrenos secos e pobres,
e com alto potencial para uso em recuperacdo de areas degradadas e reflorestamento, além de
ser bastante valorizada economicamente pelo seu potencial ornamental, medicinal e madeireiro.
Conhecida como sucupira-preta, a espécie pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, pode atingir até 16m de altura, possui folhas compostas, pinadas, com foliolos
pubescentes, suas flores sdo bissexuadas, diclamideas, com corola de coloragao lilas, os frutos
sdo legumes do tipo indeiscentes, achatados, suas sementes sdo avermelhadas medindo de 3 a
Smm de comprimento, apresentando dorméncia tegumentar (SMIDERLE; SOUZA, 2003;
LORENZZI, 2008; LIMA et al., 2018).

Desse modo, o presente estudo teve por objetivo avaliar as respostas fisiologicas e
morfoanatdmicas em plantas de Bowdichia virgilioides Kunth. (Fabaceae), quando expostas ao
herbicida paraquat, em condi¢des controladas de casa de vegetacdo, e identificar possiveis
padrdes de respostas dessa exposicdo pela espécie estudada, com o proposito de fornecer
subsidios para o estudo da espécie em areas atingidas por deriva desse herbicida e/ou aqueles

que possuem o mesmo mecanismo de agdo.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CONDICOES DE CULTIVO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Laboratério de Ecofisiologia e
Produtividade Vegetal, pertencente ao Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde (GO), com
temperatura e umidade controladas. A temperatura minima registrada foi de 23.9 °C e a maxima
29 °C. A umidade relativa do ar variou entre 60,2% e 80,9%. Antes do plantio as sementes da
espécie B. virgilioides foram imersas em 4acido sulfirico concentrado (98%) por 8min, em
seguida lavadas em dgua corrente por 10min para quebra de dorméncia, logo apds colocadas

para germinar em bandejas plésticas contendo areia. Apods 45 dias as plantulas foram
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transplantadas em vasos de polietileno contendo 3kg de substrato, que constou da mistura de
duas partes de solo, tipo latossolo vermelho distroférrico, € uma de areia fina. Em cada vaso
cultivou-se uma planta, que a cada vinte dias recebeu solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950), (meia forga).

Os tratamentos foram realizados seis meses apos o transplante. No momento da
aplicacdo do paraquat as plantas apresentavam em média 20cm de altura, com duas a quatro
folhas no ramo principal, contendo de trés a cinco foliolos. O delineamento foi em blocos ao
acaso, com oito doses do herbicida, sendo: 25, 50, 100, 200, 400, 800 ¢ 1200 g i.a ha! (gramas
de ingrediente ativo por hectare) e o controle (0), com quatro repeticdes para cada uma. Para
aplicagdo utilizou-se um pulverizador costal (pressao constante mantida por CO2), munido com
barra de quatro pontas (XRTeelJet®) das séries 110.02 VP, calibrado para aplicagdo de 180 1
ha'! de calda. A pulverizagdo foi feita uma s6 vez, nas quatro repeti¢cdes de cada dose, a0 mesmo

tempo.
2.2 AVALIACOES FISIOLOGICAS

Para as trocas gasosas foram realizadas duas medi¢des (24 e 48h ap6s a aplicacdo), todas
as leituras foram tomadas das 08 as 12h do dia, em foliolos completamente expandidos, na
porcdo mediana da planta. Além das trocas gasosas a mesma area foi utilizada para avaliacao
de fluorescéncia da clorofila a. As taxas fotossintéticas (4, umol m? s™), transpiratéria (E,
mmol m? s), condutincia estomatica (g5, mol H,O m™ s) e relagdo entre a concentragio
interna e externa de CO: (Ci/C,) foram mensuradas utilizando um medidor portatil de
fotossintese modelo Li-COR (LI 6400 XT, LiCor, USA). Para a fluorescéncia da clorofila a
foram realizadas dez medigdes (24, 48 e 72h apos a aplicacdo do paraquat), avaliada utilizando
um fluorémetro portatil modulado (MINI-PAM, Walz, GER), com pin¢a, modelo 2030-B
(BILGER et al., 1995; RASCHER et al., 2000). O rendimento quantico potencial do
fotossistema II (VAN KOOTEN; SNEL, 1990) foi calculado ap6s 30 minutos de adaptagdo ao
escuro.

As avaliagdes do conteudo de pigmentos cloroplastidicos e permeabilidade de
membranas ocorreram 72h apos a aplicacdo do paraquat. Os pigmentos foram extraidos
conforme metodologia descrita por Wellburn (1994) e Moura ef al. (2018). Foram coletados,
de cada repeticdo, trés discos foliares, evitando-se a nervura central. Esses foram incubados em
frascos de vidro envolvidos por papel aluminio, contendo Sml de DMSO saturado com CaCOs.
Em seguida levadas ao banho-maria a temperatura de 65 °C por 24h. A absorbancia foi
determinada no espectrofotometro UV-VIS, Evolutin 60S (Thermo Fischer Scientific, USA).
Os comprimentos de ondas e as equagdes para o calculo das concentracdes de clorofila a, b e
razdo clorofila a/b foram baseados no trabalho de Wellburn (1994). A permeabilidade de

membranas foi determinada por meio da taxa de liberagdo de eletrélitos. Foram coletados 15
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discos foliares de 0,2cm? por repeti¢ao, imersos em 30ml de dgua deionizada em frascos de
vidro, deixados em repouso por 24h. Apds esse periodo, a condutividade elétrica livre e a
condutividade total foram medidas, segundo a metodologia descrita por Vasquez-Tello et al.
(1990) e Pimentel et al. (2002).

2.3  AVALIACAO VISUAL DOS SINTOMAS FOLIARES

Para avaliagdo da fitotoxicidade visual foram realizadas trés observagoes (24, 48 ¢ 72h
apos a aplicacdo), mediante ajustes da metodologia descrita por Novak et al. (2003). A
estimativa visual foi expressa inicialmente em porcentagem de area foliar afetada pelos
sintomas, onde o numero de folhas com sintomas visiveis foi verificado de acordo com a
porcentagem de drea afetada considerando as classes: 5% (N1), >5% a 25% (N2), >25% a 50%
(N3), >50% a 75% (N4) e >75% a 100% (N5). Além disso, contou-se o numero de folhas sem
sintomas (NO) por planta. O niimero de folhas em cada classe (NO a N5) foi usado para o célculo

do indice de injuaria foliar (IIF) por planta usando-se a férmula adaptada por El-Khatib (2003):

ITF (%) =(N1x 1) (N2x2) (N3 x3) (N4x4) (N5Sx5)x 100
(NO+NI+N2+N3+N4+N5)x5

Foi realizado o célculo de severidade (IS) de sintomas visiveis por planta, dividindo-se
o numero de folhas com sintomas pelo niimero total de folhas da planta, o qual foi expresso em

porcentagem.

IS (%) = Numero de folhas com sintomas x 100
Total de folhas

2.4  ANALISES ANATOMICAS

Para microscopia de luz foram coletadas quatro amostras de cada tratamento, 72h apds
a aplicacdo do herbicida. Foram retirados os foliolos completamente expandidos, e feitos cortes
na regido mediana, estes foram fixados em solugdo Glutaraldeido 1%, em tampao fosfato 0,2M,
pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965), durante 24h, e armazenadas em alcool 70%. Posteriormente
levadas para o laboratorio de anatomia vegetal da Universidade Federal do Tocantins, Campus
de Porto Nacional (TO), e desidratadas, em um intervalo de tempo de 1h para cada troca, em
série etilica e butilica (80, 90 ¢ 100%), etilico butilico (3:1), etilico butilico (1:1), etilico butilico
(1:3) e butilico puro, permanecendo “over night” em alcool butilico + parafina (1:1), depois

foram submetidas a duas trocas de parafina por 1h cada. Apos infiltragdo, as amostras foram
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emblocadas (parafina + cera de abelha 8%), seguindo orientacdo do plano de corte (transversal),
sendo quatro blocos para cada tratamento, um para cada repeti¢ao, totalizando 32 blocos.

Para a caracterizagdo anatomica foram feitos cortes transversais em micrétomo rotativo
semi-motorizado (RM2245, Leica, GER), a 10um de espessura e aderidos a lamina com adesivo
de Haupt (HAUPT, 1930). Foram confeccionadas trés laminas para cada bloco. Os cortes foram
desparafinizados em série xildlica, hidratados em série etilica e corados em safranina 1% e azul
de astra por 20min (GERLACH, 1984). Depois as laminas foram lavadas em agua destilada e
desidratadas em serie etilica (30%, 50%, 70%, 85%, 95% e 100%), posteriormente submetidas
em série xilolica e montadas entre lamina e laminula em béalsamo do Canadd. Em cada ldmina
foram selecionados aleatoriamente trés cortes. As imagens foram capturadas pelo microscopio
optico Leica (DM 500, Leica, GER) com camera Leica (ICC50 HD, Leica, GER) acoplada.
Para a micromorfometria, imagens obtidas sob objetiva de 40x, a partir das imagens foram
realizadas em cada corte cinco mensuragdes da espessura da epiderme nas faces adaxial e
abaxial, e espessura do parénquima pali¢ddico e esponjoso em cada lamina, utilizando o
software ANATI QUANTIL versdo 2.0 para Windows® (AGUIAR et al., 2007).

Os testes histoquimicos foram realizados no controle e na dose de 100 g.i.a.ha', a
escolha dessa dosagem ocorreu por esta apresentar coloragdes escuras no parénquima
palicadico, indicando possivelmente a presenca de compostos fenolicos. Os cortes transversais
das folhas, obtidos em microtomo de mesa (ROBHE/LPC, BRA), foram submetidos aos
reagentes Cloreto Férrico e Vanilina Cloridrica para a deteccdo de compostos fendlicos e

taninos, respectivamente, cortes sem nenhum reagente foram denominados de branco.
2.5  ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos para as analises morfométricas foram submetidos a analise de
varidncia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de
significancia. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistica 5.0. Os
dados das analises fisioldgicas e de fitotoxicidade foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e ajustados os modelos de regressdo. Os graficos e as andlises estatisticas foram

feitos com o software SigmaPlot 10.0.
3 RESULTADO E DISCUSSAO
3.1  ANALISES FISIOLOGICAS
A andlise de regressdo mostrou comportamento quadratico dos parametros de trocas

gasosas (Figura 1). Os resultados obtidos mostraram redugdo na taxa fotossintética (A4) (Figura

1A), condutancia estomatica (gs) (Figura 1B) e taxa transpiratoria (E) (Figura 1C), de acordo
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com o aumento das doses aplicadas, nas duas avaliacdes. Comportamento contrario foi
verificado para relagdo entre a concentragao interna e externa de CO» (Ci/Ca) (Figura 1D), que

aumentou de acordo com o incremento das doses.
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Figura 1. Efeitos do paraquat nos parametros de trocas gasosas de Bowdichia virgilioides. A: taxa fotossintética
(4); B: taxa transpiratoria (E); C: condutancia estomatica (g;); D: - razdo C/C,. Em todos os parametros o
modelo de regressdo ajustado foi polinomial quadratico. Significancia “p < 0,05%.

Os valores dos parametros fisiologicos das trocas gasosas foram afetados
significativamente j4 na primeira dose (25 gi.aha'), em relagio ao controle. A taxa
fotossintética (4) apresentou reducao de 35,1%, na avalia¢do de 24h, e 59,8%, em 48h apds a
aplicacdo. A condutancia estomatica (gs) diminuiu em 45,3%, em 24h, e 56,7%, 48h apos a
aplicacdo. A taxa transpiratoria (£) apresentou 40% de reducao, em 24h, e 37,7%, 48h apds a
aplicacdo. O acréscimo na relagao Ci/Ca foi de 8,1%, em 24h, e 17,6%, 48h apos a aplicagao.

A redugdo nos valores 4 e gs, acompanhada de decréscimos E como observado neste
estudo, sugerem que o herbicida tenha causado danos aos estomatos, fechando-os, e
consequentemente diminuindo as taxas fotossintéticas e transpiratorias. Conforme Machado et
al. (2010), quando os estomatos se fecham o fluxo de CO; disponivel para realizacao da
fotossintese fica prejudicado, ou seja, quanto menor forem os valores da condutancia estomatica

maior sera a resisténcia na entrada de CO» causando efeitos significativos na fotossintese e na
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transpiracao, o que reduz a eficiéncia carboxilativa. No entanto, esperava-se que devido a
diminui¢do da condutancia estomadtica, ocorresse a reducdo na relagao Ci/Ca, uma vez que o
fechamento dos estomatos limita a entrada de CO,, fazendo com que o CO; presente no
mesofilo (Ci) seja consumido, diminuindo assim a relacdo Ci/Ca (SANTOS et al., 2020).
Contudo, foi observado um aumento significativo da Ci/C,, provavelmente pelo acimulo de
COz na cavidade subestomatica, fato que evidencia que o efeito nao foi provocado somente por
limitagdes estomaticas. Fernandes et al. (2015) apontam que acréscimos em Ci estdo
relacionados ao CO» que chega as células do mesofilo e ndo sdo fixados na fase de carboxilagao
daribulose 1,5 bifosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco), provavelmente isso ocorre por lesdes
nos cloroplastos.

Segundo Chagas (2007), o mecanismo de acdo do paraquat ocorre mediante o bloqueio
do fluxo de elétrons na cadeia transportadora da fotossintese, que impossibilita a redugao do
NADP+ a NADPH>, no fotossistema I, acumulando elétrons e radicais toxicos nos cloroplastos,
promovendo graves danos no metabolismo celular. Os radicais gerados sdo instaveis e sofrem
auto-oxida¢ao muito rapidamente, produzindo radicais superoxidos, hidroxila, perdxido e
oxigénio singleto, os quais constituem as espécies reativas de oxigénio (EROs), que, em
excesso, sdo prejudiciais ao metabolismo celular como um todo.

O rendimento quantico potencial do fotossistema II (Fv/Fm) (Figura 2A) apresentou
alteracdes significativas nas trés avaliagcdes 24, 48 e 72h apds a aplicagdo, sendo, na maior dose,
reduzidas em 64,2%, 72,9% e 73,3% respectivamente, em relagdo ao controle. Comportamento
semelhante foi verificado para o rendimento quantico efetivo do fotossistema II (AF/Fm’)
(Figura 2B), apresentando redugdes de 86,5%, 94% e 82,2%, na ultima dose, em relacdo ao
controle. Para a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) (Figura 2C) houve decréscimo
de 87,8%, 94,7% e 82,9%, na dose mais clevada em relagdo ao controle. O coeficiente de
extingdo nao fotoquimica (NPQ) (Figura 2D) foi reduzido em 59,3%, 92%, 90,6%, em relagao

ao controle, na dose mais elevada.
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Figura 2. Efeitos do paraquat nos parametros de fluorescéncia da clorofila a de B. virgilioides. A: rendimento
quantico potencial do fotossistema II (Fv/Fm); B: rendimento quantico efetivo do fotossistema II (AF/Fm’); C:
taxa de transporte de elétrons (ETR); D: coeficiente de dissipagdo ndo fotoquimica (NPQ). Em todos os
pardmetros o modelo de regressdo ajustado foi polinomial quadratico. SignificAncia: “p < 0,05%.

A diminuicdo significativa para relagdo Fv/Fm foi verificada em todas as doses
aplicadas de paraquat, indicando que B. virgilioides sofreu danos no aparato fotossintético,
provocando a fotoinibi¢do, tal fendmeno frequentemente ¢ provocado em decorréncia de
estresse ambiental que afetam a eficiéncia do FSII (KRAUSE; WEIS, 1991; LAISK et al.,
1998). De acordo com Silva et al. (2016), a Fv/Fm afere os efeitos da irradidncia sobre a
integridade do FSII e os valores desse parametro em plantas quando ndo expostas a condigdes
estressantes varia entre 0,75 a 0,85. Diesel et al. (2012) observaram que o herbicida paraquat
proporcionou a redu¢do de Fv/Fm em plantas de Apaga-fogo (Alternanthera tenella), sendo
que a menor dose em estudo para esse herbicida foi suficiente para promover a morte das
plantas. Os autores relatam que isso ocorre devido ao fato de que esse herbicida paralisa a cadeia
de transporte de elétrons resultando na producdo de EROs. Apesar da planta citada ndo estar no
grupo de plantas arbdreas, o mecanismo de agdo desse herbicida na planta do presente estudo
foi semelhante.

A reducao dos valores referentes a razdo AF/Fm’, assim como de ETR ¢ atribuida ao

fato de que a molécula de paraquat ao penetrar nas folhas transforma-se num radical, que na
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presenca de luz reage como O, molecular formando EROs, e isso afetou a ETR nos tilacoides
dos cloroplastos (CHAGAS, 2007). O autor indica que o decréscimo na eficiéncia quantica do
transporte linear de elétrons (AF/Fm’), através do FSII, se d4 pelo acumulo de quinonas (QA)
no estado reduzido, ¢ a habilidade do aparato fotossintético em remover elétrons das QA ¢ um
fator limitante do AF/Fm’. Ja os valores reduzidos de NPQ, observados neste estudo, sugerem
que a energia absorvida durante o processo nao foi liberada na forma de calor, e que nao houve
protecao do aparato fotossintético contra o excesso de energia fotossintetizante, induzida pela
luz através da dissipagdo térmica de energia (AZEVEDO, 2011), indicando que a espécie
estudada ndo conseguiu minimizar o estresse causado pela exposicao ao paraquat.

Por ser considerado um herbicida de contato de efeito rdpido, o paraquat age ja nas
primeiras horas apos a sua aplicagdo fazendo com que apresente sintomas. Hawkes (2014)
destaca que o paraquat, por atuar no fotossistema I da planta, provoca a paralizagdo da
fotossintese e peroxidacao lipidica, levando os tecidos a morte devido a produgdo de EROs. A
producdo de espécies reativas de oxigénio em grande quantidade ¢ considerada uma resposta
primdria da planta frente ao estresse, pois hd o rompimento da homeostase celular, configurando
um dano oxidativo. Entretanto em condi¢des normais de crescimento as plantas também
produzem EROs, porém em pequenas quantidades (MELERO, 2016). Alguns autores relatam
que apesar do aumento das espécies reativas de oxigénio significarem uma ameaga as células
vegetais, elas podem agir também como sinalizadores para a ativagdo da resposta ao estresse €
vias de defesa do vegetal (MITTLER, 2002; NEILL et al., 2002).

Os teores de conteido de pigmentos cloroplastidicos nas folhas de B. virgilioides
sofreram decréscimos em fun¢do do aumento das doses aplicadas (Figura 3). Essas redugdes
foram mais evidentes a partir da dose de 50 g.i.a.ha! para a clorofila a (Figura 3A), clorofila b
(Figura 3B) e carotenoides (Figura 3C), com valores de 25%, 26,2% e 26,1% respectivamente,
quando comparadas ao controle. Para a razdo clorofila a/b (Figura 3D) os decréscimos
ocorreram a partir da dose de 400 g.i.a.ha™!, com valor igual a 51,8% a menos que o controle.
Comparando a dose mais alta (1200 g.i.a.ha™!) com o tratamento controle essas redu¢des foram
de 92,6% para clorofila a, 84,3% para clorofila b, 86,6% para carotenoides e 52,9% para a razao

clorofila a/b.
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Figura 3. Contetido de pigmentos cloroplastidicos de plantas de B. virgilioides submetidas a diferentes
concentragdes de paraquat. A: clorofila a; B: clorofila b; C: carotenoides; D: razdo clorofila a/b. O modelo de
regressdo ajustado foi polinomial quadratico. SignificAncia: “p < 0,05%.

Benavides et al. (2000) observaram que em folhas de girassol expostas ao paraquat
houve redugdo de 30% no conteudo de clorofilas, quando comparadas com folhas de plantas
controle. Apesar de ndo ser uma espécie arbdrea os resultados foram semelhantes ao encontrado
no presente estudo. De acordo com Wakabayashi e Boger (2004), os herbicidas em geral
interferem na fotossintese normalmente pela inibicdo da sintese de carotenoides que provoca
degradagdo fotoxidativa e destrui¢do das membranas. Eles apontam que as desaturases sdo
enzimas alvo dos herbicidas, que afetam a biossintese de carotenoides. Inibidores de
carotenoides interferem em diferentes pigmentos no cloroplasto e podem exercer a sua agao
fitotoxica pela ativagdo e aumento das EROs de maneira indireta, por ndo conseguir promover
a dissipacdao do excesso de luz. Semelhante a isso Oliveira Junior (2011) descreve que o
paraquat causa efeitos fitotoxicos nos cloroplastos, pois, em contato com a planta, age aceitando
elétrons do aceptor primario do FSI, como consequéncia ha a formag¢do de EROs, as quais
causam estresse oxidativo, o que provoca danos em membranas, proteinas e degradacdo da
clorofila.

Os resultados obtidos pelas avaliacdes da taxa de liberacdo de eletrdlitos (TLE)
apresentaram um aumento, em fun¢do do aumento das doses do herbicida (Figura 4). A partir
da dose de 50 g.i.a.ha! ¢ que o efeito foi significativo em relagdo ao controle, com aumento de
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13,1%, sendo que na dose mais elevada (1200 g.i.a.ha!) apresentou um acréscimo de 31,9%

em relagdo ao controle.
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Figura 4. Taxa de liberaggo de eletrdlitos em tecidos foliares de B. virgilioides, expostos a diferentes
concentracdes de paraquat. O modelo de regressdo ajustado foi polinomial quadratico. Significancia: “p <
0,05%.

O aumento na taxa de liberagdo de eletrdlitos evidencia que o paraquat afetou a
permeabilidade da membrana da espécie em estudo. De acordo com Ferreira et al. (2005), esse
herbicida age inibindo o FSI, produzindo radicais superdxidos, que sofrem dismutagdo,
formando o perdxido de hidrogénio (H202), que na presenga de Mg produz radicais hidroxila
(OH*-), que promovem a degradagdo das membranas, ocasionando o vazamento do conteildo
celular e a morte do tecido. Esse comportamento também foi observado em B. virgilioides, pois,
apos 24h ja foi possivel detectar injirias como cloroses e necroses e, 72h apds a aplicagdo, as

plantas submetidas as maiores doses morreram.
32  AVALIACAO VISUAL DOS SINTOMAS FOLIARES

As avaliacdes de sintomas visuais foram submetidas a analise de regressao e ajustadas
ao modelo polinomial quadratico e estdo apresentadas na Figura 5. Os efeitos foram
potencializados a medida que se aumentava as dosagens e o tempo apos exposicao das plantas,
mas na dose mais baixa e na primeira avaliacdo os efeitos ja foram observados. Foram
constatados elevados indices de IIF (Figura 5A) e IS (Figura 5B). Na avaliacao de 24h, apds a
aplicagio deste herbicida, os valores de IIF foram de 12,3%, para a dose de 25 g.i.a.ha' e, na
dose mais elevada (1200 g.i.a.ha), esse valor chegou a 56,4%. Na ultima avaliacdo, esses
valores chegaram a 25% e 94,3% respectivamente. Essas dosagens apresentaram IS de 53,1%

e 100% na primeira avaliacao e 87,8% e 100%, na avaliacao de 72h apos a aplicagao.
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Figura 5. Fitotoxicidade de folhas de Bowdichia virgilioides Kunth submetidas a diferentes doses dos herbicidas
paraquat, apos 24, 48 ¢ 72h. A: Indice de injuria foliar (IIF); B: Indice de severidade (IS).

Como consequéncia dos danos fisiologicos evidenciados, os sintomas visuais de
intoxicagao das plantas expostas ao paraquat caracterizaram-se em doses menores pela presenca
de clorose e necrose das folhas, e, nas doses mais altas (800 e 1200 g.i.a.ha'), as plantas
morreram apds 72h da aplicagdo do herbicida. Conforme exposto por Oliveira Junior (2011),
apods poucas horas da aplica¢do do paraquat, quando ha a presenga de luz, verifica-se severas
injurias nas folhas de plantas expostas e, quanto maior for a intensidade luminosa, maior a
intensidade, sendo capaz de provocar a morte da planta em um ou dois dias. Pelo fato da
translocagdo desse herbicida ser limitada nas plantas, os sintomas aparecem no local de contato
com a folha, iniciam-se como pontuagdes enegrecidas, seguidas de necrose do tecido foliar
(MONACO; WELLER; ASHTON, 2002).

33  ANALISES ANATOMICAS

As alteragdes nas folhas de B. virgilioides, quando submetidas ao paraquat, foram: 1 -
alteracdo na espessura dos parénquimas pali¢addico e esponjoso e na forma de suas células
(Figura 6), desde o tratamento 25 g.i.a.ha™! (Figura 6D). Nas doses mais altas (400, 800 e 1200
g.i.a.ha!) os tecidos ficaram totalmente colapsados, tornando menos evidente a distingdo entre
eles, apresentando total desorganizacdo do mesofilo (Figuras 6L, 6N, 6P); 2 - acimulo de
conteidos com coloragio avermelhada a partir da dose 100 g.i.a.ha' (Figura 6H),
principalmente no parénquima pali¢adico, provavelmente devido ao aumento de compostos
fenolicos; 3 - reducdo na espessura dos tecidos de uma maneira geral, ocasionando a reducgdo
da espessura do foliolo (Tabela 1), sendo que, na tltima dose (1200 g.i.a.ha™!), houve reducio

de 33,5% em relacdo ao controle.
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Figura 6. Estrutura do foliolo de Bowdichia virgilioides Khunt. submetidos a ag¢ao do paraquat A, B, Q:
Controle (0); C, D e R: (25 g.i.a.ha!); E, F e S: (50 g.i.a.ha™!); G, He T: (100 g.i.a.ha™!); I, J e U: (200 g.i.a.ha'l);
K, L e V: (400 gi.a.ha'); M, N e W: (800 g.i.a.ha™!); O, P e X: (1200 g.i.a.ha™). Ead: Epiderme adaxial; Eab:
epiderme abaxial; Pp: parénquima pali¢adico; Pe: Parénquima esponjoso; Et: Estomato; Fv: Feixe vascular; Xi:
Xilema; Fl: Floema; Ba: Bainha; Tc: Tricoma; Cristais de natureza ndo definida (—); Composto fendlico (*).
Barra=1cm: (A, C, E, G, I, K, M, O); Barra= 50 um: (B, D, F, H, J, L, N, P); Barra= 100 um: (Q, R, S, T, U,
vV, W, X).

A analise micromorfométrica evidenciou diferengas significativas na espessura da
epiderme adaxial (Ead), do parénquima pali¢adico (Pp), do parénquima esponjoso (Pe),
espessura da epiderme da face abaxial (Eab) e espessura do foliolo (Ef), sendo as redugdes mais

expressivas nas doses de 800 e 1200 g.i.a.ha™!, quando comparadas ao controle (Tabela 1).

Rev Agro Amb, v. 15, n. 3, 9411, 2022 - e-ISSN 2176-9168



Oliveira, Costa, Crispim Filho, Freitas, Silva

Tabela 1. Morfometria da 1amina foliar de Bowdichia virgilioides Kunth. ap6s exposicao a diferentes
doses de Paraquat

Paraquat (g.i.a.ha')  Ead (um)” Pp (um)” Pe (um)” Eab (um)” Ef (um)”
0 28,29 a 70,61 a 80,89 a 17,62 a 196,80 a
25 26,40 ab 64,24 ab 70,22ab 15,96 ab 176,83 ab
50 25,94 ab 55,97 abc 73,36 ab 16,46 ab 171,72 abc
100 28,34 a 57,76 abc 76,89ab 16,44 ab 179,42ab
200 26,31 ab 55,96 abc 71,35 ab 16,94 ab 170,58 abc
400 21,04 be 41,83 bc 61,81 ab 13,37 be 138,06 be
800 17,33 ¢ 43,78bc 57,11 ab 10,22 ¢ 128,45 ¢
1200 17,61 ¢ 39,39 ¢ 58,82 b 10,75 ¢ 126,57 ¢
CV(%) 3,99 19,36 4,40 12,23 12,38

(") Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. Ead: Epiderme adaxial; Pp: Parénquima pali¢adico; Pe: Parénquima
esponjoso; Eab: Epiderme abaxial; Ef: Espessura do foliolo.

Observou-se que quanto maior a dose aplicada, maior eram as alteracdes observadas na
organiza¢do do mesoéfilo e na forma das células, confirmando que os efeitos estdo diretamente
ligados ao aumento das doses. Moskova et al. (2011) verificaram que em plantas de Pisum
sativum L. expostas ao paraquat houve reducdo da espessura da folha, porém houve aumento
dos parénquimas palicadico e esponjoso. Esses autores relatam que houve a inducdo da
desidratacdo das folhas, assim como a desorganizagdo celular. Mensurar as espessuras dos
tecidos foliares ajuda no dimensionamento da atividade metabdlica da planta, uma vez que a
parte fotossinteticamente ativa esta presente no mesofilo. Autores como Bussotti ef al. (1995),
Evans et al. (1996) e Gerosa ef al. (2003) afirmam que variagdes na espessura do mesofilo sao
atributos que auxiliam na determinacao da sensibilidade da planta aos poluentes.

Quando submetidos ao cloreto férrico foi observada uma coloragdo enegrecida no
parénquima pali¢cadico, indicando dessa forma a presenca de compostos fendlicos gerais. A
coloragdo ndo foi observada no tratamento controle. A vanilina cloridrica nao indicou reagao
positiva para taninos. Os compostos fendlicos estdo envolvidos em, praticamente, todas as
interacdes da planta com fatores abioticos. Esses fatores abidticos podem ser naturais, como
irradiagdo solar, luz UV, seca, nutrientes e estacdes do ano. Todos esses fatores podem
influenciar no metabolismo e produgao destes compostos (SILVA et al.,2014). Pelos resultados
obtidos acredita-se que a producgdo desses compostos fendlicos foi uma reacao da planta diante
da exposicao ao paraquat. Entretanto, seria importante investigar a natureza quimica dos

compostos evidenciados pelos testes histoquimicos.
4 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que o paraquat ¢ fitotoxico a plantas jovens de Bowdichia
virgilioides Khunt., nas doses estudadas, pois promoveu alteragdes em todos os parametros

visuais, fotossintéticos ¢ anatomicos analisados. Os danos variaram de acordo com as doses
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aplicadas do herbicida, sendo mais expressivas com o aumento do tempo de exposicao das
plantas. As altera¢des observadas neste estudo sao possivelmente consequéncia de limitagdes
estomaticas, e pela superproducdo de EROs, que sdo produzidas principalmente quando as
plantas estao sob algum tipo de estresse, comprovando assim a sensibilidade de B. virgilioides

ao paraquat. Dessa maneira, as respostas observadas podem servir como ferramenta de
diagnostico dos efeitos desse herbicida sobre plantas jovens dessa espécie, em fragmentos -
vegetais atingidos pela deriva desse herbicida.

Destaca-se que mesmo estando proibido no Brasil, lotes de paraquat adquiridos em datas
anteriores a proibicao ainda estao sendo utilizados em alguns lugares. Entretanto, logo nao sera
mais, por isso, os parametros aqui avaliados podem servir também de base para o
monitoramento do efeito do diquat sobre plantas jovens de B. Virgilioides, visto que o herbicida
possui 0 mesmo mecanismo de acdo, e ainda tem o uso € comercializacao permitidos pelos

orgaos reguladores de agrotoxicos do pais.
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