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RESUMO

Os fatores ambientais podem influenciar nas caracteristicas morfolégicas,
anatdmicas, fisiologias e genéticas das plantas daninhas e cultivadas. A expressao
de certos genes pode ser ativada ou desativada em resposta a estimulos
ambientais, alterando as caracteristicas morfofisioldégicas, anatbmicas e a absorcao
de xenobidticos pelas plantas. O uso de formulagfes e adjuvantes podem maximizar
a penetracao e absor¢cao do produto de acordo com a condicdo de cada sistema que
a espécie se apresenta. Objetivou-se avaliar a existéncia de correlacdo entre os
parametros estomaticos (tamanho, densidade, estomatica e o comprimento e largura
de células-guarda) com o tamanho do genoma de plantas daninhas e plantas
cultivadas com e sem estresse hidrico; bem como as implicacdes do estresse hidrico
na morfologia, fisiologia, anatomia e capacidade de absorcdo de fungicidas em
diferentes espécies. Para isso foram realizados trés experimentos. No experimento 1
foram utilizadas as espécies Amaranthus spinosus, Eleusine indica, Glycine max,
Ipomoea nil, Ipomoea quamoclit, Lolium multiflorum, Oryza sativa e Zea mays. No
experimento 2 utilizou-se as mesmas espécies citadas acrescido de Avena sativa e
Triticum aestivum. No terceiro experimento utilizou apenas E. indica e I. nil. As
espécies foram submetidas aos tratamentos com e sem estresse hidrico, logo apés
a emergéncia. As avaliacdes realizadas foram estomaticas, fisiolégicas, anatdmicas,
morfometria, tensdo superficial das caldas de Priori Xtra (azoxystrobin +
cyproconazole) com adjuvantes Break-thru e Agral, absor¢céo e tamanho do genoma.
A frequéncia acumula e correlacdo foram realizadas uma Unica analise para as
mesmas espécies. Cerca de 40% dos dados de frequéncia acumulada relativa do
comprimento da célula-guarda e 50% da largura da célula-guarda e da éarea
estomatica foram similares nas faces das folhas, independente da condicdo hidrica,
porém, cerca de 60 % dos dados do comprimento da célula-guarda e 50% da largura
da célula-guarda e da area estomatica foram distintos nas faces foliar nas espécies
com e sem estresse hidrico. A densidade estomatica foi variavel entre espécies de
plantas daninhas e cultivadas, independentemente da condicdo de estresse hidrico
imposto nas folhas. As correlac6es de Pearson (r) foram alta e positiva para célula-
guarda (comprimento e largura) e a area estomatica. Nas variaveis anatdmicas os

valores mais expressivos foram para e E. indica e I. nil sem estresse. Curiosamente



nos paramentos fotossintéticos vemos o inverso da anatomia. Ao avaliar a tensao
superficial das caldas de aplicacdo, temos que, o break thru é o que ha maior
reducdo seguido do Agral. Em média a reducdo na absor¢cédo de axozystrobin foi de
32% para E. indica, e de 41% em I. nil. No caso do cyproconazole, as diferencas na
absorcao ligadas a condicdo hidrica foram minimas, e no geral, plantas estressadas
de ambas as espécies absorveram 8,5% mais fungicida do que plantas nao
estressadas. A correlagdo com os parametros estomaticos e anatbmicos com a
absorcdo de um composto exdgeno foram negativos e alta para largura da célula-
guarda, area estomatica e espessura foliar e os demais parametros com r negativa e
baixa. Conclui-se que na maioria das espécies estudas o estresse hidrico interferiu
na morfologia, disposicdo estomatica e anatomia, porém, na fisiologia o estresse
hidrico potencializou as respostas fisiologicas de I. nil. Na frequéncia acumulada os
dados de comprimento e largura da célula-guarda e o tamanho do estémato foram
maiores em plantas sem estresse hidrico em ambas as faces da folha. A correlacao
foi alta e positiva entre o tamanho do genoma com os parametros estomaticos em
condi¢des hidricas. A tensdo superficial foi menor com a adicdo de Break-thru,
seguido do Agral e maior na calda sem adjuvante. Do azoxystrobin e o
cyproconazole retido e absorvido o regime de estresse e/ou periodo de avaliacdo foi
o que influenciou na quantidade dos produtos em relacédo ao formulado com ou sem
adjuvante.

Palavras-chave: estbmatos, plasticidade fenotipica, condicbes ambientais, DNA,

anatomia foliar



ABSTRACT

Environmental factors can influence the morphological, anatomical, physiological and
genetic characteristics of weed and cultivated plants. The expression of certain
genes can be activated or deactivated in response to environmental stimuli, altering
the morphophysiological and anatomical characteristics and the absorption of
xenobiotics by plants. The use of formulations and adjuvants can maximize the
penetration and absorption of the product according to the condition of each system
that the species presents. The objective was to evaluate the existence of a
correlation between stomatal parameters (size, density, stomatal and the length and
width of guard cells) with the genome size of weeds and plants cultivated with and
without water stress; as well as the implications of water stress on the morphology,
physiology, anatomy and fungicide absorption capacity of different species. For this,
three experiments were carried out. In experiment 1, the species Amaranthus
spinosus, Eleusine indica, Glycine max, Ipomoea nil, Ipomoea quamoclit, Lolium
multiflorum, Oryza sativa and Zea mays were used. In experiment 2, the same
species mentioned were used, plus Avena sativa and Triticum aestivum. In the third
experiment, only E. indica and I. nil were used. The species were subjected to
treatments with and without water stress, shortly after emergence. The evaluations
carried out were stomatal, physiological, anatomical, morphometry, surface tension of
Priori Extra (azoxystrobin + cyproconazole) sprays with Break-thru and Agral
adjuvants, absorption and genome size. The cumulative frequency and correlation
were carried out in a single analysis for the same species. Around 40% of the relative
accumulated frequency data on guard cell length and 50% on guard cell width and
stomatal area were similar on the sides of the leaves, regardless of the water
condition, however, around 60% of the data on the guard cell length and 50% of the
guard cell width and stomatal area were different on the leaf surfaces in species with
and without water stress. Stomatal density was variable between weed and cultivated
plant species, regardless of the water stress condition imposed on the leaves.
Pearson correlations (r) were high and positive for guard cells (length and width) and
stomatal area. In the anatomical variables, the most significant values were for E.
indica and I. nil without stress. Interestingly, in photosynthetic vestments we see the

opposite of anatomy. When evaluating the surface tension of the application grout,



we find that the break thru is the one with the greatest reduction followed by Agral.
On average, the reduction in axozystrobin absorption was 32% for E. indica, and
41% for 1. nil. In the case of cyproconazole, differences in absorption linked to water
conditions were minimal, and overall, stressed plants of both species absorbed 8.5%
more fungicide than non-stressed plants. The correlation with stomatal and
anatomical parameters with the absorption of an exogenous compound were
negative and high for guard cell width, stomatal area and leaf thickness and the other
parameters with negative and low r. It is concluded that in most species studied,
water stress interfered with morphology, stomatal arrangement and anatomy,
however, in physiology, water stress potentiated the physiological responses of I. nil.
At the accumulated frequency, data on guard cell length and width and stomatal size
were greater in plants without water stress on both sides of the leaf. The correlation
was high and positive between genome size and stomatal parameters under water
conditions. Surface tension was lower with the addition of Break-thru, followed by
Agral and higher in the mixture without adjuvant. Of the azoxystrobin and
cyproconazole retained and absorbed, the stress regime and/or evaluation period
was what influenced the quantity of the products in relation to that formulated with or

without adjuvant.

Keywords: stomata, phenotypic plasticity, environmental conditions, DNA, leaf

anatomy
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1 INTRODUCAO

A agricultura € uma atividade influenciada pelas condicbes ambientais,
representando grandes desafios para os sistemas de cultivo tradicionais. A
compreensao dos impactos ambientais pode abrir oportunidades para melhorias e
adaptacdes na agricultura (Gornall et al., 2010). Muitos estudos estdo sendo
desenvolvidos para compreender os multiplos aspectos da biologia molecular do
estresse das plantas, visando obter novos conhecimentos e desenvolver tecnologias
gue permitam maximizar o potencial agrondmico de diferentes espécies vegetais
(Atkinson; Urwin, 2012; Pandey et al., 2014).

Os estdmatos sdo um dos principais 6rgaos da folha que atuam no controle
de temperatura interna da folha, regulacdo osmotica, perda de agua pela
transpiracdo das folhas, por meio de sua abertura e fechamento. O movimento da
abertura do estbmato ocorre ao longo do dia, dependendo da disponibilidade de
agua e de outros fatores, que podem ser ambientais como luz e temperatura, ou
internos com niveis enddgenos de acucares, de potassio e de acido abscisico
(Willmer; Fricker, 1996).

Um dos fatores genéticos relacionados com o tamanho maximo da abertura
estomatica é definido pelo tamanho do genoma, permitindo manter o contato direto
com o ambiente, por meio da pressdo osmotica (Hodgson et al., 2010). No periodo
de desenvolvimento foliar existe regulacdo de sinais genéticas e ambientais que
regulam o padrédo de divises celulares, onde é definido o local de expressao dos
estbmatos.

A densidade estomatica, representada pela quantidade de estdmato por area,
€ variavel entre espécies de plantas e influenciada pelas condicbes ambientais
(Procopio et al., 2003). Portanto, em um estado de déficit hidrico € provavel que o
conteudo de agua em tecidos e células vegetais esteja abaixo do nivel observado
em plantas sem estresse hidrico (Taiz; Zeiger, 2009). A evolucao do déficit hidrico é
suficientemente lenta para acarretar mudancgas no processo de desenvolvimento das
plantas, pode causar varios efeitos no crescimento vegetal, como a limitacdo da
expansao foliar. A atenuacdo da area foliar restringe a fotossintese em uma area
menor de metabolizacdo (Taiz; Zeiger, 2009). Plantas em desenvolvimento sob

estresse hidrico reduzem o tamanho e o aparecimento de novas folhas (Santos;
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Carlesso, 1998). Além disso, outros estresses abidticos também podem alterar a
estrutura foliar.

Conhecer as adaptacées morfologicas e anatbmicas de plantas daninhas e
cultivadas sob condic¢des hidricas distintas é importante para agroecosistemas. Além
disso, a caraterizacdo do desenvolvimento de plantas com e sem restricdo hidrica
pode possibilitar o emprego estratégico de formulagcbes e adjuvantes, maximizando
a penetragédo e absorcao do produto na planta de acordo com a condicdo de cada
sistema que a espécie esta inserida.

Estudar o crescimento e desenvolvimento de plantas, especialmente plantas
daninhas, em condicbes de estresse € de fundamental importédncia por varias
razdes. Aqui estdo alguns aspectos-chave a serem considerados: compreender
como essas plantas respondem ao estresse pode ajudar a desenvolver praticas
agricolas mais sustentaveis e eficientes. Isso pode levar a uma reducdo na
necessidade de produtos xenobidticos (como fungicidas, herbicidas, entre outros).

O crescimento e desenvolvimento de plantas sobre estresse aflora a
competicdo por recursos, como agua, nutrientes e luz solar, por apresentar maior
demanda de sobrevivéncia essas particionam os fotoassimilados a fim de maximizar
a obtencéo dos recursos sendo pela reducdo da area folear e do porte das plantas,
e/ou aumento do sistema radicular, inducdo da fase reprodutiva, alteracdes
fisioldégicas e anatdmicas em plantas daninhas cultivadas.

O objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de correlagdo entre os
parametros estomaticos (tamanho, densidade, estomatica e o comprimento e largura
de células-guarda) com o tamanho do genoma de plantas daninhas e plantas
cultivadas com e sem estresse hidrico; bem como as implicacdes do estresse hidrico
na morfologia, fisiologia, anatomia e capacidade de absor¢do de fungicidas com

adjuvantes em diferentes espécies.

Objetivos especifico

Avaliar pardmetros estomaticos (comprimento e largura da célula-guarda,
tamanho de estoma) em ambas as faces foliares em A. spinosus, A. sativa, E. indica,
l. nil, I. quamoclit, G. max, L. multiflorum, O. sativa, T. aestivum e Z. mays crescidas

em condi¢cdes com e sem estresse hidrico.
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Correlacionar o tamanho de genomas com a densidade de estbmatos, o
comprimento e a largura de célula-guarda nas espécies mencionadas sob diferentes
condi¢cdes hidricas.

Indicar a porcentagem da ocupacéo de estématos nas faces abaxial e adaxial
na area foliar das espécies A. spinosus, A. sativa, E. indica, I. nil, I. quamoclit, G.
max, L. multiflorum, O. sativa, T. aestivum e Z. mays crescidas com e sem estresse
hidrico.

Comparar o acumulo de biomassa de A. spinosus, A. sativa, E. indica, I. nil, I.
guamoclit, G. max, L. nutflorum, O. sativa, T. aestivum e Z. mays sob diferentes
condi¢cdes hidricas.

Avaliar a morfoanatomia e a fisiologia de E. indica e I. nil, cultivadas em
condi¢cdes hidrica distintas.

Testar a eficacia de absorcéo de fungicidas em E. indica e I. nil submetidas as
condicdes hidricas distintas com emprego de adjuvantes.

Correlacionar os parametros anatdmicos e estomaticos com a absor¢cdo das

espécies E. indica e I. nil
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas das plantas estudadas

2.1.1 Classe Eudicotiledénea
O termo eudicotileddnea (o prefixo “eu” significa “verdadeiro”), & caracterizado

por grupos que tém pdlen tricolpado e tipos derivados (Doyle; Donoghue, 1986).

Conhecida também como dicotiledéneas e estas sdo um grupo de plantas
angiospermas (plantas com flores) diversificado incluindo desde ervas, arbustos até
arvores. A principal caracteristica dessas plantas € a presencga de dois cotilédones,
gue podem se assemelhar a folhas e desempenham um papel importante como
orgaos de reserva e protecdo do embrido (Tribe, 1977; Joly, 2002). As
dicotiledbneas possuem algumas caracteristicas em comum, como 0 crescimento
secundario em espessura tanto do caule quanto da raiz, folhas geralmente largas e
com nervuras reticuladas crescendo pela base (Tribe, 1977; Joly, 2002), flores

formadas por organizacdo dimero ou pentamero e raizes pivotantes (Joly, 2002).

Dentre as plantas presente no presente trabalho destaca-se, A. spinosus, .
guamoclit, 1. nil e G. max, no decorrer do texto se descreveram as caracteristicas

individuais dessas espécies.

As plantas do género Amaranthus séo influenciadas pelo ambiente, que afeta
porte e aspecto (Rizzardi, 2020). A plasticidade fenotipica € uma importante
estratégia evolutiva dessas plantas, permitindo que elas respondam e se ajustem a
diferentes condicbes ambientais, aumentando sua aptiddo e perpetuacéo da espécie

em diferentes sistemas ecoldgicos.

O Amaranthus spinosus (L.) (caruru-de-espinho) € uma planta anual,
herbacea, ereta, com espinhos, bem ramificada, pode chegar de 50 a 100 cm de
altura, propagacéo exclusivamente por sementes que € encontrada em mais de 40
paises. As folhas sdo alternadas, longo-pecioladas, as axilas apesentam espinhos,
glabra, medindo de 3 a 8 cm de comprimento com 4 cm de largura. No territorio
brasileiro, esta espécie ocorre em areas de pastagem, lavouras perenes e
eventualmente em lavouras anuais (Lorenzi, 2008). Além disso, essa planta

apesenta tolerancia ha 16 herbicidas, dependendo do momento da aplicacéo (pré-
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plantio incorporado, poés inicial, pds tardia e planta adulta), sendo que na aplicacéao

pos-tardia ha uma maior frequéncia da tolerancia (Lorenzi, 2014).

Ipomoea é um género de plantas pertencente a familia Convolvulaceas com
mais de 700 espécies identificadas pelo mundo. Dentre estas, mais de 140 espécies
tém sido relatadas no Brasil. As espécies Ipomoea quamoclit (L.) e Ipomoea nil (L.)
Roth, apresentam ciclo anual, reproducdo seminifera, tém caules e ramos finos,
alongados e voluveis, que se ramifica pelo solo ou sobem em objetos com altura de
até 3 m (Rizzardi, 2020). As folhas e flores é variavel entre individuos, permitindo a
identificacdo das espécies. Bem como, a coloracdo das flores € muito variavel entre

as espécies e até mesmo dentro da mesma planta (Rizzardi, 2020).

Ipomoea nil (L.) Roth, conhecida como corda-de-viola, apresenta grande
importancia nas lavouras anuais e perenes, pomares, cafezais, terrenos baldios e
em beiras de cercas, por causar sérios problemas na colheita mecaniza de cereais,
pois pode chegar até 3 m de comprimento (Lorenzi, 2008). Na cultura da cana-de-
acucar essa especie ganha destaque especialmente no momento da colheita, por

causar embuchamento das maquinas onerando o custo de producdo.

Ipomoea quamoclit (L.), conhecida como primavera, pode atingir alturas de
até 1,8 m. Essa planta daninha € comum na maioria das culturas anuais de verao na
regido do Sudeste e Nordeste. A operacdo da colheita mecanica é prejudica devido

embuchamento das maquinas (Lorenzi, 2008).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) tem grande importancia no cenario agricola
mundial, sendo uma das principais comdditie. A soja € uma planta herbacea da
familia Fabaceae que pode apresentar crescimento indeterminado (sem racemo
terminal), determinado (com racemo terminal) ou semideterminado (intermediario)
(Nepomuceno; Farias; Neumaier, 2021). Esta planta cultivada apresenta folhas
trifolioladas (exceto o primeiro par de folhas), flores de fecundacdo autbgama com
coloracbes branca, roxa ou intermediaria, que produzem vagens (legumes) que
mudam de cor a medida de que amadurecem de verde para amarelo-palido,
marrom-claro, marrom ou cinza (Nepomuceno; Farias; Neumaier, 2021). As
variedades comerciais de soja mais empregadas apesentam caule ereto pouco
ramificado e raiz pivotante com muitas ramificacbes. A estatura ideal das plantas de

soja esta entre 60 a 110 cm.
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2.1.2 Classe Monocotiledbnea

As monocotileddneas s&o plantas angiospermas caracterizadas por
apresentarem uma unica folha cotiledonar. Este cotilédone é o 6rgao de reserva, e
durante a germinacdo, o desenvolvimento do embrido, os caules e as raizes néo
apresentam crescimento secundario em espessura (Joly, 2002). Algumas
caracteristicas comuns para maioria dessas plantas sdo folhas com nervuras
paralelas, bainha larga majoritariamente espiralada e raizes do tipo fascicular. A flor

pode ter plano dimero ou multiplo (Joly, 2002).

As monocotiledbéneas abrangem uma ampla variedade de plantas, incluindo
gramineas (como trigo e arroz), plantas ornamentais (como lirios e orquideas),
palmeiras, bambus, bromélias e muitas outras espécies (Tribe, 1977). No decorrer
do texto se descrevem as caracteristicas individuais das plantas daninhas e

cultivares avaliadas no presente trabalho.

A aveia (Avena sativa) é uma graminea de ciclo anual que varia de 120 a
mais de 200 dias, dependente da cultivar, época, coordenadas geograficas e
condicbes edafoclimaticas da regido (Goellener; Floss, 2001). A aveia apresenta
habito de crescimento cespitoso e pode ter altura superior a 1 m, tem colmos
cilindricos e eretos, com nés e entrends. A inflorescéncia em panicula piramidal e
difusa com graos: um primario, um secundario e, comumente, um terciario. As raizes
séo de tipo fasciculado (Floss 1988). Um dos fatores de producao agricola que mais
afeita a aveia é o clima, sendo pouco resistente a altas temperaturas (Floss 1988),
porém, a A. sativa pode suportar longos periodos de déficit hidrico, recuperando-se

rapidamente (Floss, et al., 2003).

Eleusine indica L. Gaertn, conhecida popularmente como capim-pé-de-
galinha, € uma planta daninha anual com reproducdo seminifera, altamente
difundida em todas as regifes do pais (Rizzardi, 2020). Essa espécie de planta
daninha forma touceiras de 30 a 50 cm de altura, tem um sistema radicular bastante
desenvolvido, sendo uma infestante importante de solos compactados como em
plantio direto. Eleusine indica é mais comum em cultivos anuais e perenes, terrenos

baldios, jardins e beira de estrada (Lorenzi, 2008).
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O Lolium multiflorum Lam. (azevém) é uma planta exética no Brasil, originaria
do Sul da Europa e Norte da Africa, que foi introduzida no Sul do pais como
forrageira, mas tornando-se planta daninha em culturas de inverno (trigo e cevada) e
de milho semeado na primavera. Essa espécie € uma planta anual ou bianual,
reproducéo semifera, que apesentam desenvolvimento mais vigoroso nos periodos
mais frios, porte ereto com elevado potencial para producdo de perfilhos. Além
disso, cada planta de L. multiffiorum pode produzir 3.500 sementes (Rizzardi, 2020).
No Brasil existem relatos de resisténcia aos herbicidas inibidores da 5-
enolpiruvilxiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs). Além desse, ao redor do mundo
existem casos de resisténcias aos inibidores da acetolactato sintase (ALS),
resisténcia multipla aos inibidores da EPSPs e acetil coenzima A carboxilase
(ACCase), isolada ou multipla (Rizzardi, 2020).

O arroz (Oryza sativa L.) é uma monocotileddnea que apresenta raizes
adventicias, fibrosas e com muitas ramificacbes e pelos radiculares. Essa planta
pode apresentar de 8 a 14 folhas dependendo da cultivar, e a ultima folha a
desenvolver € denominada folha bandeira. No caule da planta tem-se um colmo
principal e um numero variavel de colmos secundarios ou perfilhos. A resisténcia ao
acamamento € determinada pelas caracteristicas dos entrenés como comprimento,
didmetro e espessura. A inflorescéncia do arroz € uma panicula que fica no ultimo
entrend do caule, e o gréo é formado pelo ovario fecundado que produz uma Unica

semente (Heinemann; Da Silva; Pinheiro, 2021).

Para que a cultura do arroz desenvolva vigorosamente, a resposta entre a
relagéo clima e planta devem ser estudada a fim de inserir cultivares adaptadas a
regido desejavel. Em condi¢éo adversa de clima, no caso do estresse hidrico ocorra
durante a fase vegetativa, pode haver reducéo na altura da planta, no nimero de
perfilhos e na &rea foliar; porém, caso essa demanda seja suprida a tempo a planta
pode recuperar-se sem afetar a floracdo. No entanto, o estresse na fase reprodutiva
provoca efeitos irreversiveis, mesmo que haja o molhamento das plantas nas fases
seguintes, resultara em esterilidade e dessecamento das espiguetas (Heinemann;
Da Silva; Pinheiro, 2021).

O trigo (Triticum aestivum L.), uma das culturas mais importantes do mundo, &
cultivada em mais de 3,4 milhdes de hectares e, com rendimento medio de gréaos de

2,59 t hal (USDA, 2022). Pertencente a familia Poaceae, o trigo € uma graminea de
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ciclo anual que pode variar de 90 a 180 dias, dependendo da cultivar e clima
(Gustman, 2022). Cultivada durante o inverno e a primavera (EMBRAPA, 2013), as
cultivares de trigo podem apresentar ciclo super precoce, precoce, médio e tardio,

com estatura variando de porte baixo, médio e alto (Chagas, et al., 2021).

A condicdo de clima afeta diretamente o desenvolvimento da planta de trigo
ao longo de seu ciclo. A restricdo hidrica em qualquer fase do desenvolvimento da
planta reduz a altura, o percentual de espiga, o0 nUmero de semente, mas sobretudo

0 peso de sementes (Andrade, et al., 2015).

O milho (Zea mays L.) € o segundo grao mais produzido no Brasil. Ao longo
das ultimas cinco décadas, a cultura do milho passou por uma verdadeira revolugcédo
no pais. A partir de 1976/1977, houve um crescimento de 83% da area plantada e de
484% da producdo (Duraes, 2023). O milho é uma planta anual, cespitosa, ereta,
com baixo perfilhamento, mondica-monoclina, com metabolismo C4 e ampla
adaptacao a diferentes condicdes de ambiente. O sistema radicular definitivo do
milho é conhecido como raizes nodais ou fasciculadas (Magalhdes; Durdes; 2021).
O ciclo desta cultura pode ser super precoce, precoce e normal, variando de 90 dias
no verdo e de 100 dias no inverno, dependendo da cultivar e regido de cultivo
(Pereira Filho, et al., 2021).

No estadio de pendoamento, a planta de milho apresenta alta sensibilidade ao
encharcamento. Além disso, o excesso de agua pode contribuir, inclusive, com a
inviabilidade dos gréos de polen. Contudo, a restricdo hidrica nesse periodo afeta o
sincronismo pendéao-espiga, reduzindo a chance de aparecimento de uma segunda

espiga em materiais prolificos (Magalhées; Duraes; 2021).

Dos fatores que interferem na producdo agricola, o clima € mais dificil
controle e de maior impacto para a planta atingir seu potencial maximo produtivo. Os
estresses abidticos, como a seca, o excesso de chuvas, as oscilacdes de
temperaturas, a baixa luminosidade, entre outros, podem reduzir significativamente
os rendimentos em lavouras e restringir as areas de producdo. O estresse hidrico
pode ser total ou parcialmente amenizados, contudo, o excesso de chuvas pode
restringir o periodo de cultivo e tornar inviavel economicamente a producdo de

cultivares ndo adaptadas ao clima desejado (Nepomuceno; Farias; Neumaier, 2021).
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2.2 Tamanho gendémico

7

O tamanho gendmico é a quantidade de DNA (acido desoxirribonucleico)
encontrada no nucleo celular representada em picogramas. Essa unidade de medida
€ confiavel e apresenta resultados robustos; entretanto, a ploidia € variavel e
evidéncia somente a quantidade e ndo o tamanho de cromossomos (COX et al.,
1998). Dentro dos diversos grupos vegetais ja estudados, existe uma correlacdo
positiva entre o tamanho das células-guarda dos complexos estomaticos com o
tamanho do genoma (Knight; Beaulieu, 2008; Hodgson et al., 2010; Xing et al.,
2011).

A abertura estomatica ocorre por meio da pressao osmoética, e permite que a
planta e o ambiente mantenham um contato direto. O tamanho maximo de abertura
€ definido pelo tamanho do genoma (Hodgson et al.,, 2010). A relacdo entre o
tamanho genbmico com o comprimento das células-guardas do estébmato foi
constatado para 67 espécies da familia Proteaceae (Jordan et al., 2014). Para
Orchidaceaes, além do tamanho da células-guardas estomaticas, a densidade de
estbmatos na superficie foliar foi pesquisada e correlacionada ao tamanho do

genoma (Rupp et al., 2010; Xing et al., 2011).

2.3 Formacao do estdmato

O desenvolvimento estomatico inicia-se com as divisbes celulares
assimétricas determinando o nimero e a organizacdo dos estébmatos que as folhas
podem apresentar. No entanto, ha fatores intrinsecos, que sdo obedecidos como
acao local (entre células da epiderme) ou a distancia (das folhnas maduras para as
em desenvolvimento); e fatores extrinsecos, como ambiente (luz, agua e CO:
atmosférico). Receptores presentes na superficie celular e moléculas de sinalizacao
intracelular estédo envolvidos na percepgcao e resposta a esses fatores ambientais
(Bergmann, 2006). Os mecanismos de percepcéo e resposta das plantas aos fatores
ambientais sdo complexos, mas esses processos sdo fundamentais para a
adaptacdo das plantas ao ambiente, pois desempenham um papel crucial em sua
sobrevivéncia e reproducdo das espécies (Bergmann, 2006).

Ao longo do desenvolvimento da folha, o padrdo de divisdes celulares é

regulado por sinais genéticos e ambientais, o que determina o surgimento dos
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estdbmatos. A densidade estomatica € variavel, e os estdbmatos estdo/sdo separados
por célula pavimentosa que apresentam funcdes diversas (estoque de agua em seus
grandes vacuolos e protecdo ao ataque de insetos e patdgenos) (Bergmann; Sack,
2007).

Para a formacdo dos estbmatos ha uma primeira divisdo na célula
meristemoide-mae, que resulta em uma célula menor denominada meristémoide ou
célula-guarda méae. Essa célula se divide simetricamente e forma duas células-
guarda (Bergmann; Sack, 2007). No entanto, proteinas receptoras e proteinas
mitogen-actived quinase atuam como inibidores de novos estématos na superficie
foliar (Gray, 2000). SPEECHLESS, MUTE e FAMA sao familias de proteinas de
Arabidopsis thaliana com expresséao distinta e funcao especifica na diferenciacao de
estbmatos. Além disso, genes ERECTA, TOO MANY MOUNTHS, YODA e High
Carbon Dioxide participam dessa diferenciacdo de acordo com a fase em que
participam (Bergmann; Sack 2007).

O gene ERECTA participa de varios processos do crescimento e
desenvolvimento do estdbmato, bem como, respostas a estresses bidticos e abibdticos
(Masle et al., 2005; Bergmann, 2006). O gene TOO MANY MOUNTHS atua na
atenuacdo de divisbes celulares na fase inicial onde se codificam receptores
presentes em células meristemoides e células-guarda méae (Bergmann; Sack, 2007).
O gene YODA regula a diferenciagdo das células-guarda, atuando na fase de
proliferacé@o celular da citocinese das célula-guarda mée (Bergmann; Sack, 2007). O
gene High Carbon Dioxeide, codifica um regulador negativo (inibidor) do
desenvolvimento estomatico por meio da resposta as concentracdes de didxido de
carbono (Gray et al., 2000).

2.4 Adaptacdo estomatica ao estresse ambiental

As plantas presentes em ambientes hostis podem apresentar estresse
oxidativo, acarretando lesGes graves a hiveis celular e molecular (Ahmad et al.,
2009). O estresse oxidativo € uma resposta protetora das plantas, que por meio de
um sinal se ativa uma rede complexa de eventos moleculares e celulares integrados
(Balestrazzi et al., 2009).
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No inicio do estresse oxidativa ha a transducédo do sinal dos fatores-chave
gue modificam a expressao génica, ativando as respostas da planta que resultam na
tolerancia que promove a sua sobrevivéncia (Balestrazzi et al., 2009). No entanto, a
maioria das pesquisas estdo voltadas nas respostas das plantas aos estresses
individuais, que inclui bactérias, estresse hidrico, salinidade, temperatura, frio,
osmose, fungos, matocompeticdo, nutrientes e virus (Rodrigo et al., 2011; Shalik;
Ramakrishna, 2013; Shanker et al., 2014).

A estrutura foliar pode ser afetada quando as plantas sdo submetidas aos
estresses abidticos durante o periodo de desenvolvimento, destacando-se o
estresse hidrico que leva a planta a reduzir o tamanho e o aparecimento de novas
folhas (Santos; Carlesso, 1998). Essa resposta das plantas tem como objetivo
reduzir 4rea de transpiragdo e 0 gasto metabdlico visando a manutencdo e a
sobrevivéncia das plantas (Smit; Singels, 2006). As plantas podem-se aclimatizar e
apresentar diferentes niveis de resposta sob estresse hidrico, acarretando uma
variagdo consideravel da sensibilidade dos estdmatos (Angelocci, 2002). Deste
modo, a disponibilidade hidrica e a luminosidade sdo fatores que afetam a

guantidade de estbmatos em folhas.

2.5 Penetracdo e absorcéo de Agrotoxicos

Para o sucesso do controle quimico de plantas daninhas é fundamental
conhecer as principais barreiras que o herbicida precisa superar para ser absorvido
pelos tecidos vegetais. A penetracdo dos herbicidas pode ocorrer em diversas
estruturas das plantas, sendo que as folhas sdo o principal 6rgado para penetracao
de herbicidas aplicados em pos-emergéncia. A morfologia folar influencia a
guantidade de herbicidas que é retido, porém, a anatomia foliar determina a
guantidade de produto que ser& absorvida pelas folhas (Ferreira, et al., 2002a).

A penetracdo consiste no movimento do herbicida em direcdo a epiderme das
folhas, infiltrando nos espacgos intercelulares (apoplasto) da primeira camada da
epiderme. Esse movimento é governado majoritariamente pela difusédo do herbicida.
Contudo, ha casos que esse processo pode ser reversivel, caso o produto nédo tenha
sido absorvido (entrado na célula) (Carvalho, 2013). A absorcdo é a entrada do

produto na célula, e para que o processo esteja concluido é necessario que o
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herbicida atravesse a plasmalema (ou membrana plasmatica, que envolve e delimita
o conteudo da célula) do simplasto (Carvalho, 2013).

A via de absor¢cdo mais importante para os herbicidas aplicados nas folhas é
através da cuticula das células da epiderme foliar. A camada externa da cuticula
apresenta caracteristicas lipofilicas, enquanto a camada interna é hidrofilica. Deste
modo, duas rotas de absorcdo de herbicidas podem ser tracadas: a rota polar e a
rota apolar. Assim, herbicidas lipofilicos e hidrofilicos podem atravessar a cuticula
por qualquer uma das rotas (Carvalho, 2013).

Diversos fatores podem influenciar a penetracdo e absorcdo de herbicidas,
como as caracteristicas dos produtos (concentracdo e tamanho da gota, emprego de
adjuvantes, angulo e area de contato, formulacgéo, lipofilicidade), do alvo (presenca
de tricomas, cerosidade, cuticula, tamanho de area foliar e plantas submetida ao
estresse hidrico) e ambiente (orvalho, umidade do ar, luminosidade, temperatura e
precipitacdo) (Carvalho, 2013). Gotas de menor diametro possibilitam maior
cobertura sobre os alvos e aumento da penetracdo em dossel de culturas mais
densas; porém, gotas menores de 100 uym sao mais propensas a deriva e
evaporacao mais rapida (Martins et al., 2021).

A penetracéo de herbicidas pelos estbmatos pode ocorrer de duas formas. A
primeira pela cuticula sobre as células-guarda, que é mais fina e permeavel a
substancias do que a cuticula ao longo do limbo foliar. Neste caso, a solucao
pulverizada penetra através do poro aberto para dentro da camara estomatica, e dai
para o citoplasma das células do parénquima foliar (Bukovac et al., 1990; Procépio
et al., 2003). Contudo, avaliando gendétipos diferentes de uma mesma espécie, com
relacdo a absorcdo de um herbicida, houve correlacdo direta entre a frequéncia
estomatica e sensibilidade, porém, a menor espessura da cuticula sobre as células-
guarda sejam o fator de maior importancia neste caso e ndo exatamente a

penetracdo direta pelos estbmatos (Taiz; Zeiger, 2009).

2.6  Caracterizagao de Priori Xtra®, Agral® e Break-thru®

O produto utilizado no presente estudo foi escolhido para avaliar a absorcao
de agrotéxicos nas plantas, optando-se pelo uso de um fungicida para evitar efeitos
diretos sobre as células das plantas. O uso de um fungicida como um parametro na

avaliacdo da absorgcéo de agrotoxicos permite minimizar a interferéncia direta nas
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células das plantas, focando na capacidade de absorcédo dos produtos quimicos. O
Priori Xtra® é um fungicida sistémico composto de azoxystrobin e cyproconazole
(Tabela 1), que é usado em pulverizagBes preventivas para o controle de doencas
da parte aérea das culturas do algodéo, arroz irrigado, aveia, café, cana-de-acucar,
cevada, eucalipto, girassol, milho, soja e trigo. Entretanto, a utilizacdo deste produto
requer do uso de um adjuvante (BULA SYNGENTA, 2017).

O Priori Xtra® € um fungicida que contém dois ingredientes ativos com grande
facilidade de andlise por LCMSMS. Os dois ingredientes ativos foram aplicados
como tracadores com o objetivo de comparar os efeitos das caracteristicas das
plantas nos processos de penetracdo e absor¢cdo. O uso de compostos sem agéo
herbicida é fundamental para que ndo haja o comprometimento de funcdes

fisioldégicas fundamentais para a continuidade desses processos.

Os adjuvantes podem ser separados em Uteis e ativadores. Os Uteis
modificam as caracteristicas fisico-quimicas da calda, e o ativadores facilitam a
interacdo dos ingredientes ativos com seu alvo. Os adjuvantes podem atuar como
espalhantes, aderentes, molhaveis, emulsificantes, detergentes e dispersantes
(VARGAS; ROMAN, 2006). Além disso, um adjuvante pode conter mais de um modo
de atuacdo e raramente sdo classificados com apenas um unico tipo (Bellucci et al.,
2017). Os surfactantes pertencem ao grupo dos ativadores, sendo o grupo de
adjuvantes mais utilizado, pois aumentam a penetracdo de agrotoxicos ao atuar na
cuticula das plantas melhorando o efeito do agrotéxico, como no caso do Agral e
Break-thru (Tabela 1).

O Agral® atua como espalhante adesivo, age na reducdo da tensao
superficial da calda, reduzindo o angulo de contato entre a gota e o alvo (superficie
da folha), o que aumenta a &rea de contato para absorcdo. Além disso, o0 aumento
da aderéncia na planta evita que a calda escorra do alvo e chegue ao solo,

reduzindo as perdas de produtos (Vargas; Roman, 2006).
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Tabela 1 - Férmulas estruturais e propriedades fisico-quimicas de agrotoxico

(Priori Xtra®) e dos adjuvantes (Agral® e Break-thru®)

Agroquimicos

Fungicida

Adjuvantes

Azoxystrobin

Cyproconazole

Nonil fenoxi poli
(etilenoxi) etanol

Copolimero
poliéter-polimetil
siloxano

o [ T o - OH Cf;
Formula [;\“’\\)\“/E\ J S Jl/\/ (‘/“D/Z\/ (CH,),5i — O~ Si —O-Si (CH,),
estrutural \;Lgc ) o N o C‘Hs
Férmula CorH-N-O Ci15H18CIN3O CoH10CsH4(OCH2CH2  C10H2803Si3(C3HeO.C
molecular 227 17sS ) 2H40)x
. Oxirano, metil,
metil (E)-2-{2-[6-(2- (228(4?5352 Isi,li)%_sslfl)- polimero com
IUPAC cianofenoxi)pirimidin- oxirano, mono(3-

nomenclatura

4-iloxi]fenil}-3-
metoxiacrilato

ciclopropil-1-(1H-
1,2,4-
triazol-1-il)butan-2-ol

(1,3,3,3-tetra metil-1-
((trimetilsilil)oxi)dissil
oxanil)propil)éter

Trisiloxanos
Grupo quimico Estrobilurina Triazol Alquilfenol etoxilado organomodificados
(silicone)
Peso molecular
(g mol) 215,69 291,78 6016 -
Densidade 6 140 1051,5 1,01
(g mL1a 20°C) (kg m= a 25°C) (kg m= a 20°C) (g cm3 a 25°C)
2,5
Solubilidade em (baixa) (mﬁir;ga) Solivel Solavel
7 -1 o (o]
agua (mgL a?)20 C, pH (mg L a 20°C, pH 7) (25°C)
2,5 2,9 3,7-4,48 x s
Log Kow (alta lipofilicidade)  (alta lipofilicidade) (25 °C) N&o aplicavel
= 8,3 x 1013 2,59 x 107
Pressdode .2 volatilidade) (baixa volatilidade) 140 -
vapor (Pa a 25°C)
(mPa a 25°C) (mPa a 25°C)
100
(mlioc-l) (moderadamente 507 (mc::g\;zgamente - -
9 movel)

Fonte: adaptado de BYK (2023); ECHA (2023); EPA (2023); ENVONI (2023); PPDB (2023).

O Break-Thru® atua como espalhante molhavel,

reduzindo a tensao

superficial da calda, resultando no aumento da area de absor¢cdo. Este adjuvante

também retarda a evaporizarao da agua, fazendo com que a calda permaneca mais

tempo sobre a folha para a absorcdo (Vargas; Roman, 2006). O adjuvante Break-

Thru na concentracdo de 0,1% teve maior eficiéncia na reducdo da tensédo

superficial da agua, quando comparado com Agral® e outros adjuvantes na mesma

concentracdo (Caetano et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e laboratério, no
Nucleo de Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM) (22° 51’ 00.09”S e 48° 25’
25.89’"W) do Departamento Protecdo de Plantas da Faculdade de Ciéncias

Agron6émicas da UNESP, campus de Botucatu — SP.

3.1 Delineamento experimental

Trés experimentos foram realizados com e sem estresse hidrico, organizados da
seguinte forma: experimento 1 composto pelas espécies A. spinosus, E. indica, G.
max, . nil, I. quamoclit, L. mutiflorum, O. sativa e Z. mays e no experimento 2 utilizou
as mesmas espécies do experimento anterior acrescida de A. sativa e T. aestivum,
no terceiro foram apenas E. indica e I. nil.

As avaliacdes de frequéncia acumulada e correlacdo de Person foram realizadas
com as mesmas espeécies em conjunto, para determinar o impacto desse estresse 0s
nos parametros estomaticos. A morfologia, foi avalida individualmente para o
experimento 2 e 3 e as avalicGes de anatomia, fisiologia e a capacidade de absorcéo
de defensivos agricolas (fungicida) e a correlacdo da absorcdo com os parametros
estoméaticos e anatdmicos das plantas observados no experimento 2.

As sementes das diferentes espécies foram obtidas pela empresa Agro Cosmos
— Sementes. A semeadura das espécies foi realizada em vasos de 500 mL nas
datas 21/12/2019, 14/01/2020, 17/01/2021 para o0s experimentos 1 e 2,
respectivamente. As plantulas foram submetidas aos tratamentos com e sem
estresse hidrico, logo apos a emergéncia. Cada tratamento teve quatro repeticdes
em esquema de blocos casualizados.

O estresse hidrico foi imposto nas plantas logo apds a germinacdo, com a
suspensao da oferta de agua, a medida que ia correndo o aparecimento de sintomas
caracteristicos de estresse (perda da turgescéncia das folhas) a irrigacdo (dgua) era

ofertada na quantidade de 10 mL para reidratacao das plantas.
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3.2 Andlise estomatica (Experimento 1, 2 e 3)

As amostras de plantas avaliadas nos trés experimentos, nas condigcbes com
e sem déficit hidrico, foram coletadas ap6s 30 dias apds a semeadura (DAS) de uma
folha totalmente expandida da regido mediana. Para a montagem das laminas, um
adesivo incolor foi acondicionado na superficie da regido mediana central das
superficies adaxial e abaxial das folhas. Posteriormente, as amostras foram
pressionadas levemente por 5 segundos sobre a lamina, a fim de obter a impresséao
digital das folhas (CHIN, 1995), conforme a Figura 1 A e B. O tamanho, comprimento
transversal e longitudinal de estdmatos foi determinado a partir de imagens obtidas
por um microscopio de luz com camera acoplada, utilizado o software Motic Images
Plus 3.0 (Figura 1 C). Posteriormente as pranchas foram montadas para os trés
experimentos, nas condicbes com e sem déficit hidrico e em ambas as faces do

limbo foliar das plantas e cultivadas.

Figura 1 — Montagem e avaliagdo micromorfométricas do laminario estomatico
das espécies de plantas daninhas e cultivadas submetidas a condi¢cfes
hidricas distintas

3.3 Estudo da composicao estrutural da folha

As laminas foram confeccionadas a partir de fragmentos coletados na regiéo
mediana das folhas totalmente expandidas. O material coletado (amostras de folhas)
foi fixado em mistura de &lcool etilico 50%, &cido acético e formol (FAA 50) por 24
horas (Johansen, 1940). Posteriormente, essas amostras foram desidratadas em
séries crescentes de etanol (70, 90 e P.A.) e incluidas em resina acrilica do tipo

metacrilato. As amostras permaneceram no vacuo por 40 min para cada
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procedimento. A fixacéo foi realizada com uma seringa de 5 mL, onde foi seccionado
0 bico e o embolo retirado para lixar a rolha de retengcédo até ficar plana em um
esmeril de bancada. Em seguida, os fragmentos foram fixados resina acrilica
(Leica®), e ap0Os a polimerizacdo da resina, o embolo foi pressionado para retirar o

material desejado.

As amostras polimerizadas foram emblocadas num bloco de madeira com as
dimensdes correspondente ao encaixe do microtomo rotativo semiautomatico
(modelo CUT 5062 — marca SLEE®). Uma gota de cola instantanea em gel foi
aplicada em uma das faces do bloco para aderir o material polimerizado (Figura 2 A,
B e C). Em seguida, com auxilio do micrétomo rotativo foram confeccionados
fragmentos na transversal gerando amostras com 7 um de espessura e depois
coradas com azul de toluidina a 0,05%, pH 4,7. Alguns cortes foram
fotomicrografados com um microscépio com camera acoplada e analisados pelo
software Motic Images Plus 3.0 para identificar os tecidos presentes no limbo foliar

das espécies vegetais (Figura 2 D).

Figura 2 — Confeccédo de laminas para avaliacdo anatdmica E. indica e I. nil
submetidas a condi¢des hidricas distintas
w » |
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A: Desidratacdo e vacuo, B: Fixacdo e resina acrilica, C: amostra pronta para emblocar e cortar D:
fotomicroscopio

3.4 Avaliagcbes Biomassa (Experimento 2 e 3)

Aos 30 dias ap6s semeadura as plantas dos experimentos 2 e 3 foram
cortadas rente a superficie do solo e para medir o comprimento da parte aérea e o
sistema radicular, com auxilio de uma fita métrica. As raizes foram previamente
lavadas para essa medicao.

Posteriormente no experimento 3 foi determinado o peso fresco e seco das

plantas de I. nil e E. indica. Foi aferido o peso fresco da parte aérea e do

sistema radicular com uma balanca de precisao acondicionadas em estufa de ar
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com circulacdo forcada a 60 °C por 72 h para obtencdo do peso constante das

espécies.

3.5 Parametros fotossintéticos e temperatura da folha

Os parametros fotossintéticos como trocas gasosas foliares a partir das
variagoes de CO: e da umidade relativa no interior da camara do aparelho, CO:2
consumido (AC - umol mol?), concentracgéo interna de CO2 na cAmara subestomatica
(Ci - umol molt), condutancia estomatica de vapores de agua (gs - mol m? s?), taxa
de transpiracédo (E - mol H2O m?2 s?) e taxa fotossintética (A - umol m?2 s1) foram
realizadas aos 30 dias ap6s a semeadura (DAS) com um Analisador de Gases no
Infra-vermelho portétil IRGA LC pro-SD (ADC Bio Scientific Ldt, UK). A eficiéncia do
uso da agua (EUA - mol CO2 mol H20?) foi obtida pela relacédo entre quantidade de
CO: fixado pela fotossintese e quantidade de agua transpirada no mesmo periodo,
bem como, a relacdo entre as concentracdes interna e ambiente de CO:2 (Ci/Ca)
(Flexas et al., 2010). As avaliacdes foram feitas no periodo da manha entre 7 as 10
horas (Figura 3 A).

A temperatura da folha de E. indica e I. nil foi determinada por meio de
fotografias, o que gerou as medi¢des de temperatura, como demostra a Figura 3 B e
C.

Figura 3 — Avaliacéo fisiologica com o aparelho IRGA (A) e Flir Tools (B e C)
das plantas daninhas submetidas a condi¢des hidricas distintas

770

A e C: E. indica; B: I. nil;

3.6 Tensao superficial das caldas aplicadas

A tenséo superficial, foi realizada com base na metodologia proposta por
Corréa; Velini (2002). foi estimada pelo método do peso de gotas sobre uma balanca
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de precisdo. Para isso, foi utilizado um béquer de 50 mL contendo 25 mL de dOleo de
soja (a fim de evitar a evaporacado da gota). A deposicdo de gotas no interior do
béquer foi realizada por meio do aparelho de bomba de infusdo (samtronic®)
acoplado a uma seringa de 10 mL. O aparelho foi calibrado com os seguintes
parametros, volume limite de 10 mL, tempo limite de 24 min, vazéo de 25 mL h%, e
seringa tipo i b 10 com ajuste da posi¢cao da chave de presséo para 1, resultando na
presséo de 1,81 Bar. O volume infundido de 1,5 mL no béquer foi registrado (Figura
4 A e B). A bomba de infusdo foi regulada para cada tratamento. Inicialmente, a
seringa foi preenchida com agua destilada e, em seguida, foi quantificado o peso de
dez gotas. O mesmo procedimento foi realizado para todas as caldas com
adjuvantes. Cada gota pesada foi considerada uma repeticdo (10 para cada
tratamento).

Para estimar a tensado superficial, foi utilizada a equacgéo a seguir:
TS= (Pi/ Pa)* 72,6
Onde:

TS: Tensao superficial, em N.m

Pi: Peso médio das gotas em funcao das caldas de aplicacéo (g);

Pa: Peso médio das gotas de 4gua, em g.

Figura 4 — Passagem das gotas para calculo da tensao superficial das caldas
utilizadas no experimento 3

3.7 Absorcao de fungicidas nas plantas

Aos 30 dias apds a semeadura, as espécies de E. indica e I. nil foram
tratadas com o fungicida Priori Xtra® (Azosxystrobin e Cyproconazole) e os
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adjuvantes Break-thru® e Agral® (Tabela 2). Na qual serdo avaliados os teores de
deposicao e absorgcédo dos produtos de plantas submetidas a ambiente adverso com

ou sem presenca de agua.

Tabela 2 — Adjuvantes e agrotoxico escolhidos para os ensaios de absorcao
nas plantas de E. indica e I. nil do experimento 3

Nome . . ~ . =
comercial Ingrediente ativo Formulacao Tipo Atuacgéo
Nonil fenoxi poli Concentrado Espalhante
Agral® (etilenoxi) etanol Solavel (CS) Surfatante adesionante
i copolimero poliéter- Concentrado Super espalhamento
Break-Thru® polimetil siloxano Soluvel (CS) Surfatante e molhamento
Azoxystrobin
. (200 g LY Suspensio . Coptrole de_fuNngos
Priori Xtra® Cvbroconazole concentrada (SC) Fungicida apds deposicdo e
yF()80 g LY penetragdo na folha

A aplicacdo foi realizada com um pulverizador estacionario, com barra de
pulverizacdo constituida por quatro pontas de pulverizacdo XR110.02VS, espacadas
0,5 m entre si e posicionadas a 0,5 m de altura em relacao a superficie dos alvos. A
velocidade de deslocamento foi de 3,6 km ht, com volume de calda correspondente
a 200 L ha' para cada tratamento a uma pressdo constante de 193 kPa,
pressurizado por ar comprimido (Figura 5 A) como descrito por Matos (2018);
Carbonari et al. (2016); Araldi et al. (2015); Rosi et al. (2013), Tofoli et al. (2009) e
Cavenaghi et al. (2007).

Na determinacéo dos teores internos e externos dos fungicidas azoxystrobin
e cyproconazole com adicdo de adjuvante a calda de aplicacdo, foi realizada
mediante a coleta de todas as folhas das unidades experimentais com cinco
repeticdo nos periodos de 0, 2 e 24 horas apos dos tratamentos (HAT). As folhas
coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos, pesadas em balanca analitica
de precisédo (0,0001 g), e submetidos a lavagem com 200 mL e 100 mL de agua,
para a condicdo de sem e com estresse hidrico, respectivamente (Figura 5 B e C). A
solugcéo resultante das lavagens (200 mL e 100 mL) foi homogeneizada e uma
aliquota de 5 mL foi armazenada em tubos falcon (15 mL) contendo 5 mL de
metanol (amostra:metanol 50:50 v v1). Posteriormente, o material vegetal lavado foi
armazenado no freezer. As solucbes de lavagem foram homogeneizadas com
agitador tipo Vértex para determinar o teor externo do fungicida. Aliquotas de 3 mL

de cada amostra foram filtradas em filtro de membrana porosa (PVDF de 0,45 ym e
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13,0 mm de diametro) e acondicionados em vials para realizacdo de analises
cromatograficas (Figura 5 D e J).

mediante a maceragdo manual do material vegetal com nitrogénio liquido e
as amostras foram armazenadas em tubos falcon (Figura 5 E e F). Uma amostra
liofilizada dos periodos de 0, 2 e 24 horas foi retirada para determinar sua massa
seca (Figura 5 G). Apds secagem das amostras, 0,1 g do material liofilizado foi
pesado em tubos falcon de 15 mL, aos quais foram adicionados 10 mL da solucdo
extratora metanol:agua (80:20 v/v) (Figura 5 C). Em seguida, as amostras foram
submetidas a sonicacdo por 30 min e o sobrenadante foi filtrado em filtro de
membrana porosa (PVDF de 0,45 um e 13,0 mm de didmetro) e armazenado em

vials para analise cromatografica (Figura 5 H, | e J).

Figura 5 — Procedimento para avaliacdo do produto interno e externoem 0, 2 e
24 HAA de |. nil e E. indica submetidas a condi¢cdes hidricas distintas
i I§ = =

A determinac&o dos compostos Azoystrobin e Cyproconazole foi realizada
A quantificacdo das concentracdes de fungicida nas solucdes foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas (LC-MS/MS) em
um sistema composto por um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Prominence
UFLC, Shimadzu Corporation), acoplado a um espectrometro de massas (3200 Q
TRAP, AB Sciex) hibrido triplo quadrupolo (Figura 5 J).

O tempo total da corrida cromatogréafica para os compostos Azoystrobin e
Cyproconazole foi de 10 min, e o tempo de retencdo desses compostos na coluna
cromatografica foi de 4,08 e 4,20 minutos, respectivamente. A massa molecular dos
compostos e as condicdes cromatograficas utilizadas para essa analise estédo
detalhadas na Tabela 3. Essas condi¢des incluem parametros como tipo de coluna

cromatografica, fase movel, fluxo, temperatura, entre outros, que sdo determinantes
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para o bom desempenho da separacdo e deteccdo dos compostos de interesse
(Tabela 3).

Tabela 3 — Condi¢gdes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo dos
compostos e massa molecular e fragmentos do fungicida analisados

Coluna Analitica Synergi 2.5u Hydro-RP 100A, dimensées 50 x 4,6 mm

Volume de injecéo 20 yL

Fase A (FA) = Agua 0,1% Ac. Acético

Fase movel (pH 7,0) Fase B (FB) = Metanol 0,1% Ac. Acético

0 — 1 minutos =5% B
1 — 3 minutos = 95% B
Gradiente 3 — 6 minutos = 95% B
6 — 8 minutos = 5% B
10 minutos Stop

Fluxo 0,6 ml mint
Temperatura do forno 40°C

Massa Fragmento
404.141 372.200

Azoxystrobin 404.141 329.200
404.141 172.300
Massa Fragmento
292.198 70.100

Cyproconazole 292.198 125.200
292.198 89.200

As curvas analiticas para cada fungicida e seus respectivos coeficientes de
determinacdo acima de 0,99 indicam que os dados apresentam baixa variagdo em
relacdo a reta ajustada. Isso sugere que os resultados obtidos sdo confiaveis,
fornecendo informacgdes consistentes sobre a concentragdo dos produtos em estudo

(Tabela 4).

Tabela 4 — Curvas analiticas dos herbicidas e seus respectivos
coeficientes de determinacao

Coeficiente de

Compostos Curva analitica oo 2
determinacéao (R?)
Azoxystrobine y =1,09e+004 x + 5,98e+004 0,9904
Cyproconazol y = 1,56e+004x + -1,94e+004 0,9964

Nas Figuras 6 A e B, sdo apresentados os cromatogramas dos compostos
avaliados. Os teores dos herbicidas e seus metabdlitos foram expressos em

microgramas por grama de massa seca das plantas (ug g2).
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Figura 6 — Cromatograma dos compostos azoxystrobin (A) e cyproconazole (B)
(12,5pg L)
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3.8 Tamanho do genoma (Experimento 1, 2 e 3)

Os dados de tamanho de genoma de A. spinosus, A. sativa, E. indica, G. max;
[. nil, I. quamoclit, L. mutiflorum, O. sativa, T. aestivum e Z. mays, forma obtidos
através da plataforma Royal Botanic Gardens Kew Science (Tabela 5).

Falar sobre 1C referente uma copia de DNA

Mbp
Tabela 5 — Caracterizagdo genética das espécies do experimento 1,2 e 3
NUmeros de Quantidade
. o Nivel de .
Género Espécies cromossomos o de DNA 1C Referéncia
Ploidia (x)
(2n) (Mbp)
Amaranthus  Spinosus 34 2 980 Bennett et al.. 1998
Avena Sativa 42 6 12593 Yan et al.. 2016
Ipomoea Quamoclit - - 619 Vesely et al., 2012
Ipomoea Nil 30 2 1176 Ozias-Akins & Jarret, 1994
Eleusine Indica 20 2 686 Bennett e Smith, 1976
Glycine Max 40 2 1107,40 Hammatt et al.,1991
Lolium multiflorum 28 4 5385,10 Kopecky et al., 2010
Oryza Sativa 24 2 490 Bennett et al., 1976
Triticum aestivum 42 2 16954 Bennett e Smith, 1976
Zea Mays 20 2 2646 Laurie and Bennett,1985

Adaptado: C-valeu, 2023
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3.9 Anadlise dos dados

A frequéncia acumulada relativa foi utilizada nas analises estatisticas, pois
permite observar a representacdo das frequéncias acumuladas em relacdo ao eixo
horizontal, possibilitando observar os valores maiores e menores dos dados, além
de colaborar nas comparacfes dos dados (Correa, 2003). A frequéncia acumulada
consiste na divisdo da frequéncia total da distribuicdo dos dados (Silva, Fernandes,
Almeida, 2015).

Deste modo, a frequéncia acumulada relativa (%) consistiu na ordenacao
crescente dos parametros (comprimento e largura da célula-guarda e tamanho de
estbmato) em plantas com e sem estresse hidrico em ambas as faces da folha, foi
determinada com a seguinte férmula:

fri = Filf

No qual, fri = frequéncia relativa acumulada (%); Fi = amostras de parametros;
f = nimero total de amostras de parametros.

A andlise de correlacdo linear simples de Pearson foi empregada para as
mesmas espécies dos experimentos para verificar a presenca de correlacdo dos
parametros estomaticos (comprimento e largura da célula-guarda e tamanho e
densidade de estdbmato) com o tamanho do genoma. Além disso, foi feita uma
correlagcdo da absorcdo com os parametros anatdmicos, estomaticos e area da
ocupacao estomaética (experimento 3).

Os testes de normalidade e homogeneidade foram realizados para verificar
se 0s dados seguiram 0s preceitos estatisticos. Posteriormente, os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo Teste F, e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste t (p<0,05). As andlises foram realizadas no programa
estatistico SISVAR® (Ferreira, 2000). Os parametros analisados nas comparacdes
incluem o comprimento da parte aérea e da raiz (experimento 2 e 3), 0 peso seco e
fresco da parte aérea e da raiz, a temperatura, a fisiologia, a anatomia, a tensao
superficial e a absorcdo (experimento 3). A densidade estomética, e area da
ocupacao estomatica em plantas submetidas a condi¢des hidricas distintas para os
3 experimentos. Além de avaliar a razdo (R = PA/SR) do comprimento da parte a
aérea (PA) e do sistema radicular (SR) com e sem estresse hidrico foi estimada
(experimentos 2 e 3) para compreender como que a biomassa vai ser alocada ou

particionada em direcao ao 6rgéo de interesse econémico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo estomatica

Os tipos de configuracdo estomatica ou caracterizacdo pode ser de acordo
com a origem, numero e forma das células subsidiarias. Se a origem da célula

subsidiarias e da célula estomatica seja a mesma é denominado um estdmato

Q-

mesodgeno. Se as células tiverem origem em célula protodérmicas adjacentes

[N

célula-mée do estbmato este é perigino. Quando a origem é mista o estbmato
denominado mesoperigeno (Gléria; Guerreiro, 2013).

A caracterizacdo mais amplamente utilizada é a descrita por Metcalfe e Chalk
(1950) que diferencia cinco tipos basico de estdbmatos, considerando o formato, e
arranjo das células subsidiarias: Anomocitico, anisocitico, paracitico, diacitico e
actinocitica. Adicinalmente tem-se a tetacitica (Evert, 2013)

Quanto aos tipos de configuracdes estomatica temos no presente estudo,
anomocitico, encontrado no A. spinosus, neste tipo as células epidérmicas entorno
da célula-guarda nédo diferem e células subsidiarias estdo ausentes. Na A. sativa, E.
indica, L. multifiorum, O. sativa, T. aestivum e Z. mays, temos, estdmatos tetracitica,
em que este é rodeado por quatro células subsidiarias, duas laterais e duas
terminais (polares). Para as espécies G. max, |. nil e I. quamoclit o tipo de
configuracdo estomatica € paracitica cujo estbmato € acompanhado, de cada lado,
por uma ou mais células subsidiarias paralelas ao poro estomético (Figura 7).

O formato dos estdomatos foi reniforme para A. spinosus, E. indica, G. max, |.
nil e I. guamoclit e em forma de halteres para A. sativa, L. multiflorum, O. sativa, T.
aestivum e Z. mays. Para todas as espécies observa-se plantas anfiestomatica,
caraterizadas pela presenca de estomatos na face adaxial e abaxial do limbo foliar
(Figura?).
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Figura 7 — Tipos de configuracdo estomatica das espécies estudas com e sem
estresse hidrico
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4.2 Frequéncia Acumulada

O comprimento da célula-guarda variou de 10 a 30 um para a maioria das
espécies de plantas daninhas e cultivadas, tanto na face inferior e superior das
folnas como em plantas com e sem estresse hidrico. Além disso, os estdbmatos
apresentaram maior comprimento da célula-guarda na face inferior das folhas, nas
plantas com e sem estresse hidrico. Em contrapartida os comprimentos de 40 a 60
pm para A. sativa, T. aestivum e Z. mays em ambas as faces inferior e superior em
ambas as condi¢des hidricas. No caso de A. spinosus e L. multiflorum a disperséo
dos dados foi baixa, porém, os estdbmatos presentes na face abaxial em plantas sem
estrese hidrico. Em plantas de G. max em ambas as faces foliar e tiveram maiores

comprimento da célula-guarda em relacéo as plantas estressadas (Figura 8).

A largura da célula-guarda variou de 5 a 20 um para a maioria das espécies
(A. spinosus, G. max, L. multiflorum, O. sativa e Z. mays), tanto na face inferior e

superior das folhas como em plantas com e sem estresse hidrico. Além disso, na
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face inferior das folhas os estbmatos apresentaram maior largura da célula-guarda,
nas plantas com e sem estresse hidrico. Em concordancia com o comprimento da
célula-guarda, a maior largura desta célula foi observada em I. nil, iniciando em 60
um até mais de 150 um, independentemente da face ou condicdo de estrese hidrico.
A largura da célula-guarda na face superior das folhas de L. multiflorum
apresentaram alteracdo em plantas submetidas ao estresse hidrico a partir da
frequéncia de 80%, onde tamanho dessas células variou de 20 a 30 um até atingir a
frequéncia de 100%. J& na face inferior das folhas de plantas sem estresse hidrico
houve variacdo de 15 a 20 um, o que corresponde a um aumento de 34% do
comprimento da célula-guarda na face superior das folhas desta espécie (Figura 8).
A largura da célula-guarda foi variavel entre espécies, mas a maioria apresentou
células de menos de 20 um, exceto A. sativa, L. multiflorum e T. aestivum. Nestas
espécies, a largura atingiu valores proximos de 30 um. Semelhante ao comprimento,
a largura da célula-guarda em A. spinosus e L multiflorum foi menor na face superior
em plantas submetidas a estresse hidrico. Nas outras espécies, nao houve padrdées

definidos em relacdo a largura desta célula (Figura 9).

O tamanho do estdmato foi variavel entre espécies estudadas, dependendo
da condicdo hidrica. Para as espécies A. spinosus, E. indica, G. max, I. nil e I.
guamoclit apresentaram estébmatos relativamente pequenos de 50 a 250 pm,
considerando a frequéncia acumulada de 80 a 100%, nas plantas sem estresse
hidrico na face abaxial e adaxial, contudo em alguns casos o tamanho do estdmato
ultrapassou as 400 um. Estdbmatos menores de 250 um foram observados em A.
spinosus (face superior ambas as condi¢des hidricas), G. max, I. nil (exceto na face
inferior sem estresse hidrico), e O. sativa. Estdbmatos intermediarios de 250-500 pum
foram observados em A. spinosis (face inferior em ambas as condi¢des hidricas), E.
indica, I. nil (face inferior sem estresse hidrico), I. quamocilt e Z. mays (exceto na
face inferior sem estresse hidrico). Ja, estamos maiores de 500 um a mais de 1000
pum foram observados em A. sativa, L. multiflorum, T. aestivu e Z. mays (face inferior

sem estresse hidrico) (Figura 10).

Os dados obtidos da frequéncia acumulada relativa no presente trabalho
permitiram inferir que o comprimento e largura da célula-guarda e o tamanho do
estbmato foram maiores na face inferior da folha para maior parte das espécies

analisadas. Contudo em condicdo de déficit hidrico na face inferior das folhas os
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parametros estomaticos sdo menores ou similar comparados aos das plantas

hidratadas.

Dados observados por Ambrésio (2019), plantas de Zea mays em condi¢cao
de déficit hidrico o valor de didmetro polar é menor na face adaxial, porém, na
disponibilidade de agua o maior valor desse parametro € na face adaxial. O mesmo
comportamento foi o observado no presente trabalho para a area estomatica nas
mesma espécies. Ou seja, que na auséncia de agua na face superior da folha o
comprimento do diametro polar é reduzido em relacdo a disponibilidade de &gua.
Esse mecanismo, permite que a planta figue metabolicamente ativa com menor

perda de agua.

Na frequéncia acumulada temos que cerca de 40% dos dados da célula-
guarda e 50% da largura da célula-guarda e da area estomatica foram similares nas
faces das folhas, independente da condicdo hidrica, porém, cerca de 60 % dos
dados do comprimento da célula-guarda e 50% da largura da célula-guarda e da
area estomatica foram distintos nas faces foliar nas espécies com e sem estresse

hidrico.
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Figura 8 — Frequéncia acumulada do comprimento da célula-guarda com e sem
estresse hidrico em ambas as faces das folhas em funcéo das espécies
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Figura 9 — Frequéncia acumulada da largura da célula-guarda com e sem
estresse hidrico em ambas as faces das folhas em funcéo das espécies
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Figura 10 — Frequéncia acumulada dos valores de area estomatica com e sem
estresse hidrico em ambas as faces das folhas em funcéo das espécies
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4.3 Densidade estomatica

A densidade estomatica foi varidvel entre espécies de plantas daninhas e
cultivadas, independentemente da condi¢cdo de estresse hidrico imposto nas folhas.
Lolium multiflorum e Z. mays apresentaram densidades menores de 100 n° de
estdbmatos mm?; E. indica. G. max e |. quamoclit entre 100 e 150 n° de estdmatos
mm2; enquanto A. spinosus, |. nil e O. sativa apresentaram densidades que
oscilaram de 150 a 250 n°® de estdbmatos mm= (Figura 11 A). Por outo lado, a
densidades menores de 100 estdbmatos cm?, sdo equivalentes as espécies
anteriores acrescida de A. sativa e T. aestivum, para E. indica, |. quamoclit (com e
sem estresse hidrico) e I. nil (com estresse) houve densidade entre 100 e 150 n° de
estbmatos mm2, enquanto A. spinosus, G. max, |. nil e O. sativa apresentaram
densidades que oscilaram de 150 a 350 n° de estébmatos mm= (Figura 11 B). Visto
qgue para E. indica os valores de densidade foram menores com estresse hidrico
com valor inferior a 100 n° de estbmatos mm e em plantas sem estresse os valores
ficaram entre 100 e 150 n° de estdbmatos mm=2. Na I. nil os valores ndo oscilaram
independente da condicédo hidrica permanecendo entre 100 e 150 n° de estébmatos
mm-? (Figura 11 C).

Para a densidade estomatica ndo diferiu para A. spinosus, A. sativa, G. max,
L. multifflorum, O. sativa e T. aestivum em ambas as condi¢cfes hidricas nas figuras
11 A e B. Ipomea nil e I. quamoclit obtiveram o mesmo resultado (Figura 11 A e C),
bem como para Eleusine indica (Figura 11 A).

A maior densidade estomatica foi observada nas espécies sem estresse
hidrico, para os individuos que apresentaram diferenca significativa (Figura 11 A, B e
Q).
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Figura 11 — Densidade estomatica das plantas submetidas a regime hidrico
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No entanto, a maioria das espécies apresentaram diferencas na densidade
estomatica nas faces foliares, exceto A. spinosus, A. sativa, e O. sativa em ambas
as faces (Figuras 12 A e B), bem como, a Eleusine indica obtive 0 mesmo resultado
como demonstrado na Figura 12 B.

A densidade estomatica na face adaxial foi maior em E. indica, L. multiflorum
e T. aestivum (Figura 12 A, B e C) enquanto nas outras espécies, a densidade foi
menor, ou seja, apresentaram maior densidade estomatica na face foliar abaxial. As
maiores diferencas na densidade estomatica entre faces foram observadas em G.
max, |. nil, I. quamoclit e Z. mays (Figura 12 A, B e C). Estas espécies apresentaram
entre 100 e 300 n° de estbmatos mm=na face foliar inferior em comparagdo com a

superior (Figura 12 B).



48

Com efeito temos nas espécies A. sativa, |. quamoclit, L. multifiorum, T.
aestivum e Z. mays densidades menores de 100 n° de estbmatos mm2; 0 mesmo é
observado para G. max, |. quamoclit e L. multiflorum apenas na face adaxial das
folhas (Figura 12 A e B). Apenas a Eleusine indica houve densidade entre 100 a 150
em ambas faces foliares, enquanto G. max, I. nil e L. multiflorum obteve os mesmos
valores, porém, na face adaxial das folhas (Figura 12 A, B e C).

Contudo, A. spinosus e O. sativa apresentaram densidades de 150 a 300,
sendo observado este comportamento para G. max, I. nil e I. qguamoclit apenas na
face abaxial da folha (Figura 12 A, B e C).

Figura 12 — Densidade estomética nas faces das plantas submetidas a regime
hidrico distintos
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Enquanto isso, Ferreira et al., 2003, demonstraram que a densidade de A.
spinosus é maior na face abaxial da folha, com aumento em torno de 39% em
relacdo a face adaxial.

A densidade estomatica foi maior na face abaxial da folha em relacdo a
adaxial, para as espécies Bidens pilosa, Emilia sonchifolia, Ageratum conyzoides,
Nicandra physaloides, Solanum viarum, Solanum americanum, Sonchues asper e
Raphanus raphanistrum (Ferreira et al., 2002a, b).

Em relacdo as espécies Sida rhombifolia, Sida spinosa e Sida uren a
densidade estomatica variou em diferentes ganhos fenoldgicos e em ambas as faces
foliares. No qual, a maior densidade estomatica foi obtida nos estadios fenolégicos
V1 e V2, tanto na face adaxial quanto na face abaxial das folhas de S. rhombifolia.
Para S. spinosa, a maior densidade estomética ocorreu nos estadios V1 e V2, em
ambas as faces foliares, além do mais, foi constatado um aumento adicional na
densidade estomatica na face abaxial no estagio fenolégico R. Enquanto S. urens
nos estadios fenolégicos V1 e V2, teve maior densidade na face adaxial das folhas
no estadio V2. Deste modo, tem-se que as diferentes espécies de Sida spp.,
apresentam variacfes na densidade estomatica ao longo de seu desenvolvimento
fenologico e em diferentes faces das folhas. Essas variagcbes podem estar
relacionadas a fatores como a fisiologia da planta, a adaptacdo ao ambiente e as
demandas de trocas gasosas (Cunha et al., 2012).

A mesma tendencia foi observada para as espécies Galinsoga parviflora,
Crotalaria incana, Conyza bonariensis, Ipomoea cairica (Procoépio, et al., 2003),
Amaranthus deflexus, Amaranthus spinosus, Alternanthera tenella e Euphorbia
heterophylla (Ferreira et al., 2002b) em que a densidade estomética é maior na face
abaxial da folha em relagao a adaxial.

Para Sida rhombifolia, Sida spinosa e Sida urens ha alta densidade
estomatica na face abaxial, ainda assim, a Sida spinosa teve a menor densidade na

face adaxial em comparacdo com as demais espécies (Cunha et al., 2012).
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4.4 Porcentagem da area estomaética

A porcentagem na area de ocupagéo estomética variou de 0,5 a 1,5 para face
abaxial para A. spinosus, I. nil, G. max, Z. mays e O. sativa, em ambas as condicdes
hidricas, porém, Ipomoea quamoclit e Eleusine indica apena nas plantas sob
estresse hidrico. Na face adaxial temos que a porcentagem da area de ocupacao
estomatica varia de 1,0 a 1,5 para o Lolium multiflorum (em ambas as condi¢cfes
hidrica), I. quamoclit e E. indica (sem estresse hidrico) (Figura 13).

Com efeito temos nas espécies A. spinosus, E. indica, I. nil, I. quamoclit, G.
max, O. sativa e Z. mays com e sem estresse hidrico na face abaxial, a porcentagem
de estbmato por area foliar varou de 0,5 a 1,4 %. J& para T. aestivum, L. multiflorum
e A. sativa, variaram de 1,0 a 1,6 % com e sem estresse hidrico na face adaxial
(Figura 14).

Os dados de porcentagem de estdmatos por area foliar em E. indica varou
del,0 a 1,5 % e I. nil de 2,0 a 2,5 com e sem estresse hidrico na face adaxial.
Temos que, I. nil a maior porcentagem na face adaxial em plantas com e sem
estresse hidrico e em E. incida essa porcentagem foi similar em ambas as faces e
condicao hidrica (Figura 15)

Cerca de 30% das espécies tém a area de ocupacao superior na face adaxial
independente do regime hidrico e ainda na mesma face temos 20% espécies com
area maior na presenca de irrigacdo, em contrapartida ha 10% espécies com a

porcentagem maior na face adaxial com estresse hidrico (Figura 13, 14 e 15).
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Figura 13 — Porcentagem de area estomética das plantas submetidas a
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Figura 14 — Porcentagem de area estomética das plantas submetidas a
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Figura 15 — Porcentagem de area estomatica das plantas submetidas a

regime hidrico distintos
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4.5 Correlagdes

A correlacdo de Pearson (r) foi alta e positiva com r de 0,73 para o
comprimento da célula-guarda, e para largura da célula-guarda e a area estomatica
os valores de r foram maiores de 0,80 com o tamanho do genoma, para ambas as
condi¢cdes hidricas. Inferindo que & medida que aumenta o tamanho do genoma ha
aumento desses parametros. Para o tamanho do genoma na faixa 490-2646 Mbp os
valores de célula-guarda (comprimento e largura) variam de 6-17 e 14-42 um e area
estomatica varia de 99-543 um (Figura 16 A e C). Em relacdo ao tamanho do
genoma na faixa de 5385,1-16954 Mbp os valores de célula-guarda (comprimento e
largura) variam de 6-17 e 14-42 um e area estomatica variam de 12-24 um e 328-
1071 pum (Figura 16 A e C).

Em relacdo a densidade estomatica, temos correlacdo baixa e negativa com r
-0,49, inferindo que, a medida que aumento o tamanho do genoma ha uma reducao
desse parametro saindo de 490 Mbp até 16954 Mbp, a densidade varia de 39-395
estdmatos por mm (Figura 16 D).

Correlacbes positivas também foram encontradas nas espécies de
Epidendrum para o comprimento do complexo estomatico e tamanho das células-
guarda nos estbmatos, porém essa correlacdo varia se comparadas espécies ou

espécimes de uma mesma populacdo (Apolinario, 2017). Para a densidade
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estomatica houve uma correlacdo negativa, bem como observada no presente

trabalho.

Comportamento similar tém se na correlacdo da densidade estomatica com a
area estomética com correlacdo negativa e média. Em uma area estomatica
variando de 30 a 100 um2 e ha densidades oscila de 50 a 1200 estématos por mmz,
guando a éarea varia acima de 100 a 200 um?, ha densidades tem-se o maximo

reduzido para 400 estdmatos por mmz2 e quando a variacao da area acima de 200

pumz2, o valor maximo da densidade chega a 150 estdmatos por mmz.

Figura 16 — Correlag&o entre tamanho do genoma com os parametros
estdbmatos e correlacdo com a densidade com a area estomética de plantas
daninhas e cultivadas em condi¢des hidricas distintas
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Em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae), foi observado que o

comprimento das células-guarda é diretamente proporcional ao tamanho genémico,
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corroborando com os dados presente neste trabalho. Essa relacéo foi evidenciada
em experimentos nos quais 0 aumento do tamanho gendmico resultou em um
aumento proporcional no comprimento das células-guarda (Lomax et al., 2008).
Essa mesma relacéo foi encontrada por Jordan et al. (2014) ao comparar o tamanho

gendmico com o comprimento das células-guarda em 67 espécies de Proteaceae.

Com efeito a densidade estomatica € uma variavel ndo dependente somente
do tamanho do genoma. A luminosidade e a quantidade de CO: disponivel séo
variaveis que pode ter grande influéncia da densidade estomatica (Casson;
Hetherington, 2010). Entre os parametros estomaticos testados, a maior parte da
variacdo pode ser atribuida a diferenca entre os géneros. Além disso, o estudo
indica que, dentro de uma mesma familia de plantas, os dados estomaticos tendem
a ser mais semelhantes entre si do que em familias diferentes, mesmo quando

convivem num mesmo ambiente (Croxdale, 2000).

De acordo com Beaulieu et al. (2008) o tamanho do genoma explica 60% das
variagbes ocorridas no tamanho da célula-guarda e da densidade estomética.
Inferindo que as espécies de uma mesma familia podem apresentar genomas mais
semelhantes do que de outras familias, o que resultaria em padrbes estomaticos
bem semelhantes. As andlises demonstram claramente que o tamanho dos
estdbmatos pode ser mais bem previsto por uma combinacdo de fatores, incluindo o
tamanho do genoma e a estrutura da vegetacdo, com uma possivel contribuicdo do
clima (Beaulieu et al., 2008). Além disso, uma grande variacdo observada no
tamanho das células-guarda dentro do género e a auséncia de variagdo significativa
no tamanho do genoma nesse mesmo hivel sugere que mudancas evolutivas
substanciais no tamanho das células estomaticas ocorreram apdés a maioria das

alteracGes no tamanho do genoma (Beaulieu et al., 2008).

Com efeito para Beaulieu et al.,, (2008) ao considerar os resultados em
conjunto, ha fortes evidéncias de que as relacdes entre o tamanho dos estdbmatos e
o tamanho do genoma sdo ajustadas por meio de adaptacdo evolutiva ao
macroambiente. Sugere a partir dessas informagbes que as caracteristicas
estométicas das plantas sdo moldadas ao longo do tempo em resposta as pressdes

seletivas do ambiente em que vivem.
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4.6 Morfologia

O estresse hidrico teve um impacto negativo no crescimento da parte érea
das espécies A. spinosus, A. sativa, E. indica, G. max, I. nil, I. quamoclit, e Z. mays
com a variacdo do comprimento de parte aérea de 18,7 a 55,4 cm e de 8,3 a 36,9
cm nas plantas com e sem estresse hidrico, respectivamente. Entretanto T. aestivum
e O. sativa n&o diferiam (Figura 17 A e 18). O trigo mourisco (Fagopyrum
esculentum Moench L.) teve a mesma tendencia, em que sob estresse hidrico o
comprimento da parte aérea nao se difere (Zaina; Gai, 2020). Esse comportamento

pode indicar uma tolerancia maior dessas espécies ao estresse hidrico.

A razdo da parte aérea e do sistema radicular de T. aestivum sob estresse
hidrico, demonstra que alocacao de biomassa foi maior na parte aérea em relacdo a
raiz. Contudo, A. spinosus, A. sativa, E. indica, G. max, I. nil, I. qguamoclit e Z. mays
apresentaram aumento no crescimento do sistema radicular em relacdo ao
comprimento da parte aérea. Esse efeito demonstra que as plantas investiram
recursos e energia no crescimento (estiolamento) das raizes em resposta ao
estresse hidrico, em busca de agua, a fim de se manter metabolicamente ativa
(Figura 17 C e 18).

O efeito do estresse hidrico em parte aérea e raizes, por via metabdlica,
desencadeia a sintese de acido abscisico que é transportado para diferentes partes
da planta, onde induz uma variedade de efeitos. Como alteracdo na alocacéao de
assimilados sob a influéncia de hormonios sintetizados nas folhas e raizes, a relacédo
de crescimento entre a parte aérea e o sistema radicular é alterada e induz o

fechamento dos estébmatos (Larcher, 2000).
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Figura 17 — teste de medida do comprimento da parte aéreae daraiz(AeB) e
(C) razdo da parte aérea (PA) e do sistema radicular (RS) de plantas com e sem
estresse hidrico
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Na E. indica e I. nil com e sem estresse massa fresca da raiz variou de 2,5-
6,2 g e 3,1-9,3 g, respectivamente. Para ambas as espécies houve reducdo de
66,4% dessa massa sob estresse em |. nil. Na massa seca da raiz as oscilagbes
foram de 0,8-0,4 para E. indica e I. nil 0,3-1,0 g, sendo o maior valor para E. indica

estressada.

Plantas de corda-de-viola (Merremia cissoides) diferiam entre a massa seca
de raiz em relacéo a parte aérea em condicao de déficit hidrico (Barreto et al., 2017).
Toda via, o capim-braquiaria (Urochloa decumbens) teve valor da massa seca da
parte aérea menores em relacdo a massa seca de raiz, para todos os periodos
estudados de déficit hidrico (Barreto et al.,, 2017). Ambos os parametros foram

observados para as espécies em estudo (Figura 19 A e B).

Para E. indica e I. nil o comprimento da parte aérea reduziu para em torno de
65% sob estresse hidrico. Em plantas com e sem estresse os valores da parte
oscilou de 13,5 a 38,9 cm (E. indica) e de 9 a 27,5 (I. nil), respectivamente. O
comprimento do sistema radicular ndo diferiu em ambas as espécies e condi¢cdes
hidricas. Entretanto, a parte aérea foi maior em condicGes de disponibilidade hidrica
em ambas as espécies. Aléem do mais, para E. indica e I. nil estressada o
comprimento variou de 25,8-27,9 cm (sem estresse) e 26,3 e 26,7 (com estresse),
respectivamente (Figura 19 C).

Na razdo da parte aérea e sistema radicular, temos que E. indica e I. nil
submetidas a estresse hidrico investiram no desenvolvimento do sistema radicular,
guando cultivadas com disponibilidade hidrica o investimento é maior para a parte
aérea (Figura 19 D). Essa alteracdo na alocacdo de recursos permite que a planta
maximize suas chances de sobrevivéncia em condigcbes de estresse hidrico,
priorizando o desenvolvimento das raizes para buscar dgua em camadas mais
profundas do solo. Contudo, as plantas submetidas a estresse hidrico tém menor
valor de massa do sistema radicular, em contrapartida ha maior comprimento de raiz
(Figura 19 B). Esse comportamento pode ter ocorrido, pois houve um crescimento
no sistema radicular e ndo desenvolvimento, implicando em raizes finas e menos

ramificadas.
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Figura 19 — Teste de média do A: peso da massa da parte aérea fresca e seca,
B: da parte raiz fresca e seca; C: comprimento da parte aérea e daraiz e D:
razéo parte aérea (PA) e sistema radicular (SR) de plantas com e sem estresse

hidrico
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Plantas sob escassez hidrica apresentam uma perda de pressdo osmatica
nas células, levando a reducdo da turgéncia (perda de resisténcia e firmeza das
plantas). Isso afeta o crescimento das plantas, pois a turgéncia € responsavel pela
sustentacdo e expansdo da parede celular. Com reducdo da turgéncia, as células
vegetais tém menor capacidade de se expandir e se alongar, ocasionado redugcao no
crescimento em extensdo das raizes, caules e folhas (Taiz; Zeiger, 2009). Tal

reducdo foi observada para E. indica e I. nil (Figura 19).

4.7 Anatomia

A E. indica apresentou lamina foliar com espessura média de 125,8 e 162,2
Mm para as plantas com estresse e sem estresse hidrico, respectivamente (Tabela 6
e Figura 20). A epiderme unisseriada, sendo a face adaxial mais espessa que a

abaxial (Tabela 6). Seu mesofilo foliar é indiferenciado, compacto. O parénquima
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homogéneo tem uma camada de células com espessura média de 74,9 e 92,3 ym

para as plantas com e sem estresse hidrico, respectivamente (Tabela 6 e Figura 20).

Figura 20 — Caracterizacao anatdmica de plantas de Eleusine indica e Ipompea
nil com e sem estresse hidrico
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Tricoma glandular; ET: Estdbmato; CB: Célula buliforme X e F: Xilema e Floema; D: Drusa; EAD:
Epiderme adaxial; EAB: Epiderme abaxial; CO: Colénquima

Na célula buliforme a espessura média é de 44,9 uym em plantas com
restricdo hidrica e 71,9 ym para plantas hidratas, respectivamente (Tabela 6 e
Figura 20). Suas folhas sdo anfiestométicas (Figura 20), estando os estbmatos
dispostos no mesmo nivel das demais células da epiderme. Tanto na face adaxial
como na abaxial os estbmatos sdo diaciticos, e os da face abaxial possuem maior
comprimento (Tabela 6). Foi verificada maior presencga de estomatos na face abaxial
das folhas (Figura 20).
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A Ipomoea nil apresenta lamina foliar com espessura média de 148,4 e 171,3
MM para as plantas com estresse e sem estresse hidrico, respectivamente. A
epiderme uniseriada, sendo a face adaxial mais espessa que a abaxial (Tabela 6).
Seu mesofilo foliar € dorsiventral, pouco compacto. O parénquima palicadico,
apresenta uma camada de células com espessura meédia de 19,7 e 24,5 um em
plantas com e sem estresse hidrico, respectivamente. No parénquima palicadico a
espessura média € de 55,7 e 66,5 ym na I. nil estressadas e ndo estressadas,
respectivamente, para o parénquima lacunoso a variacdo para plantas com e sem
estresse hidrico foi de 59,4 e 66,9 um, respectivamente (Tabela 6 e Figura 20).
Foram observados presenca de tricomas tectores e tricomas multicelulares néo-

ramificados em ambas as faces das folhas (Figuras 20).

Tabela 6 - Espessura de componentes foliares de plantas daninhas com e sem
estresse hidrico

Lamina Epiderme Epiderme Parénquima Célula
foliar (face adaxial) (face abaxial) homogéneo buliforme
Espessura (um)
E.indica 125,75 b 10,56 b 10,44 b 74,89 b 44,87 b
com estresse
E.indica 162,20 a 13,16 a 12,56 a 92,30 a 71,93 a
sem estresse
CV (%) 8,33 1,37 3,53 3,75 9,12
Média geral 143,98 11,86 11,50 83,59 58,41
DMS 21,06 0,073 0,71 5,51 9,35
Lamina Epidermens Epiderme Parénquima Parénquima
foliarns (face adaxial) (face abaxial) palicadico lacunoson®
Espessura (um)
. nil 148,37 19,69 20,92 b 55,70 b 59,37
com estresse
il 171,30 24,49 2341a 66,54 a 66,85
sem estresse
CV (%) 8,31 13,73 3,72 9,99 7,21
Média geral 159,84 22,09 22,16 61,12 63,11
DMS 23,33 5,33 1,45 10,73 7,99

Médias seguidas por letras distintas difere entre si nas colunas pelo teste de t ao nivel de 5%. * de
probabilidade. ™ néo significativo.

A espessura da epiderme adaxial de 3 biotipos de Conyza sumatensis,
oscilou de 13,05 a 16,23 um (Schneider, Favaretto; Rizzardi, 2020). No presente
estudo as espécies E. indica e I. nil hidratadas teve os valores da epiderme variando

de 13,16 pym e 24,49 um, respectivamente.

Em estudo realizado por Santos et al., (2015), com Neonotonia wightii e

Pueraria phaseoloides submetidas a diferentes intensidades luminosas, constataram
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gue plantas em pleno sol obteve maior espessura da lamina foliar, de parénquimas,
epiderme adaxial e abaxial, em contrapartida as plantas de 50% de sombreamento,
além disso, apresentaram maior area foliar em ambas as espécies. Temos, que 0
estresse luminoso assim como hidrico modifica a estrutura anatdmica das plantas

submetidas ha estas condicbes ambientais.

As células buliformes sédo células grandes, em forma de leque, altamente
vacuolizadas e armazenadoras de agua, pouco ou sem cloroplastos. Suas
membranas radiais sdo delgadas, enquanto a parte externa € espessada. Essas
células estéo dispostas em bandas paralelas as nervuras das folhas (Evert, 2013). A
célula buliforme ocupa cerca de 24-30% da area foliar de gendtipos de cana-de
acucar (Ferreira et al., 2007). Em plantas estressadas de E. indica, temos, uma

reducao de 37,6% em comparacéao as plantas hidratadas (Figura 20).

4.8 Fisiologia

A transpiracdo (E) é a evaporacdo da agua a partir da superficie da planta,
ocorrendo principalmente na folha e pode ocorrer pela transpiracdo estomatica,
cuticular e epidérmica. Esse processo ocorre por difusdo, e € inversamente
proporcional ao somatorio das resisténcias (da camada limitrofe, cuticular e

estomética) (Marenco; Lopes, 2013).

Na I. nil a E variou de 1,78 e 2,02 mol H20 m? s em plantas com e sem
estresse hidrico, respectivamente, porém ndo se diferiram (Figura 21). O mesmo
comportamento ocorreu para Myracrodruon urundeuva néo apresentando diferenca
na transpiragdo com valores de E préximos a 4,93 mmol m2 st (Mariano et al.,
2009). Contudo, para Crotalaria retusa, Waltheria indica, Cleome affinis e
Commelina benghalensis, ha reducdo da E para todas as espécies estressadas,
apesar disso, apoés a reidratacdo houve a recuperacdo da transpiracdo, atingindo os

valores préximos das plantas sem estresse hidrico (Lima, 2015).
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Figura 21 — Fisiologia de Ipomoea nil com e sem estresse hidrico,
A:Transpiracdo (E) e condutancia estomética (gs); B: fotossintese (A) e
eficiéncia interna do uso da agua (EUA); C: concentracdo de carbono e

concentracao interna de carbono

A B
201 ==EUA 12
ns
25 —— L 0,35 18 4
—_— il a 10 ~
— 0,30
5 20 A % ©)
] —_ o~ 144 T
e Lo2s T @ % 35
Ohids o NE 12 1 £
i o0 E b ~
T S = R 109 e 9
S E E 9
£ 10 Fots 2 81 ]
w o < ;| [ 4 é
k0,10 §
05 41 l, W
+ 0,05
2
00 0,00 0 0
Com estresse Sem estresse Com estresse Sem estresse Com estresse Sem estresse Com &str&sse Sem eslresse
60 T CI 1000

50

800
40 4

600

400
20 4

200
10 1
o 0

Com estresse Sem estresse Com estresse  Sem estresse

AC (pmol mol-)
8
Ci (pmol mol-)

"S ndo significativo.

A condutancia estomatica (gs) em determinado ambiente € influenciada pelo
grau de abertura, tamanho, arranjo e densidade estomatica (Marenco; Lopes, 2013).
As células-guarda controlam a abertura dos estbmatos e regulam a entrada e saida
de gases e vapor d'agua. Quando os estdbmatos estdo abertos, a condutancia

estoméatica aumenta, permitindo a troca de gases e a transpiracao.

Em 1. nil a condutancia estomatica foi 0,32 mol m2? s! em ambas as
condicbes, ndo diferindo (Figura 21). Para Crotalaria retusa e Commelina
benghalensis com estresse hidrico a gs reduziu e se manteve ap0s a reidratacéo
(Lima, 2015). Para os mesmos autores, a gs se igualou apds a reidratacdo para
Waltheria indica em ambos o0s regimes hidricos, sendo este 0 mesmo
comportamento observado no presente estudo com I. nil (Figura 21 A). Contudo em
Crotalaria retusa e Waltheria indica os valores de gs foi superior (variando 0,55-0,74

mol m2 s?) a da Ipomoea nil e menores valores para Cleome affinis e Commelina
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benghalensis com 0,073 e 0,110 mol m? s, respectivamente em condicdes de

disponibilidade de 4gua (Lima, 2015).

Para |. nil em ambos os cenarios hidricos houve manutencdo de E e gs,
sendo esta resposta fisiolégica importante para garantir a assimilacdo de CO:

necesséria para a fotossintese, mesmo em condi¢cfes de déficit hidrico (Figura 21).

A taxa fotossintética de 1. nil teve uma reducdo de 39,8% em plantas
hidratadas (Figura 21 B). Para Crotalaria retusa, Waltheria indica, Cleome affinis e
Commelina benghalensis em condi¢céo de déficit hidrico ha reducdo da fotossintese,
contudo, ao retomar a irrigacdo as plantas recuperaram a sua taxa fotossintética
(Lima, 2015).

A taxa fotossintética de plantas de Crotalaria retusa sem estresse hidrico foi a
maior (26,91 pmol m? s'') em comparacédo com as espécies Sida cordifolia, Cleome
affinis e Commelina benghalensis (19,52, 13 e 7,15 umol m2 s, respectivamente),
guando empregado o estresse hidrico ha reducdo deste parametro para todas as
espécies. Ainda assim, ap6s a reidratacdo observou que a Cleome affinis teve a
fotossintese maior em relacdo as outras espécies, verificando maior tolerancia ao
estresse hidrico (Lima, 2015). Enquanto a I. nil teve A com variacdo de 16,02 e
11,04 umol m? s' com e sem estresse hidrico, respectivamente (Figura 22 B).
Apesar disso, taxa fotossintética de 16,47, 13,86 e 8,95 umol m? s?! foram
mensuradas em Euphobia heterophyla, Bidens pilosa e Desmodium tortuosum,

respectivamente (Procopio et al., 2004).

7

A melhor relagdo entre absorcdo de CO: e perda de &gua é alcancada
guando os estdomatos estdo parcialmente fechados. Esta condicdo pode ser
observada no inicio do déficit hidrico, quando os dois processos de difusdo sao
prontamente reduzidos a relacdo fotossintese/transpiracao atinge os valores mais
altos (Larcher, 2000). Uma alta eficiéncia do uso da agua indica que a planta esta
produzindo uma quantidade significativa de biomassa em relagdo a quantidade de
agua perdida por transpiracdo. Isso significa que a planta esta maximizando o uso
dos recursos hidricos disponiveis e é capaz de manter a producdo de energia e

nutrientes mesmo em condi¢Bes de escassez de agua (Larcher, 2000).

Plantas de I. nil com déficit hidrico aumentou a EUA (39,8%) demonstrando a

capacidade dessas em maximizar a utilizacdo da agua disponivel. Em condi¢do de
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estresse o valor foi de 9,07 mol CO2 mol H20" e de 5,46 mol CO2 mol H20* para
plantas hidratadas (Figura 21 B). O aumento no consumo de agua indica que as
plantas de I. nil mantidas ao déficit hidrico, adapta-se para captar mais agua do solo,
a fim de suprir suas necessidades fisioldgicas e manter a transpiracdo necessaria
para a sobrevivéncia. Essa resposta pode incluir parte aérea reduzida e raizes com

maior crescimento.

A quantidade de CO:2 consumido e concentragdo interna de CO:2 foram
maiores em plantas submetidas ao estresse hidrico com aumento de 31,2% e 17,2%
nesta ordem, em relagéo as plantas sem estresse hidrico. Esses valores de AC e Ci

oscilaram de 34,4-50 pmol mol* e 688,6-831,4 umol mol%, respectivamente.

A maior variacdo de CO2 consumido e a concentragdo interna de carbono nas
plantas de I. nil foi maior com estresse hidrico, a mesma tendéncia é observada para
fotossintese, adicionalmente, a transpiracdo foi menor, esse comportamento pode
ser explicado, pois, as plantas estressadas tendem a ter menor abertura estomatica,

em ralacdo as plantas sem estresse hidrico.

A temperatura da folha foi semelhante para E. indica e I. nil, mesmo quando
cultivados a diferentes regimes hidricos. Ainda assim, a E. indica, tem temperaturas
superiores ao da I. nil em ambos os regimes hidricos, valores de 26,5-26,4 °C e

25,4-25,1 °C, respectivamente (Figura 22).

A temperatura determina a velocidade das reacfes enzimaticas, afetando a
taxa de respiracdo das plantas (Marenco; Lopes, 2013). A atividade enziméatica é
altamente dependente da temperatura, pois as enzimas funcionam como
catalisadores biologicos, acelerando as reagdes quimicas essenciais para o fluxo

celular (Taiz; Zeiger, 2009).
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Figura 22 — Teste de média da temperatura da folha de plantas com e sem
estresse hidrico
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Durante o estresse hidrico as plantas fecham os estdmatos, a fim de reduzir a
perda de agua para o ambiente, essa resposta resulta na reducédo da dissipacdo de
calor por meio da transpiracdo, iniciada em um acumulo de calor na folha. Além
disso, pode ter mudancas na taxa fotossintética e no metabolismo das plantas, o que
pode gerar calor adicional como subproduto dos processos metabdlicos (Taiz;
Zeiger, 2009).

4.9 Tensao superficial

Ao calcular a tensdo superficial dos adjuvantes na calda de aplicacdo, foi
possivel observar reducéo da tensdo superficial com a adicdo de adjuvantes. Essa
reducao foi para Agral® de 13,3% e Break-thru® de 46,8% em relagcéo a calda com
o Priori Extra (Figura 23).

A adicao de adjuvantes a calda de aplicacao pode ter varios efeitos benéficos,
como melhorar a adesdo e espalhamento dos agrotéxicos nas plantas-alvo,
aumentando assim a eficiéncia da pulverizacdo (Vargas; Roman, 2006). Break-Thru
diminui mais a tenséo superficial da calda do que Agral (Figura 23), porque o Break-
Thru é um surfactante siliconado (copolimero poliéster-polimetil siloxano) que
aumenta o molhamento da superficie aérea das plantas (folhas) (Gitirana Neto et al.,
2016).
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Figura 23 — Reducdo da tenséo superficial na calda de adjuvantes Agral® e
Break-thru®
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O Agral é surfactante néao siliconado, que embora reduza a tensao superficial,
apresenta menor cobertura molhada. De acordo com o estudo realizado por Caetano
et al. (2016), o adjuvante Break-Thru ®, na concentracdo de 5%, apresentou uma
maior eficiéncia na reducdo da tensao superficial da agua em comparacdo com o
adjuvante Agral® e outros adjuvantes avaliados, na mesma concentracdo. Esses
resultados indicam que os surfactantes siliconados sdo os mais adequados para

alcancar uma reducéao eficiente da tenséo superficial (Montério et al., 2005).

4.10 Absorcéao

A absorcédo de azoxystrobin foi maior em plantas de E. indica e I. nil sem
estresse hidrico. Além disso, a quantidade de produto interno na planta quase
sempre foi maior que na parte externa independente do periodo avaliado. As
maiores retencdes ocorreram em plantas de E. indica com estresse hidrico tratadas
com Priori Xtra + Agral e Priori as 0 e 2 HAA, e em I. nil as 24 HAA para Priori .Xtra.
A absorcdo deste fungicida em plantas de ambas as espécies esteve mais
influenciada pela condi¢édo hidrica. De modo geral, plantas estressadas absorveram
menos fungicida do que plantas ndo estressadas (Figura 24).

Em E. indica e I. nil, a quantidade de azoxystrobin absorbida variou de 10 a

57 ug g, registrando a maior absorcdo para o tratamento de Priori Xtra + Agral,
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respectivamente. Em plantas de E. indica sem estresse hidrico, essa absorcao

variou de 27 a 40 ug g, e as maiores taxas de absorcdo se registraram para o

tratamento de Priori + Agral as 0 HAA nos trés periodos avaliados, Priori Extra as 2

HAA, e Priori Xtra + Break-Thru sem diferencas entre os tratamentos. No caso de I.

nil, as taxas de absor¢do de azoxystrobin variaram de 10 a 24 ug g* em plantas sob

estresse hidrico, e de 31 a 57 ug g* em plantas sem estresse (Figura 24).

Figura 24 — Quantidade interna (absorbido) e externa (retido) de Azosxystrobin
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cyproconazole, a absorcdo foi maior em ambas as espécies

desenvolvidas em condicOes de estresse hidrico. Em plantas sob estrese hidrico, a

taxa de absorcdo de cyproconazole foi muito varidvel, em funcdo dos periodos

avaliados, oscilando de 15 a 74 ug g* para E. indica e de 6 a 73 ug gt em |I. nil. Ja

em plantas sem estrese, as taxas de absorcdo variaram de 9 a 28 ug g* para E.

indica e de 4 a 19 pug g* em I. nil. Independentemente do regime de estrese ou
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periodo de avaliacdo, se encontrou mais fungicida dentro das plantas de E. indica do
gue externamente. Além disso, a maior absorcdo de cyproconazole nesta espécie se
registra as 2 HAA em todos os tratamentos. Pelo contrario, em |. nil se registra a
menor taxa de absorcéo do fungicida as 2 HAA, e se recuperou mais cyproconazole
das lavagens (externo) do que dentro da planta (interno), exceto nas avaliagdes de

24 HAA de qualquer tratamento (Figura 25).

Figura 25 — Quantidade interna (absorbido) e externa (retido) de Cyproconazole
em plantas Eleusine indica e Ipomea nil com ou sem estresse hidricoa0, 2 e
24 h ap6s a aplicacéao
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Ao considerar a porcentagem de absorcdo dos fungicidas em relagdo ao total
(interno + externo) se corroborou que a condi¢do hidrica influencia a absorcédo da
axozystrobin, independentemente do tratamento ou o tempo de avaliagéo. Plantas
estressadas de ambas as espécies absorveram menos fungicida que plantas nao

estressadas. Em média a reducdo na absorcao de axozystrobin foi de 32% para E.
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indica, e de 41% em I. nil. No caso do cyproconazole, as diferencas na absorcao
ligadas a condig&o hidrica foram minimas, e no geral, plantas estressadas de ambas
as espécies absorveram 8,5% mais fungicida do que plantas ndo estressadas. No
entanto, a maior diferenca observada na absor¢cdo deste fungicida esteve
relacionada a espécie. I[pomoea nil que apresentou baixos niveis de absorcdo (na
maioria dos casos <40%) as 0 e 2 HAA, independentemente do tratamento,
enquanto E. indica absorveu mais do 50% do fungicida logo ap6s do tratamento (0
HAA). No entanto, 24 HAA a absorcao de cyproconazole em I. nil foi semelhante a

observada para E. indica (Figura 26).

Figura 26 — Porcentagem de absorcédo (em relacdo ao total interno + externo)
de axozystrobin e cyproconazole em plantas Eleusine indica e Ipomea nil com

ou sem estresse hidrico a0, 2 e 24 h ap6s a aplicacao
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A azoxystrobin e o cyproconazole, fungicidas da pré-mistura Priori Xtra, sdo
ingredientes altamente sistémicos que apresentaram altas taxas de absor¢édo logo

apos o tratamento. A formulacao dos dois ingredientes ativos € distinta, sendo sélido
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para azoxystrobin e liquido para cyproconazole. A retencdo da pulverizacdo nas
superficies foliares desempenha um papel fundamental na absorcdo e na atividade
biologica de agroquimicos, especialmente em folhas que possuem uma camada de
cera densa, dificultando o seu umedecimento (Cacéo et al., 2016). A quantidade de
adjuvante presente na solucdo afeta diretamente a retencdo da pulverizacdo na
superficie das folhas. Essa retencdo é controlada por varios fatores como: tenséo
superficial dindmica da calda de pulverizacdo; propriedades da superficie da folha e
do angulo de contato da gota na folha; velocidade e tamanho da gota; densidade da
planta e estrutura do dossel; tipo de adjuvante, concentracdo e volume de aplicacéo
(Taylor, 2011). No entanto, embora os adjuvantes Break Thru e Agral tenham
reduzido a tensé&o superficial das caldas aplicadas sobre E. indica e I. nil (Figura 26)
e em alguns casos melhorado a retencé&o, os resultados desta pesquisa demonstram
gue os adjuvantes adicionados na calda ndo desempenham um papel importante na
absorcao dos fungicidas.

De acordo Deuber (1992), a capacidade de absorcdo dos produtos
fitossanitarios € restrita pela quantidade que consegue atravessar a camada externa
da folha, conhecida como cuticula. Abbott e Sterling (2006) mencionam que a
eficacia de um produto fitossanitario pode ser afetada pela falta de agua no
ambiente onde a planta daninha esta crescendo. Isso ocorre porque a
disponibilidade de agua tem um papel crucial na absorcdo, translocacdo e
metabolismo do produto fitossanitario pelas plantas.

A condicdo hidrica foi determinante na absorcdo de azoxystrobin, sendo
menor em plantas de E. indica e |. nil sob estresse hidrico. Nestas plantas se
guantificaram grandes teores de fungicida na parte externa, ou seja, embora 0s
adjuvantes melhorassem a retencao, a condicao hidrica limitou a taxa de absorcao.
Em contraste, a absorcdo de cyproconazole ndo esteve influenciada pelo ambiente.
As diferencas nas taxas de absorcdo dos fungicidas poderiam ser atribuidas as
carateristicas fisico-quimicas de ambos os ingredientes ativos. No entanto, a
solubilidade, o Log Kow, pressdo vapor e Koc de ambos os fungicidas s&o
guimicamente semelhantes (como mencionado na tabela 2). Portanto, as diferencas
nas taxas de absorcdo entre os flngicas parece estar mais relacionada com a
fisiologia e morfologia das plantas (monocotiledbnea vs dicotiledénea).
Exemplificando esta afirmacéo, temos que para E. indica e I. nil, independentemente

do regime hidrico houve distincdo no padrdo de absorcdo/retencdo do
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cyproconazole. Enquanto em E. indica os teores de fungicida quantificado no interior
da planta foram maiores as 0, 2 HAA, em I. nil se encontrava maior teor de fungicida
no exterior das plantas, e s6 as 24 HAA, o teor de cyproconazole no interior das
plantas de I. nil apresentou um padrdo semelhante ao observado em plantas de E.
indica. Este padrdo se manteve analisando a absor¢cdo dos fungicidas em
porcentagem relativo ao total (interno + externo). Isto demostra que cada fungicida
apresenta padroes de absorcdo diferentes, e podem estar mais ou menos
influenciados pelo ambiente. Além disso, as taxas de absorcdo podem diferir entre

espécies de plantas daninhas.

4.11 Correlacédo da Absorcdo com os parametros anatémicos

A correlacdo de Pearson (r) foi alta e negativa com r de -0,84 para a largura
da célula-guarda e a absorcdo 0 HAA, e foi média para a o comprimento da célula-
guarda, area estomatica e densidade estomatica com os valores de r foram de -0,32,
de 0,58 e 0,38, respectivamente, com a absor¢cédo 0 HAA, para ambas as condi¢gdes
hidricas. Inferindo que a medida que aumenta a largura do estébmato ha aumento da
absorcdo. Para a absorcédo que variou de 7,79-882,70 os valores de célula-guarda
(comprimento e largura) variaram de 11,41-16,46 e 20,52-23,69 um e area

estomatica varia de 184,49-23,19 um (Figura 27).

A correlacéo de Pearson (r) foi média e negativa com r de -0,69 para a largura
da célula-guarda e a absorcao 2 HAA, e foi alta para a area estomatica o r foi de
0,72, foi média para o comprimento da célula-guarda foi de -0,54 e densidade
estomatica com os valores de r foi baixo de -0,09, em relagcdo com a absorgéo 2
HAA, para ambas as condi¢cdes hidricas. Inferindo que a medida que aumenta a
largura do estdbmato e a area do estdmato ha aumento da absor¢cdo em 2 HAA. Para
a absorcao que variou de 17,30-71,29 os valores de célula-guarda (comprimento e
largura) variaram de 11,41-16,46 e 20,52-23,69 um e éarea estomatica varia de
184,49-23,19 um (Figura 27).
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Figura 27 — Correlagcédo entre tamanho do genoma com os parametros
estbmatos com a area estomatica de plantas daninhas e cultivadas em
condi¢cdes hidricas distintas
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A correlacdo de Pearson (r) foi alta e negativa com r de -0,84 para a largura
da célula-guarda e a absorcao 24 HAA, e foi média para a area estomatica o r foi de
-0,39, para o comprimento da célula-guarda foi de -0,64 e densidade estomatica com
os valores de r foi de -0,32, em relacdo com a absorcdo 24 HAA, para ambas as
condicOes hidricas. Inferindo que a medida que aumenta a largura do estémato e a
area do estbmato ha aumento da absorcdo em 2 HAA. Para a absorcdo que variou
de 39,64-88,42 os valores de célula-guarda (comprimento e largura) variaram de
11,41-16,46 e 20,52-23,69 um e area estomatica varia de 184,49-23,19 um (Figura
27).

Os estdmatos podem estar envolvidos, de duas formas, com a penetracdo de
herbicidas nas folhas. A Primeira, pela espessura mais ténue da cuticula sobre as
células-guarda do complexo estomatico, deste modo sendo estd mais permeavel a
substancias exdgenas do que a cuticula sobre outras células epidérmicas. A segunda &
a movimentacdo através do poro de um estdbmato aberto para dentro da camara
subestomatica. Entretanto, a infiltracdo pelos estdbmatos ndo é possivel, a menos que a
tensao superficial da solucdo pulverizada seja muito reduzida pelo uso de surfatantes
na formulagcdo ou no tanque do pulverizador. A maioria dos surfatantes atualmente em
uso atua aumentando a penetracdo cuticular e ndo consegue reduzir a tensdo
superficial adequadamente para permitir a penetracdo estomatica. Com efeito a
aplicacdo de surfatantes a base de organossilicones sdo capazes de reduzir a tensédo
superficial ao ponto de a infiltracdo pelo estdbmato possa vir ocorrer (Knoche, 1994).

Contudo, as correlacbes dos parametros estomaticos com a absorcdo foram
negativas e baixa demonstrando a inexisténcia de correlacdo desses parametros com a
capacidade de absorgéo do produto nas plantas.

A correlagdo de Pearson (r) foi média e negativa para a face abaxial com a
absorcdo 0 HAA e com a 24 HAA, com r de -0,26 e -0,32, respectivamente. Ja para
a face abaxial com a absorcdo 2 HAA a correlacao foi baixa e positiva de 0,13. Ja
para a face adaxial com a absorcdo de 0 HAA, 2 HAA e 24 HAA, a correlacado foi

média e positiva com r de 0,35, 0,35 e 0,39, respectivamente (Figura 28).
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Figura 28 — Correlacéo entre os parametros anatémicos de Eleusine indica e
Ipomoea nil com e sem estresse hidrico com os tempos de absor¢éo de
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A correlacdo de Pearson (r) foi média e positiva para a espessura foliar com a

absorcéo 0 HAA, com r de 0,68, enquanto, para os tempos 2 e 24 HAA houve alta

correlacdo positiva com r de 0,91 e 0,70, respectivamente. Ja para a epiderme

abaxial com a absorcao 2 HAA e 24 HAA a correlacdo foi baixa e positiva com r de

0,24 e 0,21, respectivamente, e média com a absorcdo de 2 HAA. Ja para a

epiderme adaxial com a absor¢cdo de 0 HAA e 24 HAA, a correlagéo foi baixa e

positiva com r de 0,11 e 0,07, respectivamente, e média para 2 HAA (Figura 29).

A correlacdo de Pearson (r) foi alta e positiva para a espessura do

parénquima homogéneo com a absorcdo 0 HAA, 2 HAA e 24 HAA com r de 0,89,
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0,95 e 0,89, respectivamente. Ja para a célula buliforme com a absorcdo 0 HAA, 2
HAA e 24 HAA a correlacdo foi alta e positiva com r de 0,89, 0,95 e 0,89,
respectivamente (Figura 30).

A correlacdo de Pearson (r) foi alta e positiva para a espessura do
parénguima lacunoso com a absor¢cdo 0 HAA, 2 HAA e 24 HAA com r de 0,89, 0,95
e 0,99, respectivamente. Ja para a espessura do parénquima palicadico com a
absorcéo 0 HAA, 2 HAA e 24 HAA a correlacéo foi alta e positiva com r de 0,90, 0,95
e 0,99, respectivamente (Figura 31). Demonstrando, quanto maior a espessura do
parénguima lacunoso e paligadico, maior € a absor¢do nos respectivos momentos,

de acordo com os valores altos de r.

Figura 29 — Correlagcédo entre os parametros anatdbmicos de Eleusine indica e
Ipomoea nil com e sem estresse hidrico com os tempos de absorcéo de
agrotoxicos
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Figura 30 — Correlacédo entre os parametros anatémicos de Eleusine indica
com e sem estresse hidrico com os tempos de absorc¢do de agrotéxicos

Parénquima Homogéneo (um)

Figura 31 — Correlacédo entre a area de ocupacédo estomatica de Ipomoea nil
com e sem estresse hidrico com os tempos de absorc¢do de agrotéxicos
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5 CONCLUSAO

O estresse hidrico interferiu em diversas estruturas das plantas. Na maioria
dos casos o estresse hidrico reduziu a disposicdo estomética e a morfologia e
anatomia das plantas daninhas e cultivadas, porém, o estresse hidrico potencializou

as respostas fisiologicas de I. nil.

Os dados obtidos da frequéncia acumulada relativa permitiram inferir que o
comprimento e largura da célula-guarda e o tamanho do estémato foram maiores em
plantas sem estresse hidrico em ambas as faces da folha na maioria das plantas
avaliadas. Com excecao da Oryza sativa, Glycine max e Ipomoea quamoclit que
obteve comprimento da célula-guarda maior na face abaxial em ambos os regimes
hidrico. As porcentagens mais altas da area e densidade estomética foram
guantificados na face abaxial independente do regime hidrico na maioria das plantas

avaliadas.

A correlacdo entre o tamanho do genoma com 0s parametros estomaticos
(comprimento da célula-guarda e tamanho de estématos) foi alta e positiva para as
condicbes hidricas avaliadas, ou seja, plantas com tamanho de genoma maior,
apresentam maior comprimento da célula-guarda e tamanho estomatico e vice-

versa.

As espécies avaliadas mostraram maior alocagdo de biomassa no sistema
radicular em relacdo a parte aérea sob estresse hidrico, com excecdo do T.

aestivum.

A tensdo superficial da calda de azoxystrobin e o cyproconazole foi menor
com a adicado de Break-thru, seguido do Agral e menor na calda sem adjuvante. A
guantidade de azoxystrobin e o cyproconazole retido e absorvido esteve mais
influenciada pelo regime de estresse, do que pelo tratamento (formulado com ou
sem adjuvante) ou periodo de avaliacdo. O azoxystobin tem menor retencdo do

produto ao adicionar Break-Thru a calda, em plantas com e sem estresse hidrico.

A correlacdo da largura da célula-guarda, area estomatica e espessura foliar

com a absorcdo de um composto exdégeno foram negativos e alta.
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