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RESUMO

Os problemas ambientais decorrentes da utilizacdo intensiva de agrotoxicos sdo
preocupantes. Copaifera langsdorfii (Fabaceae), € uma espécie nativa do cerrado e inserida no
contexto de comunidades tradicionais que interagem, do ponto de vista ambiental, medicinal,
econdmico e social, com esta espécie. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar
respostas visuais, fisiologicas e anatdmicas de plantas de C. langsdorfii expostas ao glifosato.
Foi realizado um experimento com 4 tratamentos, 7 repeticbes e 3 diferentes doses do
agrotoxico Glifosato (Roundup Original DI® sendo as doses: 200, 400 e 800 g i.a. ha'l, e o
controle (0). As plantas foram expostas uma Unica vez e mantidas em casa de vegetacdo por 30
dias. As analises visuais foram durante todo o experimento com énfase na fitotoxidade. Foram
realizadas analises fisiologicas, através de um analisador de gases infravermelho (IRGA) e a
quantificacdo de acido chiquimico. A caracterizagdo anatdbmica seguiu protocolo de inclusdo
em parafina e andlises histoquimicas para amido e compostos fendlicos. As plantas
apresentaram poucos danos visuais em suas folhas, 30 dias apds exposicdo ao agrotoxico
glifosato. Dos parametros fisioldgicos as trocas gasosas foram pouco alteradas e ndo houve
alteracdo na quantificacdo do acido chiquimico. Entretanto, foram observadas alteracbes
anatdbmicas (microscopicas) e, nas andlises histoquimicas das estruturas celulares dos foliolos
analisados. [Esses resultados indicam que, apesar das plantas de C. langsdorfii terem
apresentado caracteristicas de tolerancia ao glifosato nos parametros visuais e fisiologicos,
sofreram danos nas estruturas celulares.

Palavras-chaves: Agrotoxicos. Herbicida. Copaiba



ABSTRACT

The environmental problems arising from the intensive use of pesticides are worrying.
Copaifera langsdorfii (Fabaceae), is a species native to the cerrado and inserted in the context
of traditional communities that interact, from an environmental, medicinal, economic and social
point of view, with this species. Therefore, the objective of this work was to verify visual,
physiological and anatomical responses of C. langsdorfii plants exposed to glyphosate. An
experiment was carried out with 4 treatments, 7 replications and 3 different doses of the
pesticide Glyphosate (Roundup Original DI® with doses: 200, 400 and 800 g a.i. ha-1, and the
control (0). The plants were exposed to a single time and kept in a greenhouse for 30 days.
Visual analyzes were carried out throughout the experiment with an emphasis on phytotoxicity.
Physiological analyzes were carried out using an infrared gas analyzer (IRGA) and
guantification of shikimic acid. Anatomical characterization followed paraffin inclusion
protocol and histochemical analyzes for starch and phenolic compounds. The plants showed
little visual damage to their leaves, 30 days after exposure to the pesticide glyphosate. Of the
physiological parameters, gas exchange was little altered and there was no change in the
quantification of shikimic acid However, anatomical changes (microscopic) and, in the
histochemical analysis of the cellular structures of the leaflets analyzed, were observed. These
results indicate that C. langsdorfii, despite the plants showing characteristics of tolerance to
glyphosate in visual and physiological parameters, suffered damage to cellular structures.

Keywords: Agrochemicals. Herbicide. Copaiba
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1 INTRODUCAO

Os problemas ambientais decorrentes da utilizagdo intensiva de agrotoxicos sao
preocupantes. Diante deste cenario € de suma importancia o estudo sobre o assunto, a fim de
analisar possiveis dimensdes dos impactos causados. A utilizagdo de agrotoxicos sem 0s
minimos cuidados expde comunidades rurais e 0s ecossistemas aquaticos e terrestres a um
conjunto de riscos ainda desconhecidos (DE ANDREA et al, 2008). O uso excessivo e
descontrolado de agrotdxicos constitui um importante agente de contaminacdo do solo, da agua,
chegando a sadde publica (SILVERIO et al, 2012).

Os impactos na salde publica sdo amplos, atingem grandes territorios e abrangem
diferentes grupos populacionais. O dossié ABRASCO é umalerta & sociedade e
ao Estado brasileiro (CARNEIRO et al, 2015). Os agrotdxicos possuem um potencial risco a
salde e a0 meio ambiente, devido a suas caracteristicas toxicoldgicas e ecotoxicologicas e, sua
legislacdo reguladora é considerada complexa pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA et al, 2002). Além disso, dentro de toda a cadeia do consumo, desde a pesquisa de
novos insumos, até o uso pelos agricultores, varios érgaos governamentais, sejam eles federais,
estaduais ou municipais, atuam até o momento no controle e fiscalizacdo, sendo o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis umas das
principais (IBAMA, 2014).

Apesar da Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer, ligada a Organizagcdo
Mundial de Sadde (OMS) estabelecer limites para a presenca de agrotoxicos no solo, com base
em estudos epidemioldgicos e toxicologicos, a Organizacdo Internacional do Trabalho (OIT)
afirma que os agrotoxicos causam 70 mil intoxicacdes agudas e crdnicas porano e que evoluem
para Obito, em paises em desenvolvimento (INCA, 2021). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), séo registradas 20 mil mortes por ano, devido ao consumo de agrotdxicos
(INCA, 2021).

Outros mais de sete milndes de casos de doencas agudas e crénicas nao fatais também
sdo registrados. Estudos buscam elucidar quais s&o os efeitos que estas substancias podem
provocar em espécies ndo alvo, uma vez que o consumo de espécies contaminadas pode gerar
problemas de salde das pessoas que fazem o uso destas plantas (INCA, 2019; DOS SANTOS
et al, 2020).

E, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento, em relagcdo ao cenario mundial,
0 Brasil esta entre 0s paises que mais consomem agrotdxicos. Realidade presente também no

Norte/Nordeste brasileiro, marcada pela expansdo da agricultura de alta tecnologia nos estados
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do MATOPIBA, onde ha remanescentes do bioma Amazbnia e o bioma Cerrado ocupa 91%
desta regido (CONAB, 2018). Assim, apresente pesquisa teve como principal objetivo analisar
efeitos de exposicdo do agrotoxico glifosato em diferentes doses, em plantas da espécie nativa
do Cerrado de Copaifera langsdorfii aplicando diferentes metodologias, em busca de

indicadores da presenca deste agrotdxico e suas implicacfes socioambientais.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O bioma Cerrado

Obioma Cerrado compde 87% de todo territorio do Tocartins. Corsiderado o segundo maior
bioma. da América do Sul, o Cerrado é abundante em biodiversidade com ameior parte dasua vegetacao
semelhante a savana, com anvores baixas, esparsas, troncos retorcidos, fohas gossas e raizes bngas
(DE BRITTO, 2021). Una das particularidades das avores do Cerrado € a forma torta cono elas
crescem Isso ocorre devido a ocorrércia de incéndios, apds a passagem do fogo, as folhas e as gemas
(agomerados de células que déo origem a novos galhos) sofrem necrose e morrem. As gemes gue ficam
nes extremidades dos gahos sdo substituidas por gemes internas, gue surgem em outros lugares,
quebrando a linearidade do crescimento (RIBEIRO, 1989; RIBEIRO, 2008; CANDIDO, 2016).

O Cerrado € tido como o berco das aguas do pal, poks possui nascentes importantes que
abastecem todo o territorio brasileiro, no qual formam ses das pricipais regides de hidrograficas
brasileiras e, &s0 proporciona diersos atrativos turisticos, influenciando ra economia de varios
municipios. Os principais ros, como Séo Francksco, Tocantins e Araguaia, Pamaiba, Parama e Paraguai,
estdo stuados na area da AmezOnia. A bekza natral do Cemado, que inclui cachoeiras, cascatas,
canons, bgos, rios e riachos, é um atrativo para os vsitantes gque Vem de outras regides do Brasil e do
mudo para explorar as bekezas raturals (PINTO, 2019; BRASIL, 2020).

No Tocantins, a biodiversidade e reas protegidas sdo monitoradas peb Secretaria de Estado
do Meb Anbiente e Recursos Hidricos (SEMARH), que destaca, as diversas espécies de animais, que
sdo endémicas e comseguem wwver aperes no bioma Cerrado, dentre ebs: o bbo guara, o tamandua
bandeira e aonca pntada (DO NORTE, 2017; DOS SANTOS NASCIMENTO et al, 2023).

No cerrado € de suma importancia, para o aperfeicoamento das politicas publicas
desenvolvidas no estado do Tocantins, por exemplo, o Manejo Integrado do Fogo (MIF), que é
uma atividade praticada ha muito tempo pelas comunidades quilombolas da regido do Jalapéo.
Somente com o tempo as técnicas foram reconhecidas cientificamente. A utilizacdo do fogo,
desde que planejado, é indispensdvel para estimular a floracdo do capim dourado (SILVA,
2023). Alem das comunidades tradicionais do Estado do Tocantins, o Cerrado também garante

a subsisténcia paraas quebradeiras de coco babacu e para as diversas associa¢des que dependem
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da flora do cerrado para desenvolverem os trabalhos, portanto, sdo necessarios a conservacao e

0 Uso sustentavel dessas riquezas nacionais.

2.2 Avancos e Desafios do desenvolvimento do estado do Tocantins frente a um mundo
globalizado

O Estado do Tocantins, nos dftimos 10 anos, tem apresentado um crescimento
socioecondmico bastante acentuado, que pode ser verificado pelo Produto Interno Bruto (PIB)
que passou de R$ 12.116.39 em 2008, para R$35.666.183 em 2018 (IBGE, 2018). E, para
primeiro semestre de 2023, o PIB apresentou crescimento de 3,7% em relacdo ao mesmo
periodo de 2022 (IBGE 2023). Na comparacdo entre setores, houve um desempenho positivo
na Agropecudria (17,9%), na Industria (1,7%) e nos Servicos (2,6%). O aumento foi liderado
pela atividade agricola, com destaque para as culturas de soja, milho e algoddo nessa regido, de
acordo com o IBGE em 2023.

Porém, a populagdo do estado Tocantins e dos estados da regido do MATOPIBA, nao se
inclui no discurso generalizado de que o0 agronegdcio gera riqueza, renda e estabilidade
econbmica para a populacdo, seja ela povos tradicionais, pequenos e médios produtores, bem
como a populacdo em geral. Adicionalmente, o relatdério da ONU de 2020 a 2021 mostra que 0
Brasil caiu da 862 para a 872 posi¢do no ranking de desenvolvimento humano (IDH), que mede
renda, escolaridade e saude. Além disso, a expectativa de vida média do brasileiro diminuiu de
75,3 anos em 2019 para 72,8 em 2021, conforme relatério da SAAB em 2021.

A expansdo da atividade agricola tem resultado ainda no aumento da utilizacdo de
agrotoxicos, 0 que é preocupante. A situacdo se agrava com a recente autorizacdo do governo
federal para mais 310 tipos de agrotoxicos em julho de 2021, sendo 90 principios ativos para a
fabricacdo de pesticidas e 220 produtos ja prontos para uso direto pelos agricultores. Esses
produtos prontos sdo conhecidos como produtos formulados. O estado de Tocantins esta em
segundo lugar no ranking dos estados da regido norte do pais em relacdo aos agrotdxicos, de
acordo com os indicadores AGROFIT divulgados pelo MAPA em 2023. Esses dados destacam
a necessidade urgente de monitorar constantemente o ambiente onde essas atividades ocorrem
(FLORENCIA et al, 2017).

Apesar disso, dos diversos tipos de agrotoxicos, o glifosato talvez seja o agrotoxico
mais famoso do mundo e o mais utilizado, sendo com certeza, o mais vendido para matar ervas
daninhas, permitindo aos produtores multiplicaram-se em ganhos de produtividade e
rentabilidade (DOMINGUES et al, 2019). E sisttmico, ndo-seletivo, que transformou a

agricultura, mas foi considerada a alternativa menos toxica, com classificacdo toxicolégica em



20

classe IV - Pouco toxico, com grau leve (cor verde) para o controle de plantas, segunda antiga
Lei N°7.802, de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1990); entra em vigor a LEI N°14.785, de 27
de dezembro de 2023 (BRASIL, 2023). No entanto, seu uso tem controversas, pois existem
evidéncias crescentes para possiveis efeitos ecotoxicoldgicos profundos deste herbicida na
biodiversidade (BOURGUET et al, 2016).

Mas sim, é notorio e visivel, osimpactos dos recursos naturais do bioma Cerrado que sofre
cada vez mais com os desmatamentos sem controle, em decorréncia da producdo agricola e na
exportacdo de commodities que acabam por causar o desequilibrio ambiental (FELICIANO et
al, 2019). Com isso gera a necessidade de realizar um desenvolvimento sustentavel associando
ao social, ambiental e econbmico. Surgindo também a importdncia de se reestruturar paisagens
que foram degradadas ambientalmente e a necessidade de aumentar a pesquisa de qualidade

sécioambiental.

2.3 Uso da copaiba nas praticas terapéuticas populares.

A utilizacdo de plantas com fins medicinais é uma pratica antiga, até hoje empregada
tanto na medicina popular, quanto na industria farmacéutica. O Oleo-resina extraido do tronco
da arvore de copaiba apresenta diversas propriedades, como medicinais, cosméticas e
industriais. Sendo uma das plantas com uso medicinal mais conhecida e utilizada no Brasil, o
6leo é encontrado na forma farmacéutica de pomadas, Gleos in natura, capsulas, emulsdes, entre
outros (MACIEL et al, 2002; ZAMBONIN et al, 2019). O 6leo-resina de copaiba é extraido de
uma &rvore nativa do Brasil, a C. langsdorffii, apresenta mltiplas aplicacbes de grande
interesse medicinal. O Oleo € utilizado para diversas indicagcbes, como exemplo, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antitumoral, contraceptivo, atividade sobre a mucosa gastrica,
funcdo renal e hepética; antiofidica (GARCIA E YAMAGUCHI et al, 2012;). Estes dados
mostram a importancia socioambiental desta espécie.

Um fato preocupante é que muitas areas remanescentes de vegetacdo nativa de cerrado
estdo proximas adarea agricultdvel e podem comprometer a qualidade e a satde ambiental destes
fragmentos e das populacdes que usufruem destas plantas, em funcdo da deriva de agrotoxicos
(VIVO, WWEF, 2018). Ressalta-se que povos tradicionais possuem uma relacdo direta, muitas
vezes até extrativista destas espécies nativas com fins alimentares, medicinais, dentre outros
usos de plantas do cerrado (DICKIE et al, 2016).

Em seu livro “A mata que Cura Plantas medicinais do cerrado e da mata” a autora
Felisberta Pereira da Silva, raizeira, benzedeira, mestra suceira, artesd, trancadeira descendente

de escravo pelo lado paterno e india pelo lado materno, hoje com 64 anos de idade, em sua obra
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registra o trabalho com fitoterapia popular, que visa contribuir com o resgate dos saberes
tradicionais, ancestrais das raizes tocantinense e enfatizar o grande potencial do estado do
Tocantins no uso de plantas medicinais diante da riqueza natural e dos conhecimentos
repassados de geracdo em geracdo. A autora é natural do municipio historico de Natividade,
hoje com 288 anos, localizada na regido sudeste do estado do Tocantins (FELISBERTA, 2021).

2.4 O glifosato

O dlifosato € o herbicida de maior utilizagdo no Brasil e no mundo. Atualmente, o
produto esta registrado em mais de 130 paises para uso em diferentes ambientes agricolas e
ndo-agricolas, e representa uma das melhores relagfes custo / beneficio para o produtor rural,
guando comparado aos outros métodos de controle, usados principalmente para combater ervas
daninhas e plantio direto (AMARANTE, 2022; SANTOS, 2013).

Em sua atuacdo quimica ele é sisttmico e ndo segmentado. Atua inibindo o
crescimento da planta por meio da inibicdo da producdo de certos aminoacidos aromaticos
essenciais para a biossintese de proteinas (WHO. 1994). As recomendacbes de uso foram
avaliadas e aprovadas para uso comercial pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA); pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA - Ministério do Meio Ambiente) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) - Ministério da Satde (ANVISA, 2003b).

O principio ativo glifosato constam as seguintes informacdes: nome quimico, N-
(fosfonometil) glicina; grupo quimico, glicinas substituidas; classe toxicologica IV, pouco
toxico, (FRANZ et al, 1997), usos agricolas autorizados: aplicacdo em poOs-emergéncia das
plantas infestantes nas culturas de algoddo, arroz, banana, café, cana-de-agUcar, citrus, coco,
fejjao, fumo, mamao, milho, seringueira, soja, trigo e uva; aplicagdo como maturador de cana-
de-acucar. Sua aplicagdo tem a funcdo de eliminar soqueira no cultivo de arroz e cana-de-
acucar; aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes em florestas de eucalipto e pinus;
aplicacdo para o controle da rebrota do eucalipto; e aplicacdo como dessecante na cultura da
soja (ANVISA, 2016; BARROS, 2017).

No banco de dados Agrofit (MAPA, 2016), que contém informagdes sobre 0s produtos
agrotoxicos e afins registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
constam 59 produtos comerciais contendo o glifosato como principio ativo; 11 produtos
contendo sal de amdnio do glifosato, para uso exclusivo e seletivo em variedades de soja
geneticamente modificadas; 19 produtos contendo o sal de isopropilamina do glifosato e; 04

produtos com sal de potassio do glifosato (Malik et al., 1989), com uso permitido para aplicacao
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em pos-emergéncia das plantas infestantes nas culturas de café, milho, soja e trigo; aplicacdo
em jato dirigido na cultura de café; sistema de plantio direto nas culturas de milho, soja e trigo;
aplicacdo em pos-emergéncia das plantas infestantes nas culturas de eucalipto e pinus; e
aplicacdo em jato dirigido (ENGELMANN, 2016; MAPA, 2016; NODARI et al, 2020).

Vale ressaltar que além dos riscos da toxicidade dos materiais, uma preocupacao efetiva
da Saude e Seguranca do Trabalho (SST), ou originados no seu processo de producdo, as
tecnologias emergentes, entre elas as mudancas organizacionais significativas no ambiente de
trabalho, ora em razdo das peculiaridades para a sua producdo, ora pela aplicacdo destas
tecnologias nos postos de trabalho. Seus impactos na salde, meio ambiente e no mundo do
trabalho e controle dos riscos, sdo fatores ambientais que podem causar lesdo, doenga ou
inaptidao, ou afetar o bem-estar dos trabalhadores e da comunidade (POL, etal, 2001).

Para validar ainda mais esse trabalho relato os apontamentos da pesquisadora Larissa
Bombrardi que hoje € Referéncia Nacional e internacional de estudos ao Agrotoxico, dentre 0s
estudos esta o de 2001 que em seu livro, retrata; O Bairro Reforma Agréria e o processo de
territorializacdo camponesa; legado de resisténcias e territorialidades para a Amazbnia
(BOMBARDI, 2001, e mais recém-publicada esta o livro, Agrotoxicos e colonialismo quimico,
peb editora Ekfante aponta dados alrmantes sobre aaplicacdo desses produtos nes bvouras brasileiras.
Segundo aautora, entre 2010 e 2019, o Ministério da Salde registrou a ntoxicagdo de 56.870 pessoas
por essas substancias (BOMBARDI, 2023). No entanto, a autora estima que haja uma subnotificacédo
na ordem de 1 para 50 — 0 que podera kvar 0 nimero de pessoas afetadas a quase trés milhdes
(BOMBARDI, 2024).

2.5 Legislacao
2.5.1 O que diz a lei dos agrotoxicos n° 7802/89.

De forma geral, a lei dos agrotoxicos (lei 7802/89) estabelece todas as regras para
producdo, comércio e uso de defensivos agricolas no territorio nacional. Ela detalha todas as
diretrizes a serem seguidas, sendo: Experimentacdo; Producdo; Embalagem e rotulagem;
Transporte; Armazenamento; Comercializacdo; Propaganda comercial; Utilizacdo; Importacao
e exportacdo; Destino final dos residuos e embalagens; Registro e classificacdo de novos
produtos; Controle; Inspecéo e fiscalizacdo de agrotoxicos, seus componentes e afins. Uma das
principais normas estabelecidas pela lei dos agrotdxicos, quanto ao comércio e uso dessas

substancias, diz respeito a necessidade de uma receita agrondbmica (BRASIL, 90).
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As questdes mais relevantes na area da defesa do Consumidor referem-se ao uso de
agrotoxicos ndo autorizados pela ANVISA, ou com limites de residuos acima dos

regulamentares, detectados em amostras de alimentos expostos a venda em geral frutas,
legumes, verduras e grdos (ANVISA, 2003).

A Instrucdo Normativa Conjunta n° 01 de 16 de junho de 2014, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovavéis e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- Estabelece as diretrizes e
exigéncias para o registro dos agrotdxicos, seus componentes a fins para culturas com suporte

fitossanitario insuficiente, bem como o limite maximo de residuos permitido (BRASIL, 2018).

O ano de 2023 finalizou com a vigéncia da nova Lei n° 14.785/2023, publicada em 27
de dezembro de 2023, que regula a utilizacdo de agrotdxicos, dentre outras disposicdes que
substitui a antiga Lei n° 7.802/1989. Essa mudanca trouxe um perfil mais técnico e descritivo
ao diploma legal, que abrange aspectos relacionados aos residuos, suas embalagens, o registro,
classificacdo, controle, inspecdo e a fiscalizagdo de agrotdxicos e outros produtos de controle

ambiental e correlatos. Em suas disposicdes preliminares:
Art. 1° A pesquisa, a experimentagdo, a producdo, a embalagem, a
rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a
utilizagcdo, aimportagdo, aexportacdo, o destino final dos residuos e das
embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecédo e a
fiscalizacdo de agrotdxicos, de produtos de controle ambiental, de seus

produtos técnicos e afins sdo regidos por esta Lei.

§ 1° Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos destinados ao uso nos setores de protecdo de ambientes
urbanos e industriais sdo regidos pela Lei n® 6.360, de 23 de setembro
de 1976.

8§ 2° Os produtos com fungéo adjuvante ndo sdo regulados por esta Lei
e serdo regidos por regulamento especifico.

Art. 2° Para os efeitos desta Lei, consideram-se:

| - Aditivo: substancia ou produto adicionado a agrotoxicos, a produtos
de controle ambiental e afins, para melhorar sua acdo, funcéo,
durabilidade, estabilidade e deteccdo ou para facilitar o processo de
producdo;

Il - Adjuvante: produto utilizado em mistura com produtos formulados
para melhorar a suaaplicagdo;


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/LEIS/L6360.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/LEIS/L6360.htm
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Il - afins: substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, fitorreguladores, ativadores de planta, protetores e outros
com finalidades especificas;

IV - Agente biologico de controle: organismo vivo, de ocorréncia
natural ou obtido por manipula¢do genética, introduzido no ambiente
para o controle de uma populagdo ou de atividades biolégicas de outro
organismo vivo considerado nocivo;

V - alvo biolégico: organismo que demanda controle pelo uso de
agrotoxico ou de produto de controle ambiental;

VI - analise dos riscos: processo constituido pelas seguintes fases:

a) avaliagdo dos riscos: caracterizacdo cientifica e sistematica da
natureza e da magnitude dos riscos a sallde humana e ao meio ambiente
resultantes da exposicdo a determinadas substancias ou produtos, cujo
processo inclui a identificacdo do perigo, a avaliacdo da dose-resposta
(caracterizagdo do perigo), a avaliacdo da exposicdo a substanciae a
caracterizagdo dorisco;

b) comunicagdo dos riscos: transmissdo de informagdes relativas a
perigos e a riscos, bem como a fatores relacionados com riscos e com a
percepcéo dorisco, especialmente as pertinentes a0 manuseamento e a
aplicagdo de agrotdxico e de produtos de controle ambiental, bem como
ao estabelecimento de requisitos minimos de salde e segurancano local
de trabalho para precaver os riscos decorrentes da exposi¢do dos
trabalhadores a esses produtos, e as medidas preventivas, gerais e
especificas, para a reducdo desses riscos (BRASIL, 2023).

Na nova lei, estabelece que fica proibido o registro de agrotdxicos que, nas condicdes
recomendadas de uso, apresentem risco inaceitdvel para os seres humanos ou para 0 meio
ambiente, por permanecerem inseguros, mesmo com a implementagdo das medidas de gestdo
de risco. Ja no artigo 2° da lei, verificam-se classificacbes importantes, que podem servir de
guia a intepretacdo do proprio texto legislativo, mas também tendem a estabelecer parametros

a intepretacdo de regulamentos diversos, relacionados ao setor agricola.

A Lei, revoga as Leis n°s 7.802, de 11 de julho de 1989, e 9.974, de 6 de junho de
2000, e partes de anexos das Leis n°s 6.938, de 31 de agosto de 1981, e 9.782, de 26 de janeiro
de 1999. E na Secéo IV, a Lei, da Autorizacdo de Extensdo de Uso de Agrotoxicos em Culturas

com Suporte Fitossanitario Insuficiente (CSFI). Em seu, Art. 16.

InstituicOes  representativas  de agricultores ou de
profissionais  legalmente  habilitados e conselhos de
categorias profissionais legalmente habilitadas, entidades
de pesquisa ou de extensdo ou os titulares de registro
poderdo pedir ao Orgao federal registrante a autorizacdo da
extensdo de uso de agrotoxicos ou afins ja registrados para
controle de alvos bioldgicos em culturas com suporte
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fitossanitario insuficiente (CSFI) e deverdo instruir o
processo com os estudos para a analise do 6rgdo registrante,
caso necessario.

A Lei m° 14.785/2023 em sua disposicdo final, no CAPITULO XIII, registra a
implantacdo oficial do sistema unificado de informacgéo, peticdo e avaliacdo eletrénica (SISPA).
O Sispa sera desenvolvido e implementado no prazo de 360 (trezentos e sessenta) dias, contado
da publicacdo desta Lei (BRASIL,2023).

Art. 58. Einstituido o Sistema Unificado de Informacéo, Peticdo e
Avaliagdo Eletronica (Sispa), coordenado pelo o6rgdo federal
responsavel pelo setorda agricultura, com o objetivo de:

| - adotarsistema Unico de avaliagdo dos requerimentos de registro e de
alteracdes de registro de agrotdxicos, para os fins previstos no caput do
art. 1° desta Lei;

Il - disponibilizar informagdes sobre o andamento dos processos
relacionados com agrotoxcos;

Il - facilitar a apresentagdo, o cadastro e a avaliagdo dos dados e
informagdes apresentados pelas empresas registrantes;

IV - facilitar o acolhimento de dados e informagdes relativos a
comercializagdo de agrotdxicos e afins;

V - garantir a seguranca da informagéo sigilosa e de segredos industriais
sob penade responsabilidade;

VI - implementar, manter e disponibilizar dados e informagGes sobre as
quantidades totais de produtos, por categoria, importados, produzidos,
exportados e comercializados no Pais, bem como os produtos ndo
comercializados;

VIl - manter cadastro e disponibilizar informagdes sobre as empresas e
as areas autorizadas para pesquisa e para experimentagdo de
agrotéxicos e afins;

WVIII - permitir a interacdo eletrbnica com as empresas registrantes de
agrotoxicos e afins;

IX - proceder a submissdo eletr6nica obrigatéria de todos os
requerimentos de processos de registro e de alteragGes de registro de
agrotéxicos e afins.

Diante dessa nova jornada da Lei, se faz necessario acompanhar a regulamentacdo da
lei por meio de decretos e regulamentos administrativos, 0s quais detalhardo os parametros de
efetividade no dia a dia do campo. Ademais, a responsabilizagdo no a&mbito criminal ainda
possui alto grau de abstracdo e subjetividade, o que exige atencdo dos operadores, a fim de

garantir a legalidade e adequacdo no exercicio das suas atividades com o exigido pela
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legislacdo. A Lei n° 14.785/2023 do Agrotdxico propde mudancgas significativas, incluindo a
modernizacdo da legislacdo sobre agrotoxicos, a simplificacdo do registro de novos produtos,
a atualizacdo das regras para uso e armazenamento, e a criacdo de medidas de controle mais
eficientes. No entanto, € importante notar que as opinides sobre esses avangos sdo divergentes

entre os setores envolvidos.

2.6 Glifosato x plantas nativas do cerrado

Estudos que utilizam aspectos morfoldgicos, anatdomicos, fisioldgicos e quimicos
como deteccdo de fendlicos totais, quantificacdo do &cido chiquimico de plantas nativas
expostas a agrotdxicos, sdo importantes para elucidar caracteristicas que podem contribuir
como bioindicadoras de resisténcia, tolerancia ou sensibilidade aos herbicidas (LORENTZ et
al, 2015; SILVA et al, 2016). Dois exemplos recente de trabalhos foram realizados por (DE
FREITAS-SILVA et al, 2020; VICENTINI et al, 2023). Foram utilizadas metodologias
fisiologicas, anatdmicas, e quimicas, dentre elas estd a quantificacdo do acido chiquimico como
indicador da presenca de exposi¢do ao glifosato. Além disso, esses trabalhos, indicam que pode
ou ndo promover a inibicdo da atividade dos tecidos vegetais, que aponta indicadores de
metabolismo sensivel para a toxicidade do glifosato em sub doses.

Outros trabalhos mostram os efeitos do glifosato em plantas nativas do cerrado tais
como estas duas espécies de Fabaceae: Hymenaea Courbaril L. (MORAES et al, 2020) e
Bowdichia virgilioides (DE ARAUJO et al, 2021). Outro exemplo foi o estudo utilizando a
espécie Genipa americana (SILVA et al, 2022), cujas plantas foram expostas a diferentes
concentracdes de doses do glifosato, e apontou resultados de toxicidade em todos os parametros

fisiologicos e anatbmicos causados por este herbicida,

3 HIPOTESE
A aplicacdo do agrotoxico glifosato em espécie nativa do cerrado, pode estar afetando

a anatomia e fisiologia das plantas de importancia socioambiental.

4 JUSTIFICATIVA

Estudos que possam servir de subsidio no diagndstico da presenca de agrotoxicos, em
plantas nativas do cerrado, de importancia social e ambiental, sdo necessarios. Pois, muitas
destas plantas nativas sdo utilizadas por comunidades tradicionais na alimentacdo ou ainda,

como uso medicinal. Assim, uma vez que estas plantas estejam contaminadas elas podem afetar
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inclusive a saude humana. O diagndstico da presenca destes agrotdxicos pode servir de alerta

para evitar o consumo destas plantas e minimizar possiveis contamina¢es a saude humana.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Avaliar respostas morfoanatbmicas e fisioldgicas em plantas de interesse
socioambiental de Copaifera langsdorffii, expostas ao glifosato, como potencial ferramenta de

diagndstico da presenca deste agrotdxico.

5.2 Objetivos especificos
1. Avaliar respostas visuais, anatbmicas e fisiologicas, em plantas de Copaifera
langsdorffii, expostas ao agrotoxico glifosato;
2. ldentificar caracteristicas que possam subsidiar estudos de bioindicagdo da presenca
deste agrotoxico, em plantas do cerrado de uso alimenticio e medicinal;

3. Inferir sobre a presenca de glifosato nas folhas das plantas analisadas.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Descricdo da espécie estudada

A espécie Copaifera langsdorfii Desf. (Fabaceae), conhecida pelo nome popular de
copaiba, pau-d’oleo, guaranazinho, possui a seguinte classifica¢do botanica: arvore com até 35
metros de altura, folhas alternas, compostas com foliolos elipticos a obovais,
flor: inflorescéncia (panicula) apical, axilar com varias flores (100 a 2000) de cor creme, creme-
esverdeada ou quase rosea, floragdo de dezembro a marco, fruto oval, castanho-avermelhado,
geralmente com uma Unica semente preta e alaranjada (arilo), frutificacdo entre agosto a
setembro, predominante em Ambiente de Mata de Galeria, Mata Ciliar, Mata Mesofitica,
Cerraddo, sua ocorréncia natural quanto a sua distribuicdo geografica (Figura 1), abrange doze
estados brasileiros, sendo eles: AL, BA, CE, DF, GO, MA, MG, MS, MT, PI, PR, SP, TO
(Ribeiro e Walter, 1998) e de acordo com levantamento bibliografico e acervo do Herbario do
INPA (DE SOUZA et al, 2009); (CARVALHO, 2014); e manual do usuario do herbario virtual
REFLORA (LEITMAN, 2019).
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Figura 1 — Mapa adaptado conforme distribuicdo geografica de dados catalogados dos
acervos dos herbérios virtual do INPA e REFLORA de Copaifera langsdorfii Desf. na
Amazonia Legal.

Mato Grossc

<> Copaifera langsdorfii Desf.

Fonte: De Souza (2009) adaptada.

A escolha da espécie estudada (Figura 1), partiu dos principios: ampla abundancia, além
de ser adaptavel a diferentes fisionomias do Cerrado, de ocorréncia natural; distribuicdo e
representacdo ecologica; sua importancia econbmica e medicinal, pois apresentam Oleo resinas
extraidos da casca do caule, que sdo usadas como anti-inflamatério e na industria farmacéutica,
além da importancia cultural, através do uso de sementes para a confeccdo de adornos, colares
e artesanatos por parte dos povos tradicionais indigenas, quilombolas e comunidades em geral
(RIBEIRO et al, 1998; CARVALHO et al, 2020; ZAMBONIN et al, 2019; SANTIAGO et al,
2021; PASCOAL et al, 2021; MOREIRA et al, 2023).

6.2 Local de estudo e condigdes de cultivo
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo climatizada (Figura 2) com
coordenadas geograficas 10°10°35.8” S e 48°21°29.3” W. As andlises dos dados foram

realizadas nos laboratorios de anatomia vegetal, fisiologia vegetal, genética aplicada,
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laboratério de solo, todos os espacos pertencentes a Universidade Federal do Tocantins - UFT,

campus Palmas.

Segundo a classificacdo de Koppe, o clima da regido € do tipo Aw continental tropical
Umido, uma vez que apresenta temperatura média 28 °C, do més mais frio acima de 22°C e
ainda duas estagBes bem definidas, verdo Umido e inverno seco (KOPPEN, 1928). A
precipitacdo média anual é de 1800 mm, sendo os meses de novembro e abril, 0s mais chuvosos,
e a nitida estac@o seca no inverno, de maio a outubro e considerados secos 0s meses de julho e
agosto (NASCIMENTO et al, 2020).

6.3 Estrutura da casa de vegetacao:

Antes de iniciar o experimento foi feita a neutralizacdo para ndo propagacdo de
patdgenos na casa de vegetacdo com calda bordalesa (em sua composicdo: 10 litros de agua;
100g de cal virgem; 100g de sulfato de cobre), seguindo metodologia (ANDRADE et al, 2001)
e extrato natural de folhas da planta Azadirachta sp. (Neem ou nim) de acdo inseticida
(contendo 100g de folhas frescas; 01 litros de agua, 250 ml de detergente neutro, embalage ns
ambar para o armazenamento do extrato (SANTOS et al, 2016). As aplicacbes foram realizadas
em toda estrutura das prateleiras, piso, em um raio de um metro de didmetro a toda a area
externa da casa de vegetacdo. O preparo do extrato e pulverizagcdo, ambas as a¢Ges ocorreram

no mesmo dia.

Figura 2 - Casa de vegetacdo onde foi conduzido o experimento. A: Vista frontal da casa
de vegetacdo; B: Vista aéra da casa de vegetacéo

Fonte: Acervo pessoal.

Na figura 02 podemos observar a estrutura onde foram conduzidos 0s experimentos.
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O experimento foi conduzido entre 0s meses de novembro de 2021 a abril de 2022, e para
processamento das amostras, foram utilizadas plantas de até 8 meses de vida (Figura 03). Os
32 individuos, foram obtidos a partir de doacdo do viveiro municipal, denominado de Horto
Florestal, localizado na AVSO 40, Avenida LO-09, municipio de Palmas, estado do Tocantins
TO. Inicialmente todas as mudas foram transferidas para vasos de polietileno vasados com 8Kg

com objetivo de minimizar estresse nas raizes e na muda.

Figura 3 - Demonstrativo visual da disposicdo dos vasos de C. langsdorfii na prateleira da
casa de vegetacdo; A: individuos antes da classificacdo e delineamento; B: Inividuos, apds o
delineamento de blocos.
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Fonte: Acervo pessoal.

6.4 Clima na casa de vegetacao: ambiente interno e externo

O monitoramento dentro e fora da casa de vegetagdo, quanto os fatores climéticos de
umidade, temperatura, umidade e velocidade do vento foi realizado atraves de uma estacéo
meteorologica automatica instalada dentro da casa de vegetacdo (sentinela), que utiliza o
software HOBE. Essa estacdo fez registro de leituras de cinco e cinco minutos, todos os dias
nas 24 horas, durante a conducdo do experimento na area interna. Os dados também foram
comparados com os dados disponibilizados pela estacdo meteorologica da Universidade
Federal do Tocantins, que é vinculada ao laboratorio de Meteorologia EMA/LABMET e pela
plataforma INMET no que tange o monitoramento da parte externa, onde os dados foram
similares aos dados da estagéo interna sentinela.

O monitoramento e leitura dos dados climatolégicos ocorreram no més de marco e
abril de 2022. Porém foi dado énfase aos valores da média, referente ao dia da simulacdo da
deriva, na qual ocorreu na area externa da casa de vegetacdo. Os valores correspondem ao
horario das 7h:50 min do periodo matutino, que registrou: temperatura °C 25.9, umidade %
81,3, velocidade do vento 386.2 (PAR, pmol/n?/s) e HR, % 83,9.
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Figura 4 - Valores médios de temperatura do ar e umidade relativa do ar, velocidade do
vento. Grafico com as médias da temperatura as 7h:50 min no periodo do experimento
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Fonte: Acervo pessoal.

6.5  Preparo do solo

Todas as mudas foram transferidas para vasos plasticos de 8kg. O solo utilizado no
plantio final de todas as plantas foi formado pela mistura de terra vermelha (latossolo), e
substrato, formado por esterco bovino maturado, 1:1 propor¢des curtidas por um periodo de 90
dias.

Utilizou-se também adubacdo liquida, rico em N, P, K, Mg, Ca, Fe, seguindo a
metodologia (HOAGLAND E ARNON, 1950). A solugdo nutritiva foi aplicada aos finais de
semanas no horério das 9h da manhd e volume padrdo de 250 ml para cada individuo.

A andlise do solo foi realizada pelo laboratorio de solos Agroambiental da
Universidade Estadual do Tocantins, campus Palmas/ UNITINS. Certificado pelos Programas
de andlise de Qualidade de Fertilidade da Embrapa, Selo IAC 2022, utilizou as duas
metodologias, Programa de Analise de Qualidade de Laboratérios de Fertilidade (PAQLF) e
EMBRAPA.

6.6 Irrigacéo

O sistema de irrigagdo ocorreu via micro asperséo, localizado no teto de toda a casa de
vegetacdo (Figura 5), sequindo o deslocar das prateleiras, em canos de polietileno e mangueiras
com diametro nominal de 16 mm, contendo espacados de 0,5 m e acoplada um sistema de
bombeamento, utilizando bomba de pressdo com uso do nanbmetro. Os aspersores utilizados

foram do tipo click tif, que sdo autocompensantes na faixa de pressdo de 1,0 a 4,0 bar com
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vazdo média de 4,0 L h'l. Foi utilizado um controle para programacdo automatica de tempo
para cada aspersdo. A &gua utilizada para a irrigacdo foi retirada do poco artesiano da UFT do
campus Palmas e armazenada em uma caixa d’dgua instalada ao lado da unidade de

bombeamento.

Figura 5 - Casa de vegetacdo com mangueiras no teto e distribuicdo de aspersores e
estacdo agro meteorolégica ao fundo (A); Disposicdo das espécies C. langsdorfii na bancada
(B); Caixa d'agua utilizada para armazenamento de dgua (C); Bomba com controle de vazéo

(D).

de 2023138

a Uk noe g6 2073 1550 18 de

eada/ohsd €5 48 35760000 Al 10 /94366666666665 48 35764500000000808
LERE S~ e Altifude TES
Fonte: Acervo pessoal.

Para a manutengdo de umidade na casa de vegetacdo, estabeleceu aspersdo inicial de
segunda a sexta feira, irrigacdo de hora em hora e com duragdo de cinco minutos. Iniciando as
9h da manhd e finalizando as 17h. Aos finais de semanas, ficou reservado para aplicacdo de
solucdo nutritiva e controle da aclimatacdo até os quinze dias. Logo ap6s os 15 dias de
aclimatacdo oficial, e de acordo com o observado no monitoramento diério, ocorrido em margo
de 2022, o protocolo foi adaptado com a redugéo do fluxo laminar mecanizado para o manual,

incluindo também a reducéo de tempo. Ficou somente no periodo matutino a dispersao de 200
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ml de agua. O ajuste ocorreu em virtude do grande periodo chuvoso, e que se manteve até o dia

09 de marco de 2022, data da coleta das espécies (Figura 5).

7.7 Delineamento experimental

Para delinear o experimento, dos 32 individuos cultivados, 28 foram selecionados. O
critério foi: nimero de folhas expandidas (10 folhas compostas), auséncia visual de ataques de
pragas no limbo foliar, medidas de altura das plantas (entre 59 e 89 cm). Foi estabelecido ainda
a marcacdo do foliolo que foi monitorado e utilizado para as andlises subsequentes.

O experimento foi conduzido com delineamento em blocos casualizados (DBC)
(Figura 6), sendo constituido em 4 tratamentos, com 7 repeticOes cada, incluindo 3 diferentes
doses do agrotdxico Glifosato (Roundup Original DI®, contendo 370 g/L equivalente &cido):
Sendo as doses: 200, 400 e 800 g i.a. ha't, e o controle (0). As doses foram escolhidas de acordo
com as utilizadas em plantio convencional de areas agricolas, utilizando a cultura da soja como

exemplo.

Figura 6 - Croqui da distribuicdo dos 28 individuos no Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC), das mudas Copaifera langsdorfii. As cores representam a organizagao
das mudas conforme o critério de altura distribuida nos sete blocos e dosagens utilizadas

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
M olbdb b dke s
B b ol ol el ol ok s
sy | M| M| | A R | ST |
sgg || 7 | T [T | o0 | | RN
Croqui: Distribuicdo quanto a altura e dosagem 59-66 166-73173- 61 | 8189

de glifosato em Copaifera longgsdorfii ? ? ?

Fonte: Acervo pessoal.

A aplicacdo do agrotdxico foi realizada utilizando um borrifador costal munido de
barra com uma ponta de pulverizagdo, com bico do tipo leque e presséo de servico de kgf.cm-
2, proporcionando um volume de calda de 200 L ha-1(Figura 7). Onde estabeleceu 200 ml de

vazdo em um periodo de 7 segundos, mantendo a barra a 0,4 m acima do topo das plantas.
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Os individuos foram submetidos a uma Unica exposicdo do agrotoxico glifosato em
ambiente aberto, fora da casa de vegetacdo para exposicdo ao agrotoxico. Para a aplicacdo do
agrotdxico a distribuicdo dos vasos ocorreu em trés momentos, uma para cada dosagem
utilizada. Os sete individuos (n=7) foram dispostos em fileiras numa distdncia media de 01
metro. Todas as mudas foram submetidas a aplicacdo na parte aérea, em um tempo estimado de
sete segundos, utilizando passos sincronizados. Durante a aplicagdo do agrotoxico o solo foi
coberto com papel aluminio para evitar contaminacdo. Os individuos controle receberam

apenas agua destilada.

Figura 7 - Disposicdo dos vasos com espécies C. langsdorfii do lado externo da casa de
vegetacdo, para aplicacdo de agrotoxico glifosato.
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Fonte: Acervo pessoal.

A aplicacdo do glifosato ocorreu no dia treze de margo de 2023, entre as 7h30min e 9h
da manhd, nas concentragdes de O controle, 200, 400, 800 g. i. a. ha'l. Aproximadamente
01h30min apos a aplicacdo, as mudas foram fotografadas e transportadas para a casa de
vegetacdo, onde permaneceram por 30 dias com observagdes diarias.

6.8 Coleta do solo
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Para andlise do solo utilizado nos experimentos foram coletadas trés amostras
compostas sendo: a primeira amostra intitulada Bloco 1, foi coletada logo apds a transferéncia
dos individuos aos vasos de 8 kg (dia zero), a segunda amostra composta do solo (Bloco 1),
ocorreu aos 15 dias apdés o plantio das plantas nos vasos (periodo de aclimatagdo com
incremento de solucdo (HOAGLAND, 1950) e a terceira amostra (Bloco 111) ocorreu, 30 dias

apos a aplicacdo do agrotoxico (DAA).

6.9 Avaliacdo de sintomas visuais

A avaliagdo fitotoxicologica da espécie estudada, ap0s a exposicdo ao herbicida
glifosato, ocorreu através de observacdes diarias de todo corpo vegetal, principalmente em suas
folhas, 1°ao 4°nd e apical a partir do meristema no intuito de determinar quanto tempo, apos a
aplicacdo dos tratamentos, seria possivel visualizar o aparecimento dos sintomas. Os registros
dos efeitos visuais nas plantas estudadas foram aos 7, 15 e 30 dias apds aplicacdo (DAA) do
agrotdxico. Utilizou-se camera fotogréfica, através de imagem de alta resolucdo em pixels e
medicdes de suas alturas. As imagens obtidas foram utilizadas para as analises de toxicidade
(GAZZIERO et al, 2015).

6.10 Avaliagdo da altura visual
Todas as plantas foram avaliadas utilizando uma fita métrica, no sentido da raiz ao apice,

dando o desconto a altura do vaso apos 30 DAA (Figura 8).

Figura 8 - Demonstrativo da altura visual final dos individuos 30 dias apos aplicacéo
agrotoxico A: registro e uso de fita métrica posicionada da base para o apice da muda; B:
Detalhe da imagem de um dos vasos com muda de C. langsdorfii

Fonte: Acervo pessoal
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6.11 Analises fisioldgicas
6.11.1 Trocas gasosas

A avaliacdo das trocas gasosas foi realizada através de um analisador de gases
infravermelho (IRGA) LI-6400XT (Licor, Nebrasca, USA), foram realizadas quatro medigGes:
pré-aplicacdo do herbicida tempo zero, segunda 15 dias DAA (dias ap6s aplicacdo do
agrotoxico) e aos 30 dias DAA (dias ap06s aplicagdo do agrotoxico), que foi o dia da coleta.
Estas avaliacbes foram realizadas nos foliolos de folhas do 2° e 4° ndés de cada individuo,

contados a partir do meristema apical, mantendo o foliolo durante toda avaliagdo (Figura 9).

Figura 9 - Padronizacdo com marcacéo nos foliolos para avaliagbes. (A) Fita branca
amarrada na folha composta, 2° foliolo, para analises fisiolégicas de trocas gasosas e
quantificacdo do &cido chiquimico; (B): Fita branca amarrada na folha compostas

Fonte: Acervo pessoal.

Nas andlises das trocas gasosas das plantas foram avaliadas a taxa fotossintética (A,
umol mr2 s°1), transpiratéria (E, mmol m?2 s1), condutancia estomatica (Gs, mol H:O m2s1)e
relagdo entre a concentracdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca). As mensuragdes foram feitas
sob concentracdo de CO2, temperatura e vapor de H2O do ambiente do local de estudo, sendo o
ar de referéncia homogeneizado em uma vareta vertical, uma espécie de antena para de alcangar
a camara foliar, com radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 1000 pmol m=2 st e
temperatura da cdmara a 30°C (Figura 10). Apos a calibracdo do aparelho, foram realizados 10

registros sequenciais por folha, cuja média foi considerada uma medida.
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Figura 10 - Leitura em tempo real das avaliagbes com o IRGA, realizadas nos foliolos das
folhas de C. langsdorfii. (A) registro do equipamento leitor de trocas gasosas (B): IRGA,
acondicionado na bancada.
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Fonte: Acervo pessoal.

6.11.2 Quantificacdo do acido chiquimico

Para a quantificacdo da concentracdo do &cido chiquimico nas folhas, foi seguido um
protocolo de Sing e Shaner, (SING E SHANER, 1998). Os suprimentos, necessarios para a
maceracao e extracdo foram: luvas de vinilico; pinca grande de material em ago o cirdrgico,
tipo garras; caixa de papel com tampas para acondicionar tubos eppendorf, lencos de papel para
manuseio durante a analises; pincel para identificacdo; alcool 70% para esterilizacdo em geral;
suporte de isopor adaptado para fixar cadinho; cadinho e pistilo de porcelana pequenos e cinco
litros de nitrogénio liquido.

As vinte e oito amostras foram coletadas no 2° e 4° nd, contando a partir do meriste ma
apical, armazenados em tubos falcon, transportados e um contéiner contendo de nitrogénio
liquido e acondicionados em freezer -80 °C de marca INDREL SCIENTIFIC, com intuito de
garantir ando degradacdo das amostras (Figura 11). Foram extraidos 01 ml de massa fresca, de
material foliar, macerados em cadinho e pistilo de porcelana e imerso continuamente em
nitrogénio liquido, para a obtencdo de um po cristalizado e fino. Posteriormente foram pesados
e transferidos para tubos resistentes a baixas temperaturas (- 80 °C). O volume utilizado em
cada amostra, corresponde a 8 discos, de 6 mm de diametro. Todas as amostras maceradas,
foram mais uma vez acondicionadas em freezer -80 °C, visto se tratar de um processo bastante

demorado, ndo sendo possivel sua execugcdo em Unico dia.
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Figura 11 - Acondicionamento das amostras no estoque em tubos eppendorf em freezer

Fonte: Acervo pessoal.

Com o auxilio de pipetas volumétricas e ponteiras, o volume de 500 ul da solugcdo tampéo
de HCL (acido cloridrico), foi transportado para tubos de eppendorfs que foram
homogeneizadas em equipamento de laboratdrio, vortex e centrifugada. Todas as amostras
foram centrifugadas a uma velocidade de 15.000g, em temperatura de 4°C, durante 25 minutos.
Retirados 30 pL do sobrenadante. As amostras do sobrenadante foram reservadas em freezer -
20 °C, (Figura 11). No passo seguinte foi adicionado 500 pL de solugdo de &cido periodico a

1%, que permaneceu em banho-maria a 37 °C, por 45 minutos.

Ao extrato, foi adicionado 500 uL de hidroxido de sddio 1N e 300 pL de glicina (0,1M) no
qual se realizou aleitura em espectrofotometro UV-VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher
Scientific, Madison, USA), utilizando o comprimento de onda de 380 nm e o coeficiente de
extingdo molar de 4,76 x 104, seguindo (SINGH E SHANER, 1998; SINGH, 2020). Os dados
das leituras foram salvos em software do espectrofotdmetro para posterior tabulagdo dos

resultados.

6.12 Anéalises anatdmicas
6.12.1 Caracterizagdo anatomicas dos sintomas

Para as analises anatdmicas foram utilizados foliolos centrais do limbo, conforme (Figura
12) independentes de sintomas, sintomas visuais e fragmentos assintomaticos ou sintoméaticos,

incluindo também a padronizacdo da espécie. Utilizando uma ldmina de barbear, os cortes
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transversais foram pré delimitados, na regido mediana entre a nervura e a margem de folhas

totalmente expandidas dos segundo e quarto nds (da base para o apice).

Figura 12 - Demonstrativo da coleta para analise foliar anatbmica em plantas de C.
langsdorfii. A: Padronizacdo dos modelos de cortes e locais para analises anatdmicas e
histoquimica; B: Foliolos pré-selecionados com marcacfes para as analises de histoquimica

Fonte: Acervo pessoal.

As amostras para analises da anatomia e posterior visualizagdo em microscopia de luz,
foram fixadas em uma solucdo Glutaraldeido 1%, em tampdo fosfato 0,2M, pH 7,2
(KARNOVSKY, 1965) modificado (KRAUS E ARDUIN, 1997) durante 24 horas (Figura 13).

Figura 13 - Processamento das amostras para analises anatdmicas. A: Imagem de
equipamento de laboratdrio, bomba a vacuo para otimizar processo de inclusdo; B: Preparo
dos corantes Azul de Astra e Safranina, utilizando manta aquecedora com agitacéo

Fonte: Acervo pessoal.
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As amostras foram emblocadas (parafina e cera de abelha 1:1), seguindo orientagdo do
plano de corte (transversal). Apos o resfriamento total, os blocos foram colocados em ambiente
de refrigeracdo para posterior a confeccdo dos 12 blocos, das vinte oito espécies do
experimento.

Utilizando o equipamento microtomo rotativos semi motorizado, modelo RM2245 (Leica,
Wetzlar, GER), todos os blocos foram cortados em 12 um de espessura e aderidos a lamina com
adesivo de Haupt (HAUPT, 1930) e formalina a 6% (Figura 14). Foram confeccionadas quatro

laminas, com aproximadamente 6 cortes para cada bloco.

Figura 14 - Etapa de microtomia de folhas de plantas de C. langsdorfii incluidas em
blocos de parafina. A: Microtomiados blocos de parafina; B: Blocos em parafina com

contendo cortes foliares
ENATE. 2 Y

Fonte: Acervo pessoal

Posteriormente, o0s cortes foram desparafinados em série xilolica-etandlica nas
concentragdes 3:1, 1:1 e 1:3, hidratados em série etilica do alcool 100% ao 30%— metodologia
adaptada de Gerlach (GERLACH, 1984). Em seguida, as laminas foram lavadas em &gua
destilada e desidratadas em série etilica do alcool 30% ao 100%, posteriormente submetidas a
outra série contendo alcool e xilol 3:1, 1:1 e 1:3 adaptando o tempo e substituindo o balsdmo
do Canadd, coradas com azul de astra, (“astra blue™ marca Merck ndo indicado) por 25 minutos
de imersdo e corante safranina (“safranin O" marca Aldrich, c.l. 50240 por 12 minutos de
imersdo (WOESSNER (1970), LINDAUER (1971), BUKATSCH (1972), KROPP (1972) e
GERLACH (1984), ROESER (1972), entre outros. Todas as laminas foram montadas com
verniz translucido (PAIVA etal., 2006), entre lamina e laminula. As imagens foram capturadas
pelo microscopio de luz, modelo Leica DM500 com camera Leica ICC50 HD acoplada (Leica,
Wetzlar, GER).
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6.13 Analises histoquimicas

Foram feitos cortes transversais a fresco dos foliolos do 3° e 4°nds de cada individ uo,
com o auxilio do microtomo de mesa. Os cortes foram submetidos em uma solucdo de lugol;
sudam 1l e cloreto férrico, por alguns minutos (Tabela 1). Também foram fotografados cortes
sem reagentes intitulados de branco. Apds esse periodo, as amostras foram lavadas com agua
destilada, observadas e fotografadas sob um microscépio Optico de luz, modelo Leica DM500,
com camera Leica ICC50 HD acoplada (Leica, Wetzlar, GER).

Tabela 1 - Descricdo dos tipos de corantes utilizados, o tempo de contato e as estruturas
identificadas pelas respectivas reagdes histoquimicas.

CORANTE/AUTOR TEMPO CARACTERISTICA DA
DE COLORACAO
DURACAO

Cloreto Férrico/ 24 horas Cor marrom escuro. Presenca de
JOHANSEN, 1940 Fendlicos totais.
Lugol/ JENSEN, 1962 5 min Cor azul-escura ou arroxeada. Presenca

de amido.
Sudam 11/ 6 min Cor vermelha. Presenca lipideos.

JOHANSEN, 1940

Fonte: Adaptado pela autora

6.14 Diafanizacao

Para aandlise da superficie foliar, as amostras dos foliolos foram submetidas a diafanizagéo
(ARNOTT, 1959; JOHANSEN, 1940). Fragmentos do limbo dos foliolos foram coletados com
dimensBes em centimetro e foram mergulhadas em hipoclorito a 25% por 24 horas até clarear
e ficar com coloracdo translucida. Na sequéncia foram imersos em Safranina e etanol 1:3 por
10 dias, sendo posteriormente enxaguadas em agua destilada.

Ap0s a imersdo as amostras foram lavadas suavemente com agua destilada para remover o
excesso de corante e em sequida desidratadas com alcool e xilol em trés concentragdo (1:3; 1:1;
3:1). Por fim as amostras foram montadas em lamina e laminula. Em seguida, fotografadas em
microscopio de luz, modelo Leica DM500 com cémera Leica ICC50 HD acoplada (Leica,
Wetzlar, GER).

6.15 Andlises estatisticas
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA), e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando necessario, 0s modelos de regressdo serdo
ajustados. As analises estatisticas foram realizadas no software R e comparadas no software

remove.
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7. RESULTADOS
7.1 Andlise do solo

Os resultados apresentados nas analises do solo deste experimento, onde foram
cultivadas as plantas de C. langsdorfii, estdo no Apénice A. As analises indicam uma maior
concentragdo nos indices de macro e micronutrientes do Bloco | (dia do plantio), em relacdo ao
Bloco 1l (15 dias ap6s o plantio e antes da exposicdo ao glifosato na parte aérea da planta), além
de aumento no pH e diminuicdo no teor de Al. Alguns parametros tiveram reducdo do Bloco 1l
para o Bloco 11l (30 dias apds aplicacdo do glifosato), tais como os teores de P, S, K, Cu. Nem
todos os nutrientes tiveram essa resposta como € o caso do Fe e Zn, que se mantiveram quase

sem alteracdo em todas as trés andlises realizadas conforme a Tabela 2.
Tabela 2 - Resultado da Analise do solo

Bloco Macronutrientes Micronutrientes
(mg dmr3) (mg dm3) Cmol..dm3

P S K Cu Fe Zn AP
Bloco | 23.92 | 3.17 | 120.00 | 0.95 | 36.90 | 2.45 0.35
(Plantio)
Bloco Il | 26.32 | 17.24 | 300.000 | 1.16 | 34.32 | 2.55 0.06
(15DAA)
Bloco Il | 20.13 | 2.14 | 180.000 [ 0.56 | 35.64 | 2.56 0.04
(30DAA)

Fonte: Acervo pessoal

7.2 Andlises de sintomas visuais

A partir da analise da morfologia visual das folhas foi possivel observar os primeiros
sintomas aos 7 dias apds a aplicacdo do agrotoxico (DAA). Os principais sintomas foram:
amarelamento, principalmente nas bordas foliares, e necrose leve nas folhas expandidas. Em
folhas jovens, os sintomas foram mais expressivos, principalmente, no meristema apical com

méa formacdo foliar, pois asfolhas recém-formadas apresentavam aspecto retorcido (Figura 15).
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Figura 15 - Registro de folhas totalmente expandidas da espécie C. langsdorfii. Ap6s um
periodo de 30 DAA das seguintes doses: 0 (controle) e 800 g i.a. ha-1. do agrotoxico glifosato

> L
”
”~
Folhas Jovens e : ’

30 DAA \ 15¢m {\ 8cm
| x A 4
o\ /.Q I
Ogi.a.hal 800g i.a. ha-1

Fonte: Acervo pessoal

Na Tabela 3, estdo as notas que foram atribuidas de 0 a 10 para a analise de fitotoxidade,
de acordo com caracterizagdo observam os resumos das andlises de variancia dos dados da
fitotoxicidade (F), utilizando-se aescala da EWRC (1 a 10), (CAMARGO, 1972; FRANS, R.
E, 1972; GAZZIERO, 1995). Foi observando alteracdo no crescimento do apical, alteracfes na
coloragdo foliar, amarelamento, evidéncia de possiveis cloroso, enrugamento da area foliar, dos
sintomas Vvisuais observados. Esta andlise revelou que a maior nota atribuida foi 6 para sintomas

muito leves, notou-se pouca significancia refletida pela altura de plantas aos 7, 14, 21 e 30 dias
apos a aplicacdo do produto.

Tabela 3 - Escala de notas para avaliacdo visual do nivel de fitotoxicidade de plantas de C.
langsdorfii, independente da dose aplicada, submetidas a diferentes doses de glifosato

CONCEITO NOTA OBSERVACAO RESULTADO
Muito leve 0-10 Sintomas fracos ou pouco
evidentes (sem injuria). Nota zero 6

quando ndo se observam
quaisquer alteragdes na planta.
Leve 0-10 Sintomas nitidos, de baixa
intensidade. Efeitos insuficientes 03
para promover redugdo da
produtividade.

Moderada 0-10 Sintomas nitidos, mais
intensos que da classe anterior, 03
injuria moderadas, promovendo
pequenas alteracbes visuais.
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Aceitavel

0-10

Sintomas evidentes, mas
tolerante pela planta. Provocando
efeitos de pequenas redugdes de
produtividade.

04

Preocupante

0-10

Sintomas mais drasticos que
na categoria anterior, mas ainda
passiveis de recuperacdo. Efeitos
intensos o suficiente para
promover drastica redugdo de
produtividade (injiria severa).

Alta

0-10

Danos irreversiveis, com
reducdo drastica no
desenvolvimento da planta.

02

Muito Alta

0-10

Danos irreversiveis, muito
severos, destruicdo completa da
planta. Nota cem para morte.

00

Fonte: Autora, adaptado de Gazziero,1995.

A altura média visual dos individuos analisados foi homogénea aos 30 DAA, com

média de 66 cm a 77 de altura final (Figura 16). O crescimento e desenvolvimento como um

todo, ndo foram afetados.

Figura 16 - Dados da altura média visual das plantas de C. langsdorfii aos 30 DAA. Altura

dada em centimetros, sem analises de matéria seca e fresca.

Altura daemeom

MEDIA VISUAL DAS ALTURAS

D'g ia. ha-1

Fonte: Acervo pessoal

7.3 Analises fisioldgicas

2004g i.a. ha-1 400 g i.a. ha-1

300 g i.a. ha-1
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7.3.1 Trocas gasosas

As diferentes doses de glifosato ndo foram capazes de alterar a taxa de assimilagéo
liquida da fotossintese (A) nos individuos estudados de copaiba aos 15 DAA. Porém, aos 30
DAA a menor dose (200 g ia. hal) proporcionou uma diminuicdlo em A e na eficiéncia
instantdnea da carboxilacdo —EIC. Ainda aos 30 DAA, nas demais doses, apesar da diminuigcao
nestes parametros houve também uma semelhanga em relacdo ao controle, apresentando
tendéncia de recuperacdo (Figura 17). Os parametros: Condutancia estomatica - gas; carbono
interno - Ci; taxa transpiratoria — E; relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO2 —
CilCa, e eficiéncia do uso da 4gua- EUA, ndo foram afetados, nem aos 15 DAA, nem aos 30

DAA.

Figura 17 — Dados das andlises das trocas gasosas das C. langsdorfii apos a exposicdo ao
glifosato. Legenda: A: Taxa fotossintética (A); B: Taxa transpiratéria (E); C: Concentracdo de
carbono interno (Ci); D: Condutancia estomatica (gs); E: Eficiéncia de uso da agua (EUA); F:

Eficiéncia instantinea da carboxilacdo (EIC).
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Fonte: Acervo pessoal
7.4 Quantificacdo do &cido chiquimico

A andlises de quantificacdo do &cido chiquimico ndo apresentaram diferencas, nas

diferentes doses analisadas em relacdo ao controle (Figura 18).
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Figura 18 - Teor de acido chiquimico nas folhas de C. langsdorfii aos 30 dias ap0s a
aplicacdo (DAA) glifosato
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Legenda: Médias seguidas damesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. barras = erro padrdo. (Fonte: Acervo pessoal).

7.5 Andlises anatdmicas
7.5.1 Caracterizacdo anatdmica dos sintomas

Anatomicamente, os foliolos apresentam uma epiderme unisseriada, cuticula espessa
e estomatos presentes na face abaxial, sendo a folha classificada como hipoestomética (Figura
20A). O mesofilo é dorsiventral (Figura 19A), com uma a duas camadas de parénquima
palicadico e trés a quatro camadas de parénquima lacunoso e ainda com presenca de bolsa
secretora com epitélio bem delimitado ao redor do limen (Figura 19B e C).

Foi possivel verificar alteracfes na anatomia dos foliolos das plantas expostas a partir da
menor dose utilizada de glifosato (Figura 19D, E e F). Foram observados aumento de espagos
intercelulares e alteracbes no formato das células do parénquima clorofiliano no mesofilo
(Figura 19D). AlteragBes no formato do epitélio secretor da bolsa secretora foi evidente nas
plantas expostas a dosagem de 200g ia. hal (Figura 19E e F). Estas alteracdes foram
potencializadas na dosagem de 400g i.a. ha! (Figura 19G, H e ), onde também foi possivel
verificar uma mudanca no aspecto do secretado no interior da bolsa secretora, como acumulo

de residuos de aspecto granuloso (Figura 19H e ). Na maior dose de glifosato (800 g i.a. ha'l)
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foi possivel visualizar a presenca de células com contelido avermelhado no floema (Figura

20K), e no material secretado no interior da bolsa secretora (Figura 19J e L).

Figura 19 - Caracterizacdo anatdmica do mesofilo dos foliolos em foliolos expandidos de
C. langsdorfii aos 30 DAA glifosato
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Legenda: (A-L). A-C: Controle; D-F: 200g i.a. ha-1; G-I: 400g i.a. hal;J-L: 800g i.a. hal. Cl: cloroplastos; Cs:
cavidade secretora; Epd: epiderme adaxial; Epb: epiderme abaxial; Fi: fibras; Pp: parénquima palicadico; PI:
parénquima lacunoso; St: estdmato. Barras = 50 e 200 um. (Fonte: Acervo pessoal).

A nervura de maior porte do foliolo apresenta disposicdo do feixe vascular com
significativa quantidade de fibras libriformes no floema (Figura 20 A e B). Foram observados
idioblastos taniferos no floema e nas células de parénquima (Figura 20Ae20C). Na
concentracdo de 400 e 800g i.a. ha't o foliolo apresentou problemas na nervura principal, pois
os idioblastos contendo composto fendlico no floema apresentaram alteracdo significativa na
coloragdo e aspecto destes contelidos, como se fosse um material granulado (Figura 20 D-1),
quando comparado ao controle (Figura 20A-C). E possivel observar problemas na formacdo da

parede celular das fibras libriformes ao redor do feixe vascular de primeira ordem (Figura 201).
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Figura 20 - Caracterizagdo anatdmica da nervura central dos foliolos das folhas
expandidas de C. langsdorfii aos 30 DAA glifosato. Legenda: A: Visdo geral da nervura
central(A) (A-1). A-C: Controle; D-E: 400g i.a. ha -; F-1: 800g i.a. ha 1. Ct: cuticula;
Idioblasto contendo Compostos Fendlicos Totais CT; Fi: fibras. Barras =50 um e =200 pm

Controle (0g)

Fonte: Acervo pessoal.

7.6 Andlise histoquimica foliar
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A andlise histoquimica foliar revelou que a aplicacdo de glifosato em plantas de C.
langsdorfii, gerou alteragbes na composicdo quimica dos compostos analisados nos foliolos dos
individuos estudados. Houve alteracdo na coloracdo da reacdo referente a presenca de amido
nas células do floema e ainda acimulo de amido nas fibras libriformes do floema (Figura 21 J,
K e L), ndo observadas nas células do controle (Figura 21 1). Houve alteracdo na coloracdo da
reacdo dos compostos fendlicos (Figura 21 N, O e P), quando comparados ao controle (Figura
21 M).

Figura 21 - Visualizacdo de imagens das analises histoquimicas de foliolos de plantas de C.
langsdorfii expostas ao glifosato

200g i.a. ha'' 400g i.a. ha''

Sudan Il

Legenda: (A; E; 1 e M), 200 gi.a. halB; F; Je N), 400g i.a. hal(C; G, Ke O) e 800 g i.a. hal(D; H; L; P). Sem
reagente ou corante (A; B; C e D), reagente Sudan lll (E; F; G e H), reagente Lugol (I; J; K e L), reagente
Cloreto Férrico (M; N; O e P). Barras = 10, 50 e 200 um (Fonte: Acervo pessoal)

7.7 Diafanizagdo
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Em fragmentos diafanizados dos foliolos estudados foi possivel observar que os
estbmatos sdo do tipo paracitico (Figura 22A). Foram identificados danos na organizacdo do
arranjo das células daepiderme incluindo as células guarda e subsidiarias dos estdbmatos (Figura
22 B, Ce D), quando comparadas ao controle (Figura 22 A).

Figura 22 - Fragmentos de foliolos diafanizados de C. langsdorfii
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Legenda: A (Og i.a. hal); B (200g i.a. ha'l); C (400 gi.a. hal); D (800 g i.a. hal), es =estdmato. Barra= 200 pm.

(Fonte: Acervo pessoal).

8 DISCUSSAO

O estudo anatémico e fisiologico de Copaifera langsdorfii (Fabaceae), exposta ao
agrotoxico glifosato é de extrema importancia, especialmente por esta espécie ser nativa do
Cerrado e inserida no contexto das comunidades tradicionais que interagem, sob o Vviés
ambiental, econdmico e social com esta espécie. Esta espécie é amplamente utilizada para o
tratamento de infeccdo, edema, analgésicas, anti-infllmatorias, bactericidas e cicatrizacdo
(ZAMBONIN et al, 2019; LIMA et al, 2021). Desta maneira essa pesquisa tem um importante
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papel, pois busca identificar possiveis sintomas de intoxicacdo das plantas da espécie C.
langsdorfii, apds serem expostas ao agrotdxico glifosato.

Diferentes espécies nativas do cerrado tém sido utilizadas como objeto de estudo,
atraves de observacfes em alteragBes anatdmicas, em visdo microscopicas e analises
fisiologicas, ocasionadas pela contaminacdo do agrotoxico glifosato (MORAES et al., 2020;
DE ARAUJO et al, 2021; OLIVEIRA et al.,, 2020). Estes estudos sdo importantes por
disponibilizar informacfes relevantes, sobre a respostas de plantas nativas de cerrado, apds
serem expostas a herbicidas ou agrotdxicos, principalmente porque muitas destas espéecies sao
utilizadas por comunidades tradicionais. E sabido que o avanco do agronegdcio, principalmente
em areas de cerrado, tem aumentado a exposicdo desse bioma a diversos agrotoxicos (DUTRA
et al, 2015; DUTRA et al, 2017), conforme alerta o Instituto Nacional de pesquisa da
Amazbnia-INPA, hoje, Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes, que vem realizando
estudos cientificos do meio fisico e das condi¢bes de vida da regido amazbnica, para promover
0 bem-estar humano e o desenvolvimento socioecondmico e regional. Assim, € importante a
realizacdo de estudos dessa natureza, bem como fazer com que essas informacdes cheguem aos
usuérios dessas plantas.

Para a realizacdo desse estudo, que foi de natureza experimental, iniciou-se com uma
analise do solo que foi utilizado durante o experimento. Foi possivel observar que na analise
realizada aos 15 dias ap0s o plantio, antes delas serem submetidas ao glifosato, indica um maior
teor nos indices de macro e micronutrientes, além de aumento no pH e diminuicdo no teor de
Al 1Isso ja era esperado pois o0 solo foi adubado com Hoagland o que interferiu para alteragdo
nestes parametros. Fenbmeno este ja percebido por (HENSLEY, 1978; HOAGLAD, 1979).

O boletim da EMBRAPA de pesquisa e desenvolvimento, nimero 355, reforca em seu
trabalho de monitoramento, realizados com trinta e uma espécies do cerrado, pertencentes a 18
familias, e 10 ordens, o mecanismo de tolerancia ao aluminio Al, presente no solo. O estudo
reforca a resisténcia das espécies nativas a essa substancia, e afirma que ndo é necessario o
acréscimo de metodologia da andlise ou monitoramento do solo em plantas nativas do cerrado
em experimentos. Como por exemplo inserir calagem com calcario ou acrescentar uma
recomendacgdo de adubacdo. Os resultados apontam ainda que ndo tem como identificar plantas
excludentes ou acumuladoras por suas caracteristicas morfologicas de habito, sendo assim o
fator nutricional ndo é considerado como um possivel indicador de stress em espécies do
cerrado (DE OLIVEIRA et al, 2019).

Mesmo que o solo tenha sido coberto durante a aplicacdo do glifosato a presenca do

glifosato na parte aérea da planta, pode ter interferido na relacdo solo planta, quanto a nutricdo
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mineral (macro e micronutrientes), mas além desse fato, ZOBIOLE et al. (2010a) relatam que
o glifosato pode afetar o desenvolvimento da planta ndo nativa, devido a reducdo da
disponibilidade de nutrientes.

A translocagdo do glifosato em plantas e sua interacdo com o célcio no solo varia com
o tipo de solo e, principalmente, devido a formacdo de residuos ligados e a biodegradacdo (agua,
substancias minerais, como a argila, organicas e gases dissolvidos) que podem ter implicacfes
para a saude das culturas e do ecossistema. O glifosato € um herbicida amplamente utilizado
que atua inibindo a enzima EPSPS, muito provavelmente devido as pontes de hidrogénio
formadas entre o grupo fosfato do glifosato e o polimero das substancias himicas, que sdo
essenciais para a sintese de aminodcidos em plantas. Quando aplicado, o glifosato é absorvido
pelas folhas e depois transloucado para outras partes da planta, afetando fisiologia e
desenvolvimento, interferindo na sintese de aminoacidos das plantas. O fato ocorre, pois, pode
atingir o metabolismo secundario, alterando as caracteristicas das funcbes celulares, e
provavelmente o aumento ou diminuicdo de nivel de compostos tdxicos (DE REZENDE et al,
2016).

As plantas analisadas da espécie Copaifera langsdorfii, apresentaram sintomas visuais
nas folhas, uma semana apds a exposicdo ao agrotoxico glifosato. Os principais sintomas foram:
amarelamento, principalmente nas bordas foliares e necrose leve nas folhas expandidas. Em
folhas jovens, os sintomas foram mais expressivos, principalmente, no meristema apical com
mé formacdo foliar, pois as folhas recém-formadas apresentavam aspecto retorcido. Esses
mesmos sintomas também foram observados em outras espécies nativas de cerrado tais como:
Bowdichia virgilioides (Fabaceae), sucupira preta (DE ARAUJO et al., 2021); Cenostigma
macrophyllum Tul. faveira, canela de velho (SANTOS et al, 2020); Genipa americana (SILVA
et al, 2022).

Porém, no presente estudo, de acordo com a analise fitotoxica visual, ndo foram
observados sintomas visuais graves de intoxicacdo pelo herbicida, uma vez que o0s conceitos:
preocupantes e muito graves receberam nota zero (0) e o conceito: sintomas leves, receberam a
maior nota nesta analise. A altura média dos individuos analisados foi homogénea aos 30 DAA
com média de 66 cm a 77 de altura final. O crescimento e desenvolvimento como um todo,
também ndo foi afetado. Pereira et al, 2015, verificaram em trés espécies nativas da mata
atlantica (aracd-amarelo, pau-viola e cedrinho), que subdoses de glifosato ndo afetaram
negativamente o crescimento das plantas analisadas. Contraditoriamente, a presenca desse
agrotoxico aparentemente favoreceu o crescimento das plantas, assim como em seringueira que

com a aplicacdo de 6% da dose comercial recomendada (3,0 L haldo produto  comercial
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glifosato), plantas apresentaram injurias consideradas leves, com total recuperacdo aos 30
DAA (FARIAS et al, 2012). Apesar dos resultados destes autores evidenciarem gque o glifosato,
em doses reduzidas induziu um maior desenvolvimento das plantas e das espécies estudadas,
ndo compactuamos em utilizar esse herbicida como um regulador de crescimento.

Nas analises fisiologicas, o monitorando das taxas fotossintéticas, quanto as diferentes
doses de glifosato, ndo foram capazes de alterar a taxa de assimilagdo liquida da fotossintese
(A) nos individuos estudados de copaiba aos 15 DAA. Porém, aos 30 DAA a menor dose (200
g i.a. ha-1) proporcionou uma diminuicdo em A e na eficiéncia instantinea da carboxilagdo —
EiC. Ainda aos 30 DAA, nas demais doses, apesar da diminuicdo nestes parametros houve
também uma semelhanca em relagdo ao controle, apresentando tendéncia de recuperacéo.

Os parametros: Condutancia estomatica - gs; carbono interno - Ci; taxa transpiratoria —
E; relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO2— Ci/Ca, e eficiéncia do uso da agua-
EUA, ndo foram afetados, nem aos 15 DAA, nem aos 30 DAA. Como ndo houve reducao
significativa da condutancia estomatica, as demais taxas, também se mantiveram. Por isso ndo
houve a diminuicdo dos valores de concentracdo interna de COg2, da taxa fotossintética, taxa
transpiratéria e eficiéncia instantdnea de carboxilagcdo, que sdo variaveis diretamente ligadas a
abertura e fechamento dos estdmatos, indicando a ndo atuacdo do glifosato nos estdmatos.

A quantificacdo do acido chiquimico ndo apresentou diferencas quanto ao teor dessa
substancia, nas diferentes doses analisadas em relagdo ao controle. O esperado era um acumulo
de &cido chiquimico apds a exposicdo das plantas ao glifosato, pois este herbicida inibe a
enzima EPSPS, essencial para a sintese dos aminoacidos aromaticos, na via do chiquimato, que
exercem um papel importante na defesa vegetal como precursores de metabdlitos secundarios
(VICENTINI et al, 2023; LIMA et al., 2018; BERTONCELLI et al, 2018). Resultados
semelhantes foram observados em plantas de H. stigonocarpa (FARIA et al, 2020) ao serem
expostas ao glifosato, que também ndo acumularam &cido chiquimico apds exposicdo ao
glifosato. O acumulo do &cido chiquimico, nos tecidos foliares expostos ao glifosato, € um
indicador relevante da acdo deste herbicida (FREITAS-SILVA et al, 2020; SINGH E
SHANER, 1998). Algumas plantas tolerantes ao glifosato podem ndo apresentar diferencas no
teor de acido chiquimico, indicando apresenca de mecanismos de tolerancia que podem ou ndo
atuar diretamente sobre o sitio-alvo do herbicida (NANDULA et al, 2008).

Apesar das andlises visuais terem indicado que a maioria dos sintomas foram leves, as
analises anatdbmicas das folhas dos individuos de C. langsdorfii expostos ao glifosato
forneceram informagdes importantes. Foram observados, nas analises anatdmicas, aumento nos

espacos intercelulares e alteraces no formato das células no mesofilo. Alteragdes no formato
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do epitélio secretor de cavidades secretoras foi evidente a partir da dosagem de 200g i.a. ha™t.
Estas alteracdes foram potencializadas na dosagem de 400g i.a. ha't, onde também foi possivel
verificar uma mudanca na textura do material secretado no interior da cavidade secretora. Na
maior dose (800 g i.a. hal) foi possivel visualizar a presenca de manchas avermelhadas nas
celulas do floema e no material secretado no interior da cavidade secretora.

Também foram observadas mudangas na nervura principal, com a mudanca de
coloracdo dos compostos fendlicos dentro das células e do aspecto, como se fosse um aspecto
granulado, e as células do epitélio da cavidade secretora também estavam com aspecto
retorcido. Foram observadas ainda células colapsadas e muitos espacgos intercelulares no
mesofilo, com alteragdo no formato dos cloroplastos. Todas estas caracteristicas também foram
observadas em outras plantas nativas expostas ao glifosato (DE ARAUJO etal, 2021; SANTOS
et al, 2020; SILVA et al, 2020; AZEVEDO et al, 2023).

A cuticula destas plantas é bem espessa e isso pode ser uma barreira que minimizou
os efeitos de toxicidade deste herbicida nestas plantas, assim como descrito em H. stigonocarpa
(AIRES et al, 2023) e em Hymenaea courbaril L (FARIA, et al, 2021) Esta camada mais
espessa pode dificultar a penetracdo do herbicida na planta através da epiderme das folhas,
apresentando sensibilidade ndo significativa aos efeitos do glifosato.

A partir das andlises da diafanizacdo foi possivel caracterizar bem as celulas da
epiderme. A face adaxial da epiderme que reveste os foliolos de C. langsdorfi, € sem pelos,
desprovida de estdbmatos e constituida por células de diferentes tamanhos. Os estdmatos s@o do
tipo paraciticos e suas células guarda apresentam pequeno estreitamento na regido mediana e
estdo de acordo com a descricdo realizada pelos autores (DE MORRETES et al, 1996;
CARVALHO et al, 2020).

Esta espécie C. langsdorfii € caracterizada pela presenca de amido nas estruturas,
celulares (Junior et al., 2011). Nas plantas analisadas foi possivel observar a presenca desse
composto nas analises histoquimicas foliar. A auséncia ou reducdo desses compostos pode ser
um indicador de problemas relacionados a fotossintese dessas plantas.

E possivel visualizar, através das andlises histoquimicas, alteracdo nos compostos
fenolicos, apds as plantas serem submetidas as doses das agrotoxicos glifosato (TUFFI
SANTOS et al, 2005). Os testes neste trabalho também mostram essas alteracGes. Essas
alteracOes podem afetar as propriedades medicinais e nutricionais das plantas, proporcionando
riscos aos beneficios a salde associados a sua ingestdo. A literatura afirma que uma vez dentro
da planta, o glifosato é convertido em seu metabdlito ativo, o acido aminometilfosfénico
(AMPA), que é toxico para as plantas, conforme descreve (FERREIRA et al, 2021). O AMPA,
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interfere  na sintese de aminoacidos, essenciais para o crescimento da planta, causando
desequilibrios metabdlicos e danos nas células (CARNIETTO et al, 2018). Além disso, a
presenca do glifosato e seus metabdlitos na planta nativa, tem a capacidade de afetar a sua
interagdo com o0 meio ambiente e outros organismos, incluindo microrganismos do solo,
polinizadores e herbivoros, o que pode ter efeitos na ecologia da planta e do ecossistema em
geral (BERTOLI etal, 2019).

Assim, as analises anatdmicas de vegetais da espécie C. langsdorfii, forneceram um
papel importante na identificacdo de contamina¢do preventivo aos sintomas visuais, permitindo
a detecgdo precoce de problemas de intoxicacdo por herbicida em plantas nativas do cerrado. E
importante considerar que o efeito observado foi pela acdo direta do herbicida aplicado durante
0 experimento. Mas, estes herbicidas podem estar contaminando plantas nativas, através do
efeito de deriva que podem contaminar e ameacar a biodiversidade vegetal, bem como
alteracfes no solo, no bioma como um todo (SILVA et al, 2016) e nas interacbes do homem
com o mesmo. Desta forma, seria importante proteger essas espécies deste efeito deriva da
aplicacdo de agrotoxicos em plantas ndo alvo.

O monitoramento  ambiental é extremamente  necessario, incluindo o
compartilhamento dos dados obtidos em locais de grande acesso as comunidades, como canais
de radio universitarios, utilizando projetos que envolvam alunos de jornalismo, biologos por
meio de uma linguagem menos técnica e formal; uso de cartilhas em formato de gibis, midias
de podcast, como também as casas de leis para que seja possivel fomentar politicas publicas
efetivas de carater preventivo e corretivo. Sendo assim, apontar boas praticas de manejo que

sdo importantes na relacdo entre homem e natureza.

9 CONCLUSAO

A espécie C. langsdorfii tem alto valor econdmico e social para comunidades
tradicionais. As amostras analisadas apresentaram poucos danos visuais em suas folhas, 30 dias
apoOs exposicdo ao agrotdxico glifosato. Os parametros fisiolégicos também foram pouco
alterados. No entanto, foram observadas alteracdes anatdmicas (microscopicas) e evidéncias de
alteracdo nas analises histoquimicas. Esses resultados indicam que C. langsdorfii apesar das
espécies analisadas terem apresentado caracteristicas de tolerancia ao (glifosato,

microscopicamente ela apresentou sintomas de toxicidade, apds exposi¢do ao glifosato.
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