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Resumo

Considerado como a tltima fronteira agricola do Brasil, o dominio Cerrado, um dos %otspots mundiais de biodiversidade, sofre com a pressdo
exercida pelo agronegocio. Entre as ameagas estd o uso de agrotoxicos, que chega a regides nao alvo através da deriva, como as areas nativas.
Entre as espécies atingidas estd a Genipa americana L., sendo essa uma espécie nativa, com caracteristicas medicinais e de relevante interesse
comercial. Objetivou-se caracterizar os parametros fisiologicos da G. americana, quando exposta a diferentes concentragdes de glifosato,
visando identificar a sensibilidade da espécie ao herbicida. A simulagdo da deriva foi realizada aplicando-se o herbicida glifosato nas doses 0
(controle), 25, 100, 200, 400 ¢ 800 g i.a.h’'. Para avaliagdo das trocas gasosas foram realizadas quatro medigoes, 2°, 5°, 11° e 14° dias apds a
aplicacdo (DAA) do herbicida. Os parametros fisiologicos avaliados foram: taxa fotossintética (4), transpiratoria (£), condutancia estomatica
(gs), relagio entre a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca), eficiéncia instantdnea de carboxilagdo (4/Ci), o contetido de pigmentos
cloroplastidicos e a permeabilidade de membranas. Os parametros de trocas gasosas em G. americana apresentaram efeitos negativos e
progressivos, conforme o aumento das doses do herbicida glifosato. Foi possivel observar uma diminui¢do em gs, 4, E, Ci/Ca e A/Ci, no
primeiro dia de avaliagdo, nas doses 400 e 800 g i.a ha'' em relagéo ao controle. O conteudo de pigmentos cloroplastidicos e a permeabilidade
de membranas nao foram significativos e nao sdo bons parametros para efeitos fitotoxicos de glifosato em G. americana.

Palavras-chave: Herbicida. Jenipapo. Trocas Gasosas.

Abstract

Considered as the last agricultural frontier in Brazil, the Cerrado domain, one of the world’s biodiversity hotspots, suffers from the pressure
exerted by agribusiness. Among the threats is the use of pesticides, which reach non-target regions through drift, such as native areas. Among
the affected specie is the Genipa americana L., a native species, with medicinal characteristics and relevant commercial interest. The objective
was to characterize the physiological parameters of G. americana, when exposed to different concentrations of glyphosate, in order to identify
the species’ sensitivity to the herbicide. Drift simulation was performed by applying the herbicide glyphosate at doses 0 (control), 25, 100,
200, 400 and 800 g a.i.h’!. To assess gas exchange, four measurements were performed, 2nd, 5th, 11th and 14th days after the application
(AAH) of the herbicide. The physiological parameters evaluated were: photosynthetic rate (A), transpiration (E), stomatal conductance (gs),
relationship between internal and external CO, concentration (Ci/Ca), instantaneous carboxylation efficiency (4/Ci), content of chloroplast
pigments and the permeability of membranes. The gas exchange parameters in Genipa americana showed negative and progressive effects, as
the doses of the herbicide glyphosate increased. It was possible to observe a decrease in gs, A, E, Ci/Ca and A/Ci, on the first day of evaluation,
at doses 400 and 800 g ai ha™' compared to the control. The chloroplast pigment content and membrane permeability were not significant and
are not good parameters for phytotoxic effects of glyphosate on G. americana.

Keywords: Herbicide. Jenipapo. Gas Exchange

1 Introducio

Com a expansao da fronteira agricola do Cerrado, houve
consideravel aumento do desmatamento, impulsionado
pelo crescimento do setor agropecudrio, especialmente,
dos sistemas de monocultivo em grandes extensdes, o que
constitui em uma das principais ameacas a biodiversidade
desse sistema (GOMES, 2019).

Entre os principais impactos relacionados ao avango
do agronegocio no Cerrado, destaca-se o uso de produtos
quimicos, como fertilizantes e agrotoxicos que tém
como objetivo maximizar a producdo e proteger o cultivo

(DUTRA; SANTOS et al., 2020).
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Porém, o uso desordenado dos agrotoxicos, nas mais
diversas condi¢des ambientais, acarreta uma série de
transtornos e modificagdes nos ecossistemas (ARAUJO;
SILVA, 2020; ARAUJO; SILVA 2021; FRANCAetal.,2016).
Entre os efeitos indesejaveis se destaca a contaminagio de
espécies ndo alvos, entre as quais se incluem as espécies
florestais nativas (PEREIRA et al., 2015). O que pode
acontecer por meio da deriva, por exemplo, pois neste
caso, as particulas dos herbicidas se movem, ou seja, as
goticulas de agua emitidas do solo ou pulverizador aéreo
sdo transportadas pelo vento (DUPONT; STRANDBERG;
DAMGAARD, 2018; LUCADAMO; CORAPI; GALLO,
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2018).

Entre os defensivos mais utilizados esta o glifosato
(N-fosfonometil glicina), um herbicida de amplo espectro,
ndo seletivo, empregado na agricultura em todo o mundo,
pois possui alta eficiéncia (ZHAN et al., 2018). Com a
deriva ou desvio durante ou apos as pulverizagdes desse
herbicida, as plantas de bordadura aos campos agricolas,
entre essas as espécies florestais nativas (ARAUJO; SILVA,
2021; CRUZ et al., 2021; PEREIRA et al., 2015; SILVA et
al., 2016; SANTOS et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021)
ficam expostas e podem sofrer diversas consequéncias
(FLORENCIA et al., 2017; REZENDE-SILVA et al., 2019).

Entre os efeitos ocasionados pelos herbicidas em culturas
ndo alvo estdo respostas fisioldgicas negativas, interferéncias
nas vias metabolicas e até efeitos deletérios. Freitas-Silva
et al. (2021), aplicando glifosato em Zeyheria tuberculosa,
observaram o efeito fitotoxico do herbicida e alteragdes
bioquimicas, anatomicas e morfologicas na espécie. Em outro
estudo, Freitas-Silva et al. (2020) expuseram Handroanthus
chrysotricus e Garcinia gardneriana, a doses do glifosato
e notaram diminui¢do nos valores de assimila¢do liquida,
condutancia estomdtica e transpiragdo na primeira espécie
e danos anatdmicos e ultraestruturais em ambas as espécies
florestais.

Diante deste cenario se tornarelevante investigarrespostas
de espécies nativas, apds serem expostas a herbicidas e
este trabalho propds investigar estas respostas em Genipa
americana L.. Essa ¢ uma espécie nativa, conhecida como
jenipapo, pertencente a familia Rubiaceae e de ocorréncia
em todo o territorio nacional, nas mais diversas formagdes
florestais e na América tropical, em geral. E uma espécie
de porte arboreo, que pode medir até 15 metros de altura
e até¢ 40 cm de diametro. Possui folhas obovadas amplas
e estipuladas, flores grandes e bagas globosas (RIZZINI,
1977). Possui relevante interesse comercial e econdmico,
por sua caracteristica madeireira e alimenticia, em fung¢do
da polpa adocicada de seu fruto de casca mole e amarelada.
Sendo também utilizada no reflorestamento e recuperacao de
areas degradadas (MESQUITA et al., 2011).

Diante disso, objetivou-se caracterizar os parametros
fisiologicos da G. americana, quando expostas a diferentes
concentragdes de glifosato, visando identificar respostas
fisiologicas da espécie ao herbicida.

2 Material e Métodos

As mudas da espécie G. americana foram doadas, com
idade de aproximadamente 1 ano, contendo de 4 a 6 folhas
totalmente expandidas e com tamanho médio de 20cm
cada folha. A semeadura de G. americana foi realizada em
sacos plasticos de 20 x30cm contendo solo de Cerrado,
alocadas em um viveiro municipal, sob sombreamento de
50% e irrigadas uma vez ao dia. Durante o periodo em que
essas mudas permaneceram no viveiro, receberam solucao

Ensaios e Ciéncias, v.26, n.3, 2022, 338-343

nutritiva NPK 4-14-8 para prevenir possiveis deficiéncias
nutricionais e aos seis meses, receberam uma aplicacao de
inseticida do tipo Evidence 700 WG com dilui¢ao de 10g por
100 L de agua para combate de Cochonilha Orthezia.

Com aproximadamente um ano, as mudas foram
transplantadas para vasos com capacidade para 14,0 litros
(0,0616 m?) de solo, para o melhor desenvolvimento da
espécie e levadas ao viveiro institucional (UFT), no qual
passaram por periodo de aclimatagdo de 30 dias. Para
eliminar os efeitos externos na condugdo do experimento,
as plantas foram selecionadas quanto a uniformidade de
tamanho (com altura média de 30 cm) e vigor para aplicagdo
dos tratamentos. A irrigagdo foi realizada de acordo com a
exigéncia das plantas, de maneira que nio ocorresse excesso
ou déficit hidrico.

O delineamento experimental utilizado foi realizado
em blocos casualizados 6 x 5, sendo seis, as doses (0
(controle), 25, 100, 200, 400 e 800 g i.a.h™) do herbicida
Roundup Original® (sal de isopropilamina de glifosato
com 48 % de ingrediente ativo) e; cinco, o nimero de
repeti¢des. As plantas foram expostas ao glifosato, a partir
da aplicagdo com um pulverizador costal elétrico, munido
de barra contendo um bico com ponta de pulverizagdo do
tipo leque TT 110.02, com volume de calda de 200 L ha
I. A pulverizagio do glifosato ocorreu no inicio da manha,
fora do viveiro. Apds a aplicagdo do herbicida nas plantas,
essas foram mantidas no local por, aproximadamente, uma
hora para secagem do produto e, posteriormente, foram
acondicionadas aleatoriamente no viveiro, conforme o
delineamento experimental.

Para avaliagdo das trocas gasosas foram realizadas
cinco medigdes no 2°, 5°, 8°, 11° e 14° dia, apds a aplicagao
(DAA) do herbicida, em folha completamente expandida,
no terco médio das plantas, em todas as repeti¢des. Para
estas avaliagdes foi utilizado o analisador portatil de gas
infravermelho (IRGA, modelo LI- 6400 XT, LI-COR, inc.
Lincoln, NE, EUA), com uma fonte luminosa fixa em 1000
pmol.m™. s de intensidade de radiac@o fotossinteticamente
ativa (PAR). As medi¢des foram realizadas entre as 08:00 e
10:00 horas.

As mensuragdes foram feitas sob concentragdo de CO,
(380-400 ppm), temperatura (32+1,2 °C) e vapor de H,O
(50% a 60%) do ambiente do local de estudo, sendo o ar
de referéncia homogeneizado em um galdo de 10L antes de
alcangar a camara foliar.

As varidveis avaliadas foram: condutincia estomatica
(gs, mol H,O m? s™), carbono interno (Ci, pmol m? s™),
taxa fotossintética (4, pmol CO, m™ s™'), taxa transpiratoria
(£, mmol H,O m?s™), relagdo entre a concentragao interna
(Ci), externa (Ca) de CO, (Ci/Ca). A partir destes dados, foi
possivel realizar a quantificagdo da eficiéncia da carboxilagao
(EiC) (MELO et al. 2009).

O conteudo de

pigmentos cloroplastidicos  foi
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determinado por meio da extragdo com dimetilsulfoxido
(DMSO), mediante ajustes da metodologia descrita por
Wellburn (1994) e Moura et al. (2018). A permeabilidade de
membranas foi determinada por meio da Taxa de Liberagao
de Eletrdlitos (TLE), segundo adaptagdo da metodologia
descrita por Vasquez-Tello et al. (1989) e Pimentel et al.
(2002).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) seguida da analise de regressdo, em funcao das
doses do herbicida glifosato. As analises estatisticas foram
realizadas no software Sisvar 5,6 ¢ para a plotagem dos
graficos foi utilizado o software SigmaPlot 10.0.

3 Resultados e Discussdo
3.1 Trocas gasosas

As variaveis fisiologicas analisadas em G. americana
apresentaram resposta polinomial quadratica, com ajustes
(R?) variando entre 0,1921 e 0,9722. Verificando-se que,
conforme o aumento das doses do herbicida glifosato, houve
redu¢@o na condutancia estomatica (gs), carbono interno (Ci),
taxa fotossintética (4), taxa transpiratdria (E), relagdo entre
a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca) e eficiéncia
instantanea de carboxilacdo (EiC), desde o primeiro dia de
avaliacdo, em relagdo as plantas controle (Figura 1).

Figura 1 - Condutancia estomatica - gs; carbono interno - Ci; taxa fotossintética — A4; taxa transpiratoria— E; relagdo entre a concentracao

interna e externa de CO, — Ci/Ca e eficiéncia instantdnea da carboxila¢do — EiC, em plantas de Genipa americana L.
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Atrelada a reducdo da condutincia estomatica esta a
diminuigdo dos valores de concentragdo interna de CO,, da
taxa fotossintética, taxa transpiratoria e eficiéncia instantanea
de carboxilagdo, que sdo variaveis diretamente ligadas com
a abertura e fechamento dos estdmatos. Batista et al. (2017),
estudando Pouteria torta e Oliveira et al. (2021) ao estudar
Bowdichia virgilioides, também relacionaram a diminuigdo
dos valores de 4, gs e E, ao modo de acdo do glifosato nas
células estomaticas.

A aplicagdo do glifosato também diminuiu a taxa
fotossintética liquida (4) das plantas em todas as doses
analisadas, sendo que as reducdes que mais se destacaram
foram de 31,04% e 46,19% aos 11 DAA, nas doses de 400
e 800 g e.a. L', respectivamente, em relagdo com plantas
controle (Figura 1). Os resultados referentes a taxa de
transpiragao (F) da espécie exposta ao herbicida reduziram de
1,34% a 14,26% na dose de 25 g e.a. L'!; 3,98% a 11,05% na
dose de 100 g e.a. L''; 1,00% a 7,88% na dose de 200 g e.a.
L1 17,86% a 41,17% na dose de 400 g e.a. L' e; 30,40% a
58,25% na dose de 800 g e.a. L' em comparagdo com plantas
ndo expostas ao herbicida (3,17 mol H,0O m? s'a 4,12 mol
H,0 m?s™) (Figura 1).

Essa redu¢ao pode ter sido causada em fungdo de menor
abertura estomatica, sendo esse processo importante para
a regulagdo da perda de agua pela planta e para o controle
da taxa de absorgdo de CO,. De acordo com Pereira et al.
(2010), a aplicagao de herbicidas inibidores de EPSPs tende
a diminuir a transpiragao, através da inibi¢do de aminoacidos
essenciais ¢ desbalanceamento metabolico, o que corroboram
com os resultados encontrados neste trabalho.

No presente estudo, os efeitos indiretos do herbicida
podem ter provocado uma redugdo da assimilacdo liquida
em G. americana, pois apesar do glifosato ndo ser um
inibidor fotossintético, esse atua como inibidor da enzima
5-Enolpiruvilshikimato-3-Fosfato (EPSPs), que
catalisa a condensacdo de fosfoenolpiruvato e acido

sintase

chiquimico e isso interrompe a rota do acido chiquimico.
Esta interferéncia na via da EPSPS sintase provoca diferentes
impactos, em diversos processos na fisiologia das plantas
(GOMES et al., 2017). Cruz et al. (2021) verificaram um
actimulo de acido chiquimico em folhas de E uniflora, apds
exposi¢do ao herbicida glifosato e constataram, dessa forma,
esta espécie seja sensivel ao glifosato.

A condutancia estomatica (gs) (Figura 1), nas plantas que
foram expostas as doses de 400 e de 800 g e.a. L' do glifosato,
apresentaram médias menores, com reducao de 49,3% e de
49,8% aos dois DAA ¢ 57,44% ¢ 70,04% aos 14 DAA do
herbicida, respectivamente, quando comparado com as plantas
controle. Santos et al. (2020) também observaram redugdo
nos valores de fotossintese, de transpiragdo e de condutancia
estomatica em Cenostigma macrophyllum, ¢ indicaram a
atuacdo do glifosato nos estomatos. Isso porque, a camada de
cuticula sobre as células-guarda ¢ mais fina e, como o referido
herbicida penetra na planta através da epiderme das folhas, os
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estomatos sdo os primeiros a serem afetados pelo glifosato,
apresentando sensibilidade ao efeito do glifosato.

Quanto a concentragdo interna de carbono (Ci), os maiores
valores foram observados nas plantas controle, variando de
262,98 umol CO, mol™ a 292,32 umol CO, mol™, e as menores
concentragdes internas de carbono (Ci) nas plantas expostas
ao glifosato na dose de 800 g e.a. L, variando entre 199,68
umol CO, mol™ a 249,43 umol CO, mol™! (Figura 1). Segundo
Yanniccari et al. (2012), ¢ possivel que o glifosato tenha efeito
direto sobre as células guarda, provocando o fechamento dos
estomatos, o que corrobora com os dados encontrados no
presente trabalho, pois se observou baixa concentragdo de
carbono no mesofilo foliar.
foi relatado que o glifosato pode
promover a descamacdo da cera epicuticular das folhas em

Recentemente,

H. chrysotricus ¢ G. gardneriana, o que foi constatado por
meio de andlises micromorfoldgicas e isso pode ter obliterado
os estomatos, promovendo uma diminui¢ao de gs (FREITAS-
SILVA et al.,2020). Assim, sugere-se que sejam feitas analises
de micromorfologia foliar em plantas G. americana expostas
ao glifosato, para confirmar o real motivo da interferéncia do
glifosato nas trocas gasosas destas plantas.

Analisando a relagdo Ci/Ca nas plantas de G. americana
observou-se que todos os tratamentos seguiram tendéncia
semelhante as demais varidveis avaliadas, com valores
diminuindo a medida que a dose do herbicida foi aumentada.
Ao 14° DAA, os resultados da relagdo Ci/Ca na espécie
avaliada decresceram 1,98%, 5,11%, 4,23%, 13,08% e
21,74%, nas doses de 25, 100, 200, 400 ¢ 800 g e.a. L' do
herbicida, respectivamente, em relagdo as plantas controle
(com valores que variaram de 0,715 a 0,805 durante as
avaliagdes) (Figura 1).

Nos valores quantificados para eficiéncia instantanea da
carboxilagdo (EiC), (Figura 1), nota-se que as plantas expostas
ao herbicida foram afetadas, negativamente, com o aumento
das doses do glifosato, apresentando nas maiores doses (400 e
800 g e.a. L"), redugdes de 14,76% e 21,94%, em relagdo ao
controle, aos 14 DAA do herbicida. A eficiéncia instantinea
da carboxilagdo (EiC) nas plantas controle variaram de 0,038
a 0,048 durante o periodo avaliado. Percebe-se que, apesar de
haver o controle do ambiente no momento das leituras, ainda
acontecem oscilagdes nas variaveis analisadas, pois além de
ser uma medida pontual, ocorreu variagdes climaticas no dia
em que foram realizadas as avalia¢des.

Durante as avaliagdes de trocas gasosas, o CO, externo
foi controlado, inferindo-se que a redug¢do de Ci/Ca, em G.
americana, ocorreu em fungdo da diminui¢do da concentragio
de CO, no interior da folha, visto que o consumo natural do
CO, presente no mesofilo (Ci), diminui a relagdo Ci/Ca. Porém
a fotossintese foi reduzida com a exposi¢cao do glifosato e
pode estar relacionada com a eficiéncia da rubisco (ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase/oxygenase).

Quanto a eficiéncia da carboxilagdo (4/Ci), que representa
indiretamente a atividade da rubisco, percebe-se que os

341



resultados quantificados sdo semelhantes aos encontrados por
De Maria et al. (2006) que, trabalhando com Lupinus albus,
observaram uma diminui¢do de aproximadamente 26% da
atividade da rubisco apos sete dias da aplicacdo de 10mM de
glifosato. Mateos-Naranjo e Perez-Martin (2013) relataram
que o glifosato diminui a eficiéncia carboxilativa de rubisco,
possivelmente, por formar espécies reativas de oxigénio
(AHSAN et al., 2008), o que desencadeia menor eficiéncia do
ciclo de Calvin (WATANABE et al., 2013).

Quanto ao conteudo de pigmentos cloroplastidicos e a
permeabilidade de membranas, ndo foram observados danos

em G. americana (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Taxa de Liberagao de Eletrélitos (TLE), em plantas
de Genipa americana L. submetidas a diferentes concentragdes
de glifosato
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Fonte: dados das pesquisas.

Figura 3 - Contetido de pigmentos cloroplastidicos (clorofila a (Cla), clorofila b (CIb), carotenoides (Car) e indice de feofitinizagio
(IF)), em plantas de Genipa americana L., submetidas a diferentes concentragdes de glifosato
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Fonte: dados das pesquisas.

Portanto, ndo houve interferéncia significativa do herbicida
na taxa de liberag@o de eletrolitos (TLE). A TLE serve para
inferir possiveis danos causados as membranas celulares,
através da liberacdo do conteudo protoplasmatico, ficando
evidenciado que as plantas de G. americana ndo tiveram a
integridade das membranas comprometidas com o aumento
das doses do glifosato.

Santos et al. (2020), estudando o efeito de diferentes
concentragdes de glifosato em Cenostigma macrophyllum,
encontraram resultados semelhantes, ao ndo observar danos
em relacdo a permeabilidade da membrana ¢ ao contetido
de pigmentos cloroplastidicos. Em contrapartida, dados
contrarios aos encontrados neste trabalho foram observados
em plantas de Bowdichia virgilioides, que apresentou danos
na membrana, apos exposi¢do ao glifosato, com o aumento
na taxa de liberacao de eletrdlitos a partir da dose de 50 g
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i.a ha' (OLIVEIRA et al., 2021). Assim, para G. americana
o conteudo de pigmentos cloroplastidicos e a permeabilidade
de membranas no sdo bons pardmetros para observagdo de

efeitos fitotoxicos de glifosato.

4 Conclusao

Os parametros fotossintéticos (trocas gasosas, taxa
fotossintética, taxa transpiratoria, relagao entre a concentracao
interna e externa de CO, (Ci/Ca) e eficiéncia instantanea de
carboxilago), em plantas de G. americana, sao afetados e em
fungdo de sua exposi¢do ao glifosato.

Porém, o conteudo de pigmentos cloroplastidicos e a
permeabilidade de membranas ndo sdo bons pardmetros para

observacao de efeitos fitotoxicos de glifosato nesta espécie.
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