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Resumo: Conyza sumatrensis € uma planta daninha que apresenta resisténcia ao herbicida glifosato. A
resisténcia pode ser devido a diferengas anatdémicas entre bidtipos resistentes e suscetiveis ao herbicida. O
objetivo deste trabalho foi realizar a descricdo anatémica da folha de bidtipos de Conyza sumatrensis
resistentes e suscetivel ao herbicida glifosato, com vistas a identificar possiveis alteragbes que possam
influenciar a absorgcéo e/ou a translocacdo do herbicida. Para tanto, foram coletadas folhas de dois bi6tipos
resistentes e um suscetivel ao glifosato e fixadas em FAA 70 e, posteriormente, em etanol 70. Foram
realizadas a determinagdo da espessura da epiderme na face adaxial das folhas, didmetro dos feixes
vasculares, além do indice e densidade estomatica. As analises histologicas foram realizadas utilizando-se
microscopio optico, sendo tomadas fotografias de, no minimo, quatro leituras em cada lamina. Os resultados
observados na caracterizagdo da epiderme adaxial e do didmetro dos feixes vasculares, ndo apresentaram
diferengas entre os bidtipos resistente e suscetivel. Por outro lado, o bidtipo suscetivel apresenta maior
densidade e indice estomatico quando comparado aos demais, podendo estar relacionado com a
suscetibilidade ao herbicida glifosato entre os materiais.

Palavras-chave: Caracterizacdao anatbmica, Buva, Feixes vasculares, Espessura da epiderme, indice
estomatico

Abstract: Conyza sumatrensis is a weed that have resistance to the herbicide glyphosate. Resistance may be
involved with anatomical differences between biotypes resistant and susceptible to the herbicide. The
objective of this work was to perform the anatomical description of the leaf of Conyza sumatrensis resistant
and susceptible to the herbicide glyphosate, with a view to identify possible alterations that may alter the
absorption and/or translocation of the herbicide. For this, leaves of the resistant biotypes and one susceptible
to glyphosate were collected and fixed in FAA 70 and later fixed in ethanol 70. The determination of the
thickness of the epidermis on the adaxial side of the leaves of the biotypes, diameter of the vascular bundles
and density and stomatal index were performed. The histological analyzes were performed using an optical
microscope, and photographs of at least four readings were taken on each slide. The results observed in the
characterization of the adaxial epidermis and the diameter of the bundles not showed differences between
resistant and susceptible biotypes. On the other hand, the susceptible biotype presents higher density and
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stomatal index when compared to the others, explaining the difference of susceptibility to the glyphosate
herbicide among the materials.
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Introduction

Conyza sumatrensis é uma planta daninha pertencente a classe Magnoliopsida e a familia Asteraceae.
Trata-se de uma herbacea, ocorrente em lavouras de soja no Brasil e considerada, juntamente com C.
canadensis, as espécies mais distribuidas no mundo (Thebaud & Abbott, 1995). C. sumatrensis é originaria
da América do Sul, mas esta dispersa em todos os continentes (Pruskie Sancho, 2006). Esta ampla
ocorréncia, deve-se, provavelmente, as caracteristicas reprodutivas associadas ao potencial invasivo destas
espécies, como elevada produgao e habilidade de dispersao das sementes, além de rapida germinagao (Hao
et al., 2009).

C. sumatrensis esta envolvida em 11 casos de resisténcia a herbicidas no mundo, sendo estes
relacionados aos herbicidas glifosato, chlorimurom, paraquat e diquat (Heap, 2020). No Brasil, possui
resisténcia simples ao glifosato, chlorimurom e paraquat; e resisténcia multipla a glifosato e clorimurom
(Heap, 2020). Além de C. sumatrensis, os biétipos de C. bonariensis e C. canadensis possuem comprovada
resisténcia ao glifosato no Brasil (Heap, 2020). Estas espécies foram selecionadas nas lavouras de soja
Roundup Ready® (RR), devido ao uso repetido de glifosato, que resultou em elevada presséo de selegao.
Fato este, que comprova a importancia das buvas como uma das principais plantas daninhas em lavouras de
soja no Brasil.

O ¢lifosato inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPs) e impede a biossintese
dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, necessarios para a sintese de proteinas (Duke
& Powles, 2008). A eficiéncia do glifosato é dependente de processos como retencdo da molécula na
superficie foliar, penetracao foliar, translocacao na planta até o sitio de acao e inibicdo da enzima alvo, onde
o produto exercera sua atividade herbicida (Satichiviet al., 2000). O glifosato movimenta-se no floema
seguindo a rota dos produtos da fotossintese, das folhas fotossinteticamente ativas em diregéo as partes da
planta em crescimento (Hetherington et al., 1999). Assim, a absorc¢ao, translocagcdo e metabolismo do
herbicida podem afetar a sensibilidade da planta, pois esta precisa atingir o sitio de agdo numa concentragao
adequada (Ferreira et al., 2006). Visto que a absorgao e translocagao representam processos essenciais para
a eficacia do herbicida (Satichivi et al., 2000), qualquer impedimento nessas etapas pode resultar em grandes
prejuizos na eficiéncia de controle da espécie alvo. As plantas daninhas resistentes podem sobreviver a
aplicagao de herbicidas devido a diversos fatores, os quais podem estar relacionados ou nao ao local de agao
do herbicida. Quando n&o relacionado ao local de agdo do herbicida, alteragbes anatbmicas nas folhas
podem estar relacionadas com menor absor¢do e/ou translocagdo do herbicida, ocasionando reduzida
quantidade do herbicida no seu local de agéo.

A analise da espessura da epiderme e o didmetro do sistema vascular entre bidtipos suscetiveis e
resistentes podem ser alternativas viaveis no entendimento da distinta susceptibilidade de biotipos, uma vez
que sua alteracdo pode alterar a quantidade do herbicida absorvido e/ou translocado e reduzir a agao
herbicida. Considerando os aspectos mencionados, a realizacdo da descricdo anatbmica das folhas de
biétipos de Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis ao glifosato se justifica, a fim de verificar se essa
possivel alteragdo morfoldégica possui efeito na absorcdo e/ou translocacdo e, consequentemente, na
sensibilidade ao herbicida.

Em biétipos de C. bonariensis e C. canadensis resistentes ao glifosato, ndo foi constatada diferenca
na absorcdo do herbicida, no entanto, nos biétipos resistentes a translocacao revelou-se diferenciada em
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relagdo ao biodtipo suscetivel, confirmando a translocagcdo como mecanismo associado a resisténcia destes
biétipos ao herbicida glifosato (Koger & Reddy, 2005; Cardinali et al., 2015). Frente ao exposto, objetivou-se
com este trabalho realizar a descricdo anatdmica da folha de biétipos de Conyza sumatrensis resistentes e
suscetivel ao herbicida glifosato, com vistas a identificar possiveis alteragbes que possam modificar a
absorcao e/ou translocacgao do herbicida.

Material e Métodos

Para a realizagao do experimento, foram utilizados dois bidtipos de Conyza sumatrensis resistentes ao
herbicida glifosato e um bidtipo suscetivel ao mesmo herbicida, previamente identificado em trabalho
publicado na literatura (Tabela 1) (Santos et al., 2014). No més de abril de 2016 os bidtipos foram semeados
em casa de vegetacdo na Universidade de Passo Fundo, no municipio de Passo Fundo-RS em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. As analises anatdmicas foram realizadas no Laboratorio
Multidisciplinar Vegetal, no periodo de janeiro a fevereiro de 2017, na Universidade de Passo Fundo.

Tabela 1. Identificacdo do municipio e coordenadas do local de coleta dos biétipos Conyza sumatrensis e a
resposta desses bidtipos a aplicacdo do herbicida glifosato. Passo Fundo - 2017

Cddigo Municipio Coordenadas Glifosato

. Lat: 28°11'45”
C0OQ 02 Coqueiros do Sul-RS Long: 52°34'12” R

N Lat: 28°01°30”

PON 01 Pontdo-RS Long: 52°46'22" R
. Lat: 28°00°20”

PON 03 Pontao-RS Long: 52°45'12” S

Nota: S= suscetivel, R= resistente

Quando as plantas atingiram o estadio de 4 a 6 folhas, as folhas foram coletadas e imediatamente
fixadas em FAA 70 (Formaldeido-Acido acéticogacial-Etanol 70, 5:5:90 v/v), onde permaneceram por 48
horas. Apés a fixacao, o material foi estocado imerso em etanol 70 °GL até a montagem das laminas. Foram
utilizadas as folhas mais desenvolvidas dos bidtipos para confecgéo de cortes transversais na regido mediana
da folha. As secgdes histologicas foram feitas manualmente, com laminas de inox.

As secgdes selecionadas foram clarificadas com hipoclorito de so6dio 20%, lavados em agua acidulada
e destilada e corados com fucsina basica e azul de Alcian. Apés a coloragao, as laminas foram montadas em
glicerina 50%e vedadas com esmalte incolor.

As laminas histologicas foram observadas e fotografadas em microscépio optico (Olympus® modelo
CX31, com camera AxioCam ERcb5s — ZEISS acoplada). As analises anatémicas foram realizadas pelo
software Zen, com determinacdo da espessura da epiderme na face adaxial das folhas dos bidtipos e o
didmetro dos feixes vasculares principais nos biotipos resistentes e suscetivel ao herbicida glifosato. Para
determinagdo do indice estomatico e densidade estomatica (estdmatos/mm2), foi utilizado o software Anati
Quanti (Aguiar et al., 2007). O célculo do indice estomatico foi feito de acordo com a férmula: indice
Estomatico (IE) = NE/(CE + NE), em que NE é o numero de estdmatos e CE o numero de células epidérmicas
(Cutter, 1986). Foram tomadas no minimo quatro leituras em cada lamina.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, em caso de significancia estatistica, para
a comparagao de médias utilizou-se o teste Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

As folhas de C. sumatrensis, independente do biétipo, exibem estrutura dorsiventral em secgao
transversal. A epiderme é uniestratificada, com células de tamanhos irregulares, paredes lisas e com
presenca de uma fina camada de cuticula. Abaixo da epiderme, observa-se uma camada de parénquima
palicadico biestratificado e compacto, seguida de parénquima esponjoso, constituido por cerca de cinco
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camadas de células irregulares, que resultam em espacos intercelulares com varias dimensdes (Figura 1).
Acima do feixe vascular central, observa-se um canal secretor (Figura 2), estrutura que pode ser
frequentemente encontrada em algumas familias, como Apiaceae e Asteraceae e ja foi observada no caule
de C. canadensis (Hansjoerg & Baur, 2013).

As folhas sdo anfiestomaticas e os estdmatos sdo anomociticos (Figura 3). Dentre os bidtipos
avaliados nesse trabalho, o bidtipo suscetivel PON 03 destacou-se por apresentar maiores indice e
densidade estomatica quando comparado aos biotipos resistentes (Tabela 2). Da mesma forma, neste bidtipo
observou-se maior quantidade de tricomas. Os tricomas presentes nos bidtipos de C. sumatrensis séo
tectores, multisseriados e estao presentes tanto na superficie abaxial quanto na adaxial das folhas (Figura 4).

Figura 1— Seccdes transversais de folhas de biétipos de Conyza sumatrensis. COQ 02 (A), PON 01 (B) e
PON 03 (C). X: xilema; F: floema; PP: parénquima pali¢gadico; PL: parénquima lacunoso; EAb: epiderme
abaxial; EAd: epiderme adaxial; EST: estdbmato. Barras: 50 um.

Figura 2 —Seccbes transversal de folha do biétipo PON 01 de Conyza sumatrensis demonstrando a presenca
de canal secretor (CS) sobre os feixes vasculares. Barra: 10 ym
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Figura 3. Estdmatos na superficie abaxial de folhas dos biétipos COQ 02 (A), PON 01 (B) e PON 03 (C)
deConyza sumatrensis. Barra: 10 ym

Figura 4. Seccao transversal da folha de Conyza sumatrensis COQ 02 (A), PON 01 (B) e PON 03 (C), com
destaque para o feixe vascular central (FV) e para os tricomas tectortes (TT)

A maior absorgao de herbicidas por espécies suscetiveis tem sido associada a presenga de estébmatos
e tricomas na epiderme adaxial da folha (Wyrill & Burnside, 1976; King & Radosevich, 1979), fatores estes
que podem explicar a suscetibilidade do biétipo PON 03 considerado neste trabalho. Procépio et al. (2003)
determinaram que abaixa densidade estomatica em C. bonariensis foi uma das principais barreiras a
penetragao de herbicidas. Um fator ligado a penetragéo dos herbicidas pelos estdmatos € a cuticula sobre as
células-guarda, que é mais fina e mais permeavel (menor teor de cera epicuticular), constituindo-se numa
barreira menos rigida a penetragdo de herbicidas (Hess & Falk, 1990). Com relagdo aos tricomas, Sargent &
Blackman (1962) afirmam que a cuticula é mais permeavel na porcdo basal destes; por esse motivo, a
penetracdo e a absorgéo de substancias sdo mais acentuadas nessa regiao.

Os resultados observados na caracterizagao da epiderme adaxial e do didmetro dos feixes vasculares
de bidtipos de Conyza sumatrensis resistentes e suscetivel ao glifosato, ndo apresentaram diferencas entre
si. Fato este confirmado pela auséncia de significancia estatistica entre os bittipos (Tabela 2).
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Tabela 2. Espessura da epiderme na face adaxial, didmetro dos feixes vasculares, indice e densidade
estomatica de bidtipos de Conyza sumatrensis, resistente e suscetivel ao herbicida glifosato

N . indice Densidade estomatica
. Espessura da Diametro dos feixes e
Biotipo . estomatico (mm?)
epiderme (um) vasculares (um?2) (%)
(o]
CcOoQ 02 13,05ns 5582,08 16,45 ¢ 39,40 ¢
PON 01 16,23 6115,29 20,93 b 47,43 b
PON 03 15,25 5106,43 24,78 a 59,10 a
Média 14,84 5601,26 20,72 48,64
C.V. (%) 4,49 36,17 27,31 18,25

"*nao significativo pelo teste F da analise de variancia a 5% de probabilidade

Embora a maioria dos trabalhos que abordam a relagao entre anatomia foliar e resisténcia a herbicidas
priorizem a avaliagao de densidade estomatica e tricomatica, composicao da cuticula, dentre outros, existe a
necessidade também da determinacdo de outras variaveis que envolvem a epiderme e os feixes vasculares.
Desta forma, a epiderme caracteriza-se por ser o tecido mais externo dos 6érgaos vegetais, tendo como
principal fungcao o revestimento dos demais tecidos, evitar a perda de agua, além de proteger da acao de
danos mecanicos e patégenos, sendo porta de entrada de agroquimicos para o interior da planta (Apezzato
Da Gloria et al., 2004; Kraehmer & Baur, 2013).

Depois de iniciado o processo de absorgédo do herbicida, a primeira camada celular encontrada séao as
células da epiderme. Assim, a importancia da espessura desta gama de células pode afetar o processo de
absorgao e translocagao do glifosato. Fato este sugerido por diversos autores, que mencionam a translocagao
do glifosato como possivel mecanismo de resisténcia em Conyza spp. (Feng et al.,, 2004; Sammons &
Gaines, 2014). Quando ocorrida a absorgao, pelas células da epiderme, quanto mais lento for o processo do
herbicida chegar até outras células e, posteriormente, aos feixes vasculares, processos de metabolizagao a
outros compostos e até a ativagédo ou inativagao podem estar ocorrendo nas células da epiderme (Velini et al.,
2009).

Desta forma, este trabalho apresenta a primeira investigagcao da espessura da epiderme em relagéo a
biétipos de buva resistentes e suscetivel ao glifosato. Nao foi possivel encontrar diferengas entre os biétipos,
revelando que esta variavel anatdmica muito provavelmente nao esta relacionada com a resisténcia dos
bidtipos.

ApOs atravessar a epiderme, o glifosato deve chegar aos feixes vasculares, que irdo carregar o
herbicida para diferentes partes da planta. A analise do didmetro dos feixes vasculares revelou nao haver
diferencas entre os biodtipos resistentes e suscetivel (Tabela 2). O glifosato move-se no interior da planta
seguindo a rota dos fotoassimilados pelo floema, o que permite inferir que quanto maior o didmetro dos feixes
vasculares, maior a translocagado do herbicida na folha para as demais partes da planta (Duke & Powles,
2008). Para o melhor desempenho do glifosato, &€ necessario primeiramente excelente absorcdo e
translocagdo até pontos de crescimento, pois a metabolizagdo ou degradacédo e reduzida translocagéo,
podem resultar em redugéo da eficacia do glifosato (Duke & Powles, 2008).

A absorcao e translocacao do glifosato em buva sédo bastante estudadas, sendo que na maioria dos
trabalhos ndo sado encontradas diferengas na absorcao do glifosato, ja a translocacao é diferente entre
bidtipos resistentes e suscetiveis. Em Conyza canadensis nao foi observado diferenga na taxa de absorgao
do glifosato entre os bidtipos suscetivel e resistente. Quando comparada a translocagéo do herbicida nos
mesmos bibtipos, observou-se que para dois bidtipos resistentes, a translocacédo reduziu 28 e 48% em
relagdo ao biotipo suscetivel (Koger & Reddy, 2005). A translocagéo diferencial também foi identificada em
populagdes de Lolium rigidum e L. multiflorum resistentes ao glifosato (Adu-Yeboah et al., 2014; Gonzales-
Torralva et al., 2012).

Diversos trabalhos comprovam a translocacgao diferencial entre os bidtipos resistentes e suscetiveis,
no entanto, ndo se sabe certamente o motivo pelo qual ocorre menor translocagao do glifosato nos biétipos
resistentes. Em adicéo a estas informagdes, outros tantos trabalhos identificaram que ocorre o sequestro do
glifosato no vacuolo celular, um local onde o herbicida ndo exercera seu efeito nas plantas (Ge et al., 2010).
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Em C. canadensis, foi identificado que ha rapido sequestro do glifosato no vacuolo nos biétipos resistentes,
confirmando este como um mecanismo de resisténcia desta espécie ao glifosato (Ge et al., 2010; Ge et al.,
2014). Outra informacgao bastante relevante é que existe diferenca na dindmica do sequestro do glifosato no
vacuolo em fungao da temperatura, sendo eu em condi¢des de temperatura em torno de 20°C, o sequestro do
herbicida é mais acentuado (Ge et al., 2011). Outro mecanismo de resisténcia relatado para buva é a
metabolizagdo do glifosato mais rapida no bidtipo resistente a compostos nao fitotéxicos como glyoxilato,
sarcosina e aminomethylphosphonico (Gonzalez-Torralva et al., 2012).

Algumas caracteristicas anatémicas das folhas de C. bonariensis, como alta densidade tricomatica;
grande espessura da cuticula da face adaxial; baixa densidade estomatica na face adaxial; e a presencga de
cera epicuticular, principalmente na face adaxial, sdo consideradas as principais barreiras foliares potenciais a
penetragao de herbicidas e modificando a sensibilidade aos bidtipos tratados (Procopio et al., 2003). No
entanto, para complementar os estudos anatdmicos, torna-se evidente a necessidade da realizagdo de
trabalhos envolvendo as areas de fisiologia, biologia e genética molecular, uma vez que a grande maioria dos
trabalhos que envolvem buva resistente ao glifosato revela haver processos fisiolégicos e moleculares
relacionados com a resisténcia.

Conclusoes

Considerando os biétipos de C. sumatrensis envolvidos nesse estudo, o bidtipo suscetivel COQ 02 e
PON 0O1apresentam menores indices e densidade estomatica quando comparado ao bidtipo suscetivel. Desta
forma, esses caracteres anatdmicos podem estar relacionados com a resisténcia destes biétipos ao glifosato.
Por outro lado, ndo ha diferencas quanto as variaveis anatdbmicas espessura da epiderme e didmetro dos
feixes vasculares entre os biotipos resistentes e o bidtipo suscetivel ao glifosato.
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