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NICOLALI, J. Respostas estruturais e fisiologicas de espécies de Solanaceae com folhas
glabras e pilosas a aplicacao de imidacloprido. 2023. 56pp. Tese (Doutorado) — Instituto

de Biociéncias, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Resumo — O imidacloprido (IMI) € o inseticida neonicotinoide mais utilizado nas lavouras
para o controle de pragas no Brasil. Estudos tém demonstrado que a aplicacdo de inseticidas
pode levar a alteracdes em aspectos estruturais e funcionais em diferentes espécies vegetais
e que a taxa de absorcdo foliar dessas substincias estd relacionada a caracteristicas
micromorfoldgicas da superficie das folhas. Este trabalho teve como objetivo investigar as
respostas anatdomicas, fisioldgicas e bioquimicas a aplicacdo de IMI em Capsicum annuum
que apresenta folhas glabras e Solanum aethiopicum que apresenta folhas pilosas, ambas
pertencentes a Solanaceae. IMI foi aplicado por meio de pulverizagdo foliar. Testes de
absorcdo foliar e de molhabilidade foram aplicados. Foram realizadas andlises de trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a,atividade das enzimas peroxidase e superdxido
dismutase e de peroxidagdo lipidica. Andlises morfométricas do limbo foliar foram
realizadas ao microscépio de luz. 3,3-diaminobenzidina (DAB) foi utilizado para marcacdo
in situ de espécies reativas de oxigénio (ERO). Ambas as espécies apresentaram folhas
anfistomaticas revestidas por epiderme unisseriada com células cobertas por cuticula lisa e
delgada. Em C. annuum as folhas apresentaram relevo irregular formando &reas de
depressdo na superficie do limbo. As folhas de S. aethiopicum se mostraram nao-molhaveis
enquanto as folhas de C. annuum foram classificadas como molhdveis. Em ambas as
espécies, folhas de plantas tratadas com IMI apresentaram maior espessura do mesofilo e
marcagdo mais intensa de ERO. Individuos de C. annuum submetidos a aplicagdo de IMI
apresentaram alteracOes mais severas em aspectos fisioldgicos e bioquimicos em
comparacdo com individuos de S. aethiopicum, especialmente quanto a taxa de assimilagdo
de CO,, condutincia estomdtica, taxa de transpira¢do e eficiéncia instantdnea de
carboxilacdo, além de terem apresentado alteracdes estruturais bastante evidentes como a
maior sinuosidade no contorno das células do parénquima palicddico e aumento da drea
ocupada por espacos intercelulares no parénquima esponjoso. As alteracdes mais
pronunciadas nos aspectos funcionais e estruturais de C. annuum em resposta a aplicacédo de

IMI podem estar associadas a sua maior molhabilidade e provavel maior absor¢do de IMI.

Palavras-chave: absorcdo foliar, anatomia, fisiologia, inseticida, molhabilidade, superficie

foliar, tricomas.



NICOLALI J. Structural and physiological responses of Solanaceae species with
glabrous and hairy leaves to imidacloprid application. 2023. 56pp. PhD Thesis —

Biosciences Institute, UNESP — Sdo Paulo State University, Botucatu.

Abstract - Imidacloprid (IMI) is the most used neonicotinoid insecticide for controlling
crop pests in Brazil. Studies have shown that insecticide application could change
structural and functional aspects in different plant species, and the foliar absorption
rates of substances are related to micromorphological traits of the leaf surface. This
study aimed to investigate the anatomical, physiological and biochemical responses to
IMI application in Capsicum annuum with glabrous leaves, and Solanum aethiopicum
with hairy leaves, both belonging to Solanaceae. IMI was applied by leaf pulverization.
Leaf absorption and wettability tests were performed. Analyses of gas exchange,
chlorophyll a fluorescence, activity of peroxidase and superoxide dismutase enzymes,
lipid peroxidation were performed. Morphometric analyses of leaf blades were
performed under light microscopy. 3,3-diaminobenzidina (DAB) was used forin situ
detection of reactive oxygen species (ROS). Both species showed amphistomatic leaves
covered by a uniseriate epidermis with cells covered by thin and smooth cuticle. In C.
annuum the leaves showed irregular surface forming depression areas. S. aethiopicum
leaves were non-wettable while C. annuum leaves was classified as wettable. In both
species, leaves of plants treated with IMI showed higher mesophyll thickness and more
intense marking of ROS. C. annuum plants submitted to IMI application showed more
severe alterations in physiological and biochemical aspects in comparison with S.
aethiopicum, specially in terms of CO, assimilation rate, stomatal conductance,
transpiration rate, and instant carboxylation efficiency, in addition to presented evident
structural alterations as greater sinuosity on palisade parenchyma cell shape and
increased are occupied by intercellular spaces in the spongy parenchyma. The most
pronounced alterations in functional and structural aspects of C. annuum in response to
IMI application could be associated to the highest wettability of their leaves and

possible higher IMI absorption.

Key words: anatomy, foliar absorption, insecticide, leaf surface, physiology, trichomes,

wettability.



Introducao geral

A agricultura € um dos setores econdmicos mais importantes para a sociedade,
pois produz alimentos e matéria-prima apara diversos ramos da industria (Mehrara and
Baghbanpour 2016). Para atender ao crescimento da demanda global de alimentos
necessita-se do aumento de sua produtividade por meio de mecanizagdo, irrigacao,
emprego de mao de obra qualificada, melhoramento genético das plantas e do combate
as pragas com uso de defensivos agricolas (James 2010). O Brasil apresenta clima e
solo favordveis para a produgdo agricola, que juntamente com uma série de incentivos
comerciais, investimentos em pesquisa € desenvolvimento, transformam o pais em um
dos maiores produtores de alimentos, fibras e biocombustiveis do mundo (Chaddad and
Jank 2006; Barros 2008). Entretanto, o setor agricola € responsavel pela liberacdo de
poluentes que promovem contaminacdo do ambiente por conta da toxicidade dos
produtos empregados no campo (Gilmore 2001; Hoai et al. 2011).

Dentre os defensivos agricolas mais utilizados encontram-se acaricidas,
bactericidas, cupinicidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, moluscicidas e nematicidas
(Nayak and Solanki 2021) que atuam direta ou indiretamente nas formas de vida que
sao consideradas prejudiciais a agricultura (Baptista 1999). No Brasil, os defensivos
agricolas sdo utilizados em grande escala nas lavouras, sendo que desde 2008, o pais é
considerado o maior usudrio destes produtos (Graff 2013) devido ao fato do pais possuir
grande drea cultivada. Esses defensivos sdo pulverizados diretamente nas plantas e sua
eficdcia € determinada pela interac@o planta-pesticida, sendo que algumas caracteristicas
do produto e da planta podem influenciar nessa interacdo (Antonious and Snyder 1993).

O uso de defensivos quimicos na agricultura pode influenciar significativamente
a fotossintese (Petit et al. 2012), a eficiéncia do uso da 4gua, teor de proteinas e a
produtividade das plantas (Diaz-Espejo et al. 2012), além de alterar aspectos estruturais
das plantas (Tuffi Santos et al. 2009). Folhas tratadas com herbicidas podem apresentar-
se mais espessas, com formagdo de tecido parenquimdtico fortemente vacuolado e
feixes vasculares reduzidos. Plantas de Ricinus communis L. tratadas com inseticidas
apresentaram aumento na atividade do cambio interfascicular no caule, menor
diferenciacdo do floema e ruptura dos tecidos em geral, sendo notado mesofilo foliar
compactado e maior nimero de cloroplastos (Dickinson 2000). Plantulas de erva-doce
(Foeniculum vulgari Mill.) tratadas com inseticidas apresentaram aumento na espessura
das células epidérmicas e da cuticula e no nimero de estomatos nas folhas (Azevedo et

al. 2014). Diferentes concentragdes de inseticidas como piriproxifeno podem acarretar



alteracdes radiculares e inibir a germinacao em sementes de milho (Coskun et al. 2015).
Ainda, no que se refere aos aspectos bioquimicos, sabe-se que as substancias téxicas
podem desencadear o aumento da atividade de enzimas antioxidantes como superdxido
dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT) como forma de tolerar o estresse
oxidativo e prevenir danos as plantas (Mishra et al. 2009).

Os organofosforados, piretroides e os neonicotinoides sdo trés grandes classes de
inseticidas utilizados no campo, sendo os neonicotinoides a classe mais nova de
inseticidas (Ford et al. 2010). Os neonicotinoides surgiram em 1970, criados pela Shell
Development Company para combater moscas domésticas (Soloway et al. 1978;
Kollmeyer et al. 1999). Uma alterac@o de sua estrutura quimica foi realizada pela Nihon
Tokushu Noyaku Convulo no Japao (atualmente Bayer Crop Science Japao) através da
introducdo de um grupo de cloropiridinilmetil, levando a um protétipo de nitrometileno
de excelente poténcia no controle de insetos sugadores do arroz (Tomizawa and Casida
2005). Os neonicotinoides sdo a classe de inseticida mais vendida no mundo
(Castellanos et al. 2021). Essa substancia age no sistema nervoso de insetos sugadores,
atuando, principalmente, no bloqueio de processos fisioldgicos e/ou bioquimicos (Gallo
et al. 2002) por conta de sua acdo neurotdxica nos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) (Cimino et al. 2017). Entretanto, os neonicotinoides sdo considerados téxicos
para muitos insetos benéficos as culturas, principalmente as abelhas (Aradjo 2015),
podendo causar reducdo no crescimento da colonia e da produtividade da rainha
(Whitehorn et al. 2012). Exposi¢cdes a essas substancias podem prejudicar o
desenvolvimento do sistema nervoso de mamiferos, assim como ocorre com a nicotina
(Kimura-Kuroda et al. 2012). Ainda ndo se sabe ao certo o que os neonicotinoides
podem causar em seres humanos, entretanto, acredita-se que podem causar distirbios
neurolégicos (Cimino et al. 2017).

Os neonicotinoides sdo metabolizados pelas plantas através da oxidacdo,
reducdo, clivagem e conjugacdo de produtos (Sur and Stork 2003; Casida 2011). Em
plantas jovens de cana-de-acicar, os neonicotinoides podem beneficiar seu
desenvolvimento inicial, resultando em aumento da massa da planta e promovendo o
desenvolvimento da raiz (Endres et al. 2016); entretanto, outros estudos demonstram
danos na estrutura radicular de plantas sob diferentes concentracdes dessa classe de
inseticidas (Cavusoglu et al. 2012; Shahid et al. 2021). Plantas de Brassica juncea (L.)

Czern. que crescem sob acdo de neonicotinoides aumentam seus niveis de enzimas
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antioxidantes (Sharma et al. 2017), por outro lado, estudos com plantas tratadas com
neonicotinoides ndo expressam danos no aparato fotossintético (Cone et al. 2022).

O imidacloprido (IMI) € o neonicotinoide mais importante no controle de pragas
(Shepker et al. 2020), principalmente insetos sugadores, como trips e afidios (Yan et al.
2019), atuando como um composto sist€émico que pode ser absorvido e translocado
pelas plantas (Kagabu 2003) podendo ser encontrado inclusive no pélen e em sementes
(Nauen et al. 2001; Schmuck et al. 2001). Estudos demonstram que o IMI, um
composto de caracteristicas hidrofilicas, pode alterar o desenvolvimento das plantas,
causando alteragdes radiculares (Zhang et al. 2020; Shahid et al. 2021), desarranjo
celular no mesofilo foliar (Zhang et al. 2020) e aumento da peroxidacio lipidica (Zhang
et al. 2020). No Brasil, ¢ muito utilizado nas culturas de algodao, batata, feijao, jilo,
meldo, milho, palma forrageira, pimentao, soja, trigo, entre outras (Agrofit— MAPA
2022) e aplicado via pulverizacao foliar (Kagabu 2003).

A penetragdo das substancias pulverizadas na superficie foliar estd associada as
caracteristicas do produto utilizado e da prépria estrutura foliar, tendo forte relacdo com a taxa de
molhabilidade das folhas. Molhabilidade é a maneira pela qual um liquido se espalha ao ser
depositado sobre uma superficie sélida (Oliveira 2010), sendo resultante da interagdo entre a
tensdo superficial do liquido e as propriedades fisico-quimicas da superficie (Koch et al. 2008; He
et al. 2019). Alguns fatores podem influenciar a molhabilidade foliar, especialmente aspectos
relacionados a micromorfologia da superficie da folha (Goldsmith et al. 2017). As gotas formadas
durante o processo de pulverizacdo de uma determinada substincia sobre as plantas formam um
angulo de contato com a superficie foliar, o que determina sua molhabilidade. Dessa forma, se o
angulo de contato entre gota e a superficie for menor que 90°, caracteriza-se uma superficie
molhdvel, enquanto se o dngulo de contato for maior que 90° caracteriza-se uma superficie ndo-
molhavel (Moita Neto 2006). Nesse sentido, estudos tém demonstrado a existéncia de correlacio
positiva entre o dngulo de contato da gota molhante com a densidade e tamanho dos tricomas e
ceras epicuticulares (Pandey andNagar 2002; Holder 2007, Matos and Rosado 2016, Goldsmith et
al. 2017; Papierowska et al. 2018). A aplicag¢@o de defensivos quimicos nas lavouras apresentam
o emprego de adjuvantes. Os adjuvantes sdo substincias que servem para melhorar a atuagdo das
substincias pulverizadas por desempenhar especificas funcdes, incluindo tamponantes,
dispersantes, emulsificantes, molhantes, adesivos e espalhantes (Oliveira, 2011).

A consequéncia do grau de molhabilidade foliar € um assunto controverso. Sabe-
se que inibi¢do das trocas gasosas (Smith and McClean 1989; Ishibashi and Terashima
1995; Hanba et al. 2004), promocao do crescimento de patégenos (Huber and Gillespie
1992; Bradley et al. 2003), lixiviagao de nutrientes (Sase et al. 2008), aumento do
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estresse biomecanico (Holbrook and Putz 1989), favorecimento da deposicdo de
poluentes (Neinhuis and Barthlott 1997; Klemm et al. 2002), assim como a formacao de
gelo (Aryal and Neuner 2010), além de lesdo a tecidos pela focalizagdo da luz solar
(Brewer et al. 1991) podem ser consequéncias adversas da molhabilidade foliar. Por
outro lado, estudos sugerem que o umedecimento das folhas pode ser benéfico as
plantas, sendo associado ao fornecimento adicional da dgua através da captacio direta
pela superficie foliar (Eller et al. 2013; Goldsmith 2013; Gotsch et al. 2014). Ainda,
pode levar a inibicdo ou redugdo da transpiracdo (Katata et al. 2010; Eller et al. 2013;
Goldsmith 2013; Gotsch et al. 2014). Podendo ainda promover alivio térmico (Katata et
al. 2010). E ainda, melhorar a capacidade das plantas em absorver CO, e manter o
balanco de carbono positivo, mesmo sob déficits de dgua no solo (Simonin et al. 2009;
Ben-Asher et al. 2010).

Produtos quimicos gasosos e/ou liquidos, incluindo inseticidas, podem penetrar
na superficie das plantas pela cuticula e/ou pelos estdmatos, levando a modificacdes
fisiolégicas e estruturais, mesmo que seus efeitos ndao sejam evidenciados na morfologia
externa desses vegetais (Dickinson 2000). Nesse contexto, sabe-se que as caracteristicas
morfoldgicas das plantas, em especial aspectos estruturais das folhas, podem influenciar
na absorc¢do dessas substancias e no efeito dos pesticidas (Fernandez et al. 2021). Folhas
que apresentam superficies rugosas, por exemplo, apresentam maior retencdo de
inseticidas que plantas com a superficie foliar lisa (Furmidge 1962). A densidade de
tricomas no limbo foliar também pode influenciar na absorcdo dos pesticidas pelas
folhas, atuando na retencdo desses produtos na superficie foliar (Edwards 1975).
Estudos mostram que a maior densidade de tricomas nas folhas proporciona maiores
oportunidades de absorcdo, adesdo e/ou coesdo da solugdo inseticida em Lycopersicon
hirsutum Dunal (Antonious and Snyder 1993). Além disso, tricomas podem apresentar
alta atividade higroscopica por possuirem paredes celulares ricas em pectina, podendo
atuar na absor¢do e distribuicdo de diferentes substincias pelo limbo foliar (Schreel et
al. 2020). Por outro lado, existem estudos demonstrando que a abundancia de tricomas
pode dificultar a absor¢dao de substancias pela superficie foliar (Xie et al. 2020). Os
tricomas podem aumentar a hidrofobicidade das folhas (Brewer et al. 1991) podendo
reduzir a absorcdo hidrica (Berry et al. 2019), assim como de outras substancias
hidrossoliveis que podem ser aplicadas e/ou que atinjam a superficie foliar. Em folhas
glabras, por sua vez, a cuticula representa a primeira barreira contra entrada de

patégenos e substancias pela superficie foliar (Riederer and Muller 2006); entretanto, as
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caracteristicas fisico-quimicas da cuticula podem ou nao favorecer a aderéncia das gotas
de diferentes substincias na superficie foliar (Fernandez et al. 2017); ainda, o pH da
substancia aplicada pode influenciar no transporte de dgua e solutos através da parede
celular ou da cuticula (Aponte and Baur 2018).

Solanaceae € uma das familias de angiospermas de maior importancia
econdmica do mundo, principalmente devido a producdo de alimentos, apresentando
espécies como tomate, batata, pimentao, berinjela, jilo, dentre outras; além disso, muitas
espécies da familia, como por exemplo o tabaco, sdo utilizadas na produgdo de farmacos
e drogas, sendo grandes produtoras de alcal6ides (Chowanski et al. 2016).Inclui cerca
de 100 géneros e mais de 2500 espécies de diferentes hdbitos (Motti 2021), sendo que a
maioria delas apresenta flores vistosas e hermafroditas e frutos do tipo baga ou cdpsula.
Na maioria de seus representantes, as folhas s@o simples, alternas, lobadas ou partidas,
sésseis ou pecioladas, desprovidas de estipulas, podendo ser glabras ou pilosas (Parrini
et al. 2017).A aplicacio de imidacloprido em culturas de diferentes espécies de
Solanaceae tem sido uma pratica comum no Brasil (MAPA - 2023).

Assim, este trabalho teve como objetivo investigar as respostas anatdmicas,
fisiolégicas e bioquimicas a aplicagdo foliar do imidacloprido em espécies de
Solanaceae com folhas glabras e pilosas. Nossa hipétese foi que espécies com folhas
glabras apresentariam-se molhdveis e consequentemente apresentariam alteracoes

estruturais e funcionais a aplicacao do IMI.
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Investigacio das respostas estruturais e funcionais em espécies de Solanaceae com

folhas glabras e pilosas submetidas a aplicacao de imidacloprido

Introducao

A utilizacdo excessiva de inseticidas para proteger as culturas agricolas de
pragas € uma questdo que gera grande preocupagdo (Shahid et al. 2021). Inseticidas sdao
utilizados para melhorar a produtividade vegetal prevenindo as perdas das culturas por
ataques de pragas (Nwadinigwe 2010; Jayaraj et al. 2016). Contudo, podem causar
grandes impactos no ambiente e nas plantas, interferindo na fertilidade dos solos
(Mukherjee et al. 2016; Shahid et al. 2017), no crescimento vegetal (Tiyagi et al. 2004),
e em aspectos fisiologicos (Wagner 1939; Diaz-Espejo et al. 2012; Petit et al. 2012;
Zaller et al. 2016), e estruturais das plantas (Tuffi Santos et al. 2009).

A aplicacdo de inseticidas por meio de pulverizacdo leva a entrada de
substancias pelas folhas, sendo que os aspectos estruturais da superficie foliar podem
influenciar na absor¢ao de substancias (Fernandez et al. 2021). A densidade de tricomas
e suas caracteristicas estruturais, as propriedades fisico-quimicas da cuticula e a
presenca/auséncia de ceras epicuticulares podem influenciar a absor¢do, adesdo e/ou
coesdo da solucdo inseticida na superficie das folhas (Antonious and Snyder 1993;
Fernandez et al. 2017). Nesse sentido, influenciado pelas caracteristicas estruturais da
folha, o angulo de contato da gota de substancia liquida com a superficie foliar pode
determinar o grau de molhabilidade da folha (Barthlott et al. 2017; Ferndndez et al.
2021) e a consequente taxa de absor¢do das substancias aplicadas.

Pertencente a classe dos neonicotinoides, o imidacloprido (IMI) ¢ um dos
inseticidas mais utilizados no controle de insetos mastigadores e/ou sugadores
(Shobharani2019). No Brasil é empregado em culturas como algoddo, batata, feijao,
jil6, meldo, milho, palma forrageira, pimentdo, soja, trigo, dentre outras (MAPA 2023).
E aplicado por meio de pulverizagio foliar e apresenta acio sistémica no corpo vegetal,
sendo absorvido e translocado para os tecidos (Kagabu 2003). Em altas dosagens,
neonicotinoides podem retardar atividades bioldgicas, fisiologicas e enzimaticas, além
de causar autdlise por estresse oxidativo nas plantas (Cavusoglu et al.2012; Sharma et
al. 2017; Shahid et al. 2021). Pesquisas t€ém mostrado que o uso de inseticidas
neonicotinoides podem promover alteracdes na densidade e morfologia de estomatos
(Coskun et al. 2015; Shahid et al. 2021), alteracdes morfolégicas em raizes em

desenvolvimento (Cavusoglu et al. 2012; Coskun et al. 2015; Zhang et al. 2020;
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Shahidet al. 2021), desarranjo celular no mesofilo foliar (Zhang et al. 2020),
fragmentacdo vacuolar em células radiculares (Zhang et al. 2022), além de afetar
comunidades de insetos polinizadores (Nauen et al. 2001; Schmuck et al. 2001;
Whitehorn et al. 2012; Aradjo 2015). Alteragdes fisiolégicas como aumento da
peroxidacao lipidica em folhas (Zhang et al. 2020) e aumento da atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) em sementes (Dar et al. 2015) foram relatadas em plantas
tratadas com neonicotinoides.

Solanaceae € uma das familias de angiospermas de maior importancia
econdmica do mundo, principalmente devido a produc¢do de alimentos,envolvendo
espécies como tomate, batata, pimentao, berinjela, jilo, dentre outras; além disso, muitas
espécies da familia sdo utilizadas na producdo de farmacos e drogas, sendo grandes
produtoras de alcaloides (Chowanski et al. 2016) como por exemplo Nicotiana tabacum
L. Na maioria de seus representantes, as folhas sdo simples, alternas, lobadas ou
partidas, sésseis ou pecioladas, desprovidas de estipulas, podendo ser glabras ou pilosas
(Parrini et al. 2017). Apesar da ampla utilizacdo de inseticidas em culturas de membros
da familia, pouco se sabe sobre a influéncia de neonicotinoides em aspectos estruturais e
funcionais de Solanaceae.

Nosso objetivo foi investigar as respostas anatdomicas, fisiolégicas e bioquimicas
em duas espécies de Solanaceae com folhas glabras e pilosas a aplicacdo foliar de
imidacloprido. N6s hipotetizamos que espécies com folhas glabras apresentariam
diferentes taxas de molhabilidade e, portanto, diferentes respostas estruturais e

funcionais a aplicacao do inseticida em comparagdo com espécies com folhas pilosas.

Material e Métodos

Material vegetal

Foram selecionadas como modelo para esse estudo duas espécies da familia
Solanaceae, pertencentes a subfamilia Solanoideae. Capsicum annuum L., popularmente
conhecido como pimentdo, ¢ uma planta arbustiva, com folhas simples e glabras,
utilizada, principalmente, na culindria e gastronomia (Aguilar-Rincén et al. 2010).
Solanum aethiopicum L. var. Gilo, popularmente conhecido como jild, é uma planta
arbustiva, com folhas simples e pilosas, cultivada, principalmente, para consumo de

seus frutos (Lester and Daunay 2003); suas folhas apresentam tricomas tectores e

glandulares por toda a superficie do limbo (Bello et al. 2017; Watts and Kariyat 2021).
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Experimento em casa de vegetacio

Sementes, da TopSeed Garden®, de ambas as espécies, foram espalhadas em
bandejas acrilicas contendo vermiculita. Trinta dias apds a germinagdo, as plantas foram
transplantadas para vasos de 800 mL preenchidos com substrato Carolina®, contendo
turfa de Sphagnum, conhecida como turfa canadense e/ou europeia, perlita expandida,
vermiculita expandida, e casca de arroz torrefada. Os vasos foram mantidos em estufa
tipo Pad & Fan, fabricado pela Van der Hoeven Estufas Agricolas Ltda., no Setor de
Biologia Vegetal do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP e irrigados a cada
dois dias, até ocorrer o percolamento da dgua. Apds 15 dias de aclimatacdo, quando o
eixo aéreo das plantas apresentava cerca de 35,0 cm de altura, iniciou-se a aplicacdo do
defensivo Evidence® 700WG da Bayer AG®, 1-(6-chloro-3pyridylmethyl)-N-
nitroimidazolidin-2-ylideneamine (Imidacloprido - IMI).

O experimento foi conduzido em blocos casualizados com dois tratamentos: a)
pulverizagdo foliar de dgua + adjuvante (controle); b) pulverizagao foliar do defensivo +
adjuvante. Dez individuos de cada espécie (n =10) foram submetidos a cada tratamento.
A drea total de superficie dos vasos foi calculada para obtengdo da relacdo em hectares
(ha). A aplicagdo do defensivo foi realizada com o auxilio de pulverizador costal
manual de pressdo constante (CO;), equipado com bico unico, tipo cone cheio, modelo
101 SP 04, com as dosagens de produtos e volume de calda de 200 mL/ha, sendo
adicionados os 0,05% de adjuvante nao idnico Haiten®, fabricado pela Arysta
Lifescience do Brasil Indistria Quimica e Agropecudria Ltda., com principio ativo de
polioxietileno, aquifenol e éter. Foram realizadas trés aplicacdes ao longo de 21 dias,
em intervalos de sete dias, seguindo recomendag¢des da bula do produto para o controle

de Thrips palmi Karny.

Coleta de dados fisiologicos

Foram realizadas medidas de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a
entre 8:00 e 11:00 horas da manha (Ramos et al. 2015) em folhas completamente
expandidas localizadas no terceiro né caulinar, de 3 individuos, por espécie, por
tratamento, no dia anterior a primeira aplicacdo e a cada dois dias apds o tratamento
(DAT), sendo performadas ao zero (0), aos trés (3), dez (10) e 17 dias.

As medidas da clorofila a foram realizadas através de fluordmetro acoplaco ao

Analisador de Fotossintese (IRGA), modelo LI-6400, da Li-Cor pelo método do pulso
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saturado (Maxwell and Johnson 2000), utilizando a nomenclatura recomendada por
Baker and Rosenqvist (2004). Na presenca de luz artificial foram medidos o rendimento
fotoquimica maximo do fotossistema II (PSII), fluoresncéncia inicial (Fy), fluorescéncia
maxima (Fm) e fluorescéncia varidvel (Fv). A fluorescéncia minima (F0) foi
determinada sob irradiacdo suficientemente baixa (<Ipumol m™s™'). A fluorescéncia
méxima (Fm) foi determinada apds um pulso de saturagdo de 0,8 s a 4.200 pmol m?s!
nas folhas adaptadas a escuriddo (30 min). Nas folhas adaptadas a luz, a radiacdo dos
pulsos de saturacao para determinar a fluorescéncia maxima (Fm’) foi de 6.000 umol m’
s para 0,8 s, enquanto a luz actinica foi de 200 pmol m?s”. As medi¢des do
rendimento quantico fotoquimico do PSII foram obtidas por aplicacio de um pulso de
luz de saturacao (6.000 pumol m7s! para 0,8 s) sob irradiagdo ambiente. Os parametros
de fluorescéncia, como rendimento quantico maximo varidvel do PSII (Fv/Fm):
representando o rendimento quantico da fase fotoquimica da fotossintese; rendimento
quantico efetivo do PSII (Fv’/Fm’): representando a efici€éncia da captura da excitagdo
dos elétrons pelos centros de reacdo abertos do PSII; quenching fotoquimico (gP):
refletindo o metabolismo fotossintético do carbono; quenching nao-fotoquimico (gNP):
representando todas as outras formas de dissipacdo de energia, principalmente calor e
taxa relativa de transporte eletronico (ETR), foram calculados de acordo com Schreiber
(1986). Para o cdlculo de ETR, a fracdo de excitacao de energia distribuida para o PSII
foi considerada 0,5 e a fracdo de densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos
(DFFFA) absorvida pela folha, 0,84 (Demig and Bjorkman 1987). Para essas andlises,
as folhas foram envolvidas com papel aluminio por 30 minutos, para que pudessem se
adaptar ao escuro.

As medidas de trocas gasosas foram efetuadas utilizando o equipamento de
sistema aberto de fotossintese com analisador de CO, e vapor d’dgua por radiacdo
infravermelho (Infra Red Gas Analyser — IRGA), fabricado pela Li-Cor (USA), modelo
6400. As taxas de assimilagdo de CO; (A, umol CO, m'zs'l), taxa de transpiracdo (E,
mmol vapor de dgua m'zs'l), condutancia estomdtica (g, mol m'zs'l), e concentracao
interna de CO, (Ci, pmol CO, mol'lar) foram mensuradas em trés plantas por
tratamento, com as avaliagdes feitas pela manha, entre as 8:00 e 11:00 horas, sendo
utilizado o programa de andlise de dados do equipamento medidos de fotossintese (Von
Caemmerer and Farqquhar 1981). A concentragdao de CO; que entrou na camara (LCF
camara; 2cm2, Li-cor) foi em média de 400 umol-mol'l, fornecido pelo misturador de

CO, 6400-01 (Li-cor). A Densidade de Fluxo de Fétons Fotossintéticos (PPFD) foi
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fornecida por um diodo emissor de luz (LED) como fonte de luz (6400-40 LCF, Li-cor,
com espectro de 90% vermelho e 10% azul), sendo definido para fornecer 1.000 umol
fotons m2-s ! na camara, com base na curva de luz realizada anteriormente. O déficit de
pressdao de vapor (VPD) dentro da camara foi 2,08 + 0,18 kPa, o que significa que a
umidade relativa na cimara (amostra) foi 65.1 * 2.3%. Também foram calculadas a
eficiéncia do uso da dgua (EUA, pmol CO, m2s" /mmol H,O m'zs'l) pela relacdo entre
taxa de assimilacdo de CO; e transpiracdo. A efici€ncia instantanea de carboxilacio
(A/Ci) foi determinada pela relacdo entre taxa de assimilagdo de CO, e concentracdo

interna de CO, na folha.

Analises de atividade enzimatica

Para as andlises bioquimicas, foram coletadas folhas completamente expandidas
e nao-senescentes de quatro individuos de cada espécie por tratamento, no periodo da
manha, entre as 8:00 e as 11:00 horas. As amostras foram congeladas instantaneamente
em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C em ultrafreezer. No laboratorio, as folhas
foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido. Do material pulverizado foram
pesadas 300mg para extracdo enzimdtica e 200mg para andlise de peroxidagao lipidica.
Todo o processo foi realizado com tubos e pingas pré-resfriados para evitar o
descongelamento das amostras.

A extragdo de enzimas foi realizada de acordo com metodologia proposta por
Kar and Mishra (1976), adicionando 5,0 mL de solucdo contendo 50,0 mM de tampao
fosfato (pH 6,7), e 1% (m/v) polyvinylpolypyrrolidone. As amostras foram
homogeneizadas com utilizagdo de centrifuga a 10.000 rpm por 10min a 4°C e o
sobrenadante foi coletado para a realizacdo das andlises. Para determinar a atividade
especifica das enzimas antioxidantes, a quantificacao das proteinas soliveis para cada
extrato enzimatico foi previamente realizada de acordo com Bradford (1976).

A atividade da enzima antioxidante superdoxido dismutase (SOD) foi
determinada através da habilidade da enzima em inibir a fotorreducdo do nitroblue
tetrazolium (NBT), de acordo com metodologia proposta por Giannopolitis and Ries
(1977), com modificacdes de Dousseau et al. (2016). As leituras de absorbancia foram
realizadas a 560 nm em espectofotdmetro (BiotekEpoch™ Microplate Elisa
Spectrophotometer). Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a quantidade
necessaria de enzima para inibir a fotorredu¢do do NBT em 50% sob condi¢des de

ensaio, expressas por U mg proteina'l.
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A atividade da enzima peroxidase (POD) foi determinada de acordo com
metodologia proposta por Teisseire and Guy (2000), com adaptacgdes, e as leituras foram
realizadas a 430 nm no espectofotdmetro (BiotekEpoch™ Microplate Elisa
Spectrophotometer). Para calcular a atividade da POD, foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar (2,5 mmol-L-cm™), sendo a atividade expressa em pmol-min

1 PR
mg-proteina .

Medicao dos indices de peroxidacio lipidica

A medicdo dos indices de peroxidacao lipidica (MDA) foi realizada de acordo
com a técnica proposta por Rama Devi and Prasad (1998). Amostras de folhas
maceradas (200 mg) foram homogeneizadas em 5,0 mL de tampdo de extracdo
contendo 0,25% de acido tiobarbitirico (TBA) e 10% de acido tricloroacético (TCA) e,
em seguida, fervidas a 95°C por 30min. A mistura de reacdo foi resfriada no gelo e
depois centrifugada em 10.000 rpm por 5 min. A absorbancia foi mensurada em 560 e

600 nm, e os resultados expressos em pmol de MDA por grama de massa fresca.

Microscopia de luz

Para estudos anatomicos, folhas completamente expandidas formadas apds a
aplicacdo dos tratamentos foram coletadas e fixadas em solu¢do de formaldeido 37%,
acido acético glacial e dlcool 50% (5:5:90) por 24 h (Johansen 1940). Amostras da
regido mediana do limbo foliar foram desidratadas em série etilica e embebidas em
resina metacrilato Leica (Gerrits 1991). Seccdes transversais (5,0 pm) foram obtidas ao
micrétomo rotativo semiautomético Leica RM2145 e coradas com Azul de Toluidina
0,05% pH 4,7 (O’Brien et al. 1964). Laminas permanentes foram montadas utilizando
resina sintética como meio de montagem. O laminario foi analisado ao fotomicroscépio
Leica DMR e os resultados foram documentados com auxilio de camera digital Leica
DFC425 acoplada.

Foram realizadas andlises morfométricas ao microscopio de luz com auxilio do
software LAS VS 3.8. Foram mensuradas a espessura da epiderme nas faces adaxial e
abaxial do limbo, espessura da parede periclinal externa das células epidérmicas na face
adaxial do limbo,espessura do mesofilo, espessura do parénquima palicddico e
parénquima esponjoso, drea ocupada por espagos intercelulares no parénquima
esponjoso, distancia entre feixes vasculares de terceira ordem, e densidade de

idioblastos.
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Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para a andlise da superficie do limbo foliar, amostras da regido mediana do
limbo de folhas totalmente expandidas formadas apds a aplica¢do dos tratamentos foram
fixadas em solucdo Karnovsky (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 1% em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,2; tampao fosfato 0,2 M pH 7,2) por 24 horas (Karnovsky 1965).
Posteriormente, foram pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato 0,1 M
pH 7,3 por uma hora e desidratadas em série etilica. As amostras foram secas em ponto
critico (CPD) 020 (Balzer Union) utilizando CO, liquido, coladas em suportes de
aluminio e metalizadas com ouro. As andlises foram realizadas ao microscopio

eletronico de varredura FeiQuanta a 20 kV.

Testes histoquimicos

Para a determinacdao da natureza dos cristais presentes em idioblastos no
mesofilo foliar, amostras de limbo foliar recém-coletadas foram seccionadas a mao com
auxilio de l1aminas de barbear e tratadas com 4cido cloridrico a 10% (Jensen 1962).

Para histolocaliza¢do de espécies reativas de oxigénio (ERO) amostras de limbo
foliar foram mantidas em solugdo de 0,5% de 3,3-diaminobenzidina - DAB (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em tampao fosfato salino pH 7,4 por 60 minutos no
escuro. Para o teste controle, amostras foram mantidas pelo mesmo periodo de tempo
em solucdo de 4cido ascoérbico. A seguir, as amostras foram seccionadas a mao com
auxilio de laminas de barbear e analisadas e os resultados documentados utlizando

fotomicroscopio Leica DMR acoplado a camera digital Leica DFC425.

Absorcao foliar

Na superficie adaxial do limbo de folhas completamente expandidas localizadas
no terceiro nd caulinar abaixo do dpice foi depositada uma gota de 200 uL de Safranina
aquosa a 1%; a solucdo permaneceu na superficie foliar até a completa secagem. A
seguir, as folhas ainda ligadas a planta, foram lavadas com dlcool 90% até a retirada
total do corante da superficie do limbo e depois lavadas em dgua corrente. Apds serem
destacadas das plantas, sec¢Oes transversais da regido tratada foram realizadas com
auxilio de laminas de barbear (Milanez and Machado 2008 - adaptado). As seccodes
foram montadas entre lamina e laminula utilizando dgua e analisadas ao microscopio
confocal de varredura a laser TCS SP5 Leica, com excitagcdo em 514nm e deteccdo entre

559 — 605 nm.
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Analise de molhabilidade

Diferentes testes de molhabilidade foram realizados utilizando dgua deionizada,
com pH 6,5 e temperatura de 18,9°C: a) dgua deionizada; b) dgua deionizada +
adjuvante; c) dgua deionizada + IMI + adjuvante.

Foram utilizadas cinco folhas de cada espécie. Cada folha recém-coletada foi
afixada em placa plana de isopor com auxilio de fita adesiva. Na face adaxial de cada
folha foi depositada uma gota de 5,0 uL (Matos and Rosado 2016) de cada um dos
tratamentos, com auxilio de uma micropipeta. Registros foram obtidos com auxilio de
camera fotogréfica e o angulo de contato entre a gota de 4gua e a superficie foliar foi
calculado com auxilio do software Imagel, versdao 1.53. Para classificacdo das folhas
quanto a molhabilidade foi utilizado critério apresentado por Ferndndez et al. (2021):
folhas molhdveis apresentam angulos de contato entre a gota e a superficie foliar
menores que 90°% nas folhas ndo-molhdveis o angulo de contato entre a gota e a
superficie foliar € maior ou igual a 90°enquanto as folhas onde o angulo de contato
entre a gota e a superficie foliar € maior ou igual a 130° sdao consideradas altamente nao-

molhaveis.

Analises estatisticas

Para cada tratamento, inicialmente foi checada a normalidade dos dados pelo
teste  Anderson-Darling com posterior verificacdo da homocedasticidade
(homogeneidade das varidncias) por meio do teste Hartley. Os dados qualitativos de
fluorescéncia da clorofila a e taxas fotossintéticas foram submetidos a andlise de
variancia, com niveis de significancia de 5% de probabilidade de erro. Quando
significativas, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de
erro. Para as varidveis quantitativas aplicou-se a andlise de regressdo também adotando
5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico R (versdo 4.1.2) e o
RStudio (versdo 2021.09.2 Build 382) como ambiente grafico. Os graficos foram

elaborados no programa SigmaPlot (versao 14.0).

Resultados

Fluorescéncia da clorofila a e analises fisiologicas

Capsicum annuum L.
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Para plantas de C. annuum do grupo controle (F=ndo significativo ‘ns’), foi
observado diminuicdo do quenching fotoquimico (gP) aos 3 dias apds o tratamento
(DAT), aumento aos 10 DAT e queda aos 17 DAT, enquanto plantas tratadas com
imidacloprido (IMI) (F=11,8) foi observado aumento aos 3 e 10 (DAT) e queda aos 17
DAT (Fig. 1A). O quenching nao-fotoquimico (¢gNP) apresentou queda aos 3 DAT e
elevacao aos 10 DAT, tanto em plantas do grupo controle (F=ns) quanto em plantas
tratadas com IMI (F=ns), porém, aos 17 DAT, plantas do grupo controle apresentaram
queda e plantas tratadas com IMI apresentaram ligeiro aumento (Fig. 1B). Para o
rendimento quantico efetivo do PSII (Fv'/Fm’) foi observado o aumento aos 3 DAT, e
queda aos 10 DAT para ambos os tratamentos (F=ns), porém, plantas do grupo controle
continuaram a mostrar queda aos 17 DAT enquanto plantas tratadas com IMI mostraram
estabilizacdo aos 17 DAT (Fig. 1C). O rendimento maximo varidvel do PSII (Fv/Fm)
em ambos os tratamentos apresentou queda aos 3 e 10 DAT e aumento aos 17 DAT (F=
8,23 controle; F=ns IMI) (Fig. 1D).

A assimilacdo de CO; (A) apresentou aumento aos 3 DAT e queda exponencial
aos 10 e 17 DAT em plantas do grupo controle (F=18,2), enquanto as plantas tratadas
com IMI (F=7,2) apresentaram queda linear ao longo de todo o tratamento (Fig. 2A). Ja
na condutancia estomatica (g;), tanto plantas do grupo controle (F=62,3) quanto tratadas
com IMI (F=ns) apresentaram elevagdo aos 3 DAT e queda aos 10 DAT, porém, plantas
do grupo controle continuaram apresentando queda aos 17 DAT, enquanto plantas
tratadas com IMI mostraram estabilizacdo nos valores de g, aos 17 DAT (Fig. 2B). A
concentracdo interna de carbono (Ci) aumentou ao longo de todo o tratamento em
plantas do grupo controle (F=5,98), enquanto plantas tratadas com IMI (F=ns)
apresentaram aumento aos 3 DAT, queda aos 10 DAT e aumento aos 17 DAT (Fig. 2C).
As taxas de transpiragao (E) aumentaram em plantas do grupo controle (F=15,52) aos 3
DAT e apresentaram queda exponencial aos 10 e 17 DAT; plantas tratadas com IMI
(F=17,2) apresentaram elevacdo aos 3 DAT, queda aos 10 DAT e ligeiro aumento aos
17 DAT (Fig. 2D).

A taxa relativa do transporte de elétrons (E7TR) mostrou aumento aos 3 DAT e
queda aos 10 DAT em ambos os tratamentos, porém continuou a cair em plantas do
grupo controle (F=9,3) e se estabilizou em plantas tratadas com IMI (F=ns) aos 17 DAT
(Fig. 3A). A eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) aumentou aos 3 DAT, e
apresentou queda exponencial aos 10 e 17 DAT em plantas do grupo controle (F=40,1),

enquanto plantas tratadas com IMI (F=24,0) diminuiram ao longo do tratamento (Fig.
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3B). A eficiéncia do uso da dgua (EUA) apresentou queda linear em plantas do grupo
controle (F=16,97) ao longo de todo o tratamento, enquanto plantas tratadas com IMI
(F=ns) apresentaram aumento aos 3 DAT, queda aos 10 DAT e estabilizacdo aos 17

DAT (Fig. 3C).

Solanum aethiopicum L.

Para plantas de S. aethiopicum foi observado estabilizagdo do quenching
fotoquimico (gP) ao longo do tratamento para plantas do grupo controle (F=ns),
enquanto plantas tratadas com IMI (F=12,3) apresentaram elevacdo aos 3 e 10 DAT e
queda aos 17 DAT (Fig. 1A). O quenching ndo-fotoquimico (gNP) apresentou aumento
ao longo do tratamento para ambos os tratamentos (F=8,6 controle; F=9,5 IMI) (Fig.
1B). O rendimento quantico efetivo do PSII (Fv’/Fm’) apresentou aumento linear em
plantas do grupo controle (F=7,8) ao longo do tratamento, enquanto plantas tratadas
com IMI (F=ns) apresentaram estabilizacdo aos 3 e 10 DAT e aumento aos 17 DAT
(Fig. 1C). J4 o rendimento quantico maximo varidvel do PSII (Fv/Fm) apresentou queda
aos 3 ¢ 10 DAT e aumento aos 17 DAT em ambos os tratamentos (F=7,34 controle;
F=ns IMI) (Fig. 1D).

Tanto a assimilacdo de CO;, (A) (F=11,3 controle; F=ns) (Fig. 2A) quanto a
condutancia estomdtica (g;) (F=43,2 controle; F=ns) (Fig. 2B) apresentaram aumento
linear em plantas do grupo controle ao longo do tratamento, enquanto plantas tratadas
com IMI apresentaram elevacdo aos 3 DAT, queda aos 10 DAT e elevagao aos 17 DAT.
A concentracdo interna de CO,(Ci) apresentou queda aos 3 DAT e aumento linear aos
10 e 17 DAT em plantas do grupo controle (F=6,16), enquanto plantas tratadas com IMI
(F=ns) apresentaram elevacdo aos 3 DAT, queda aos 10 DAT, e aumento aos 17 DAT
(Fig. 2C). A taxa de transpirag¢do (E) apresentou aumento aos 3 e 10 DAT, e queda aos
17 DAT em plantas do grupo controle (F=19,4), enquanto plantas tratadas com IMI
(F=ns) apresentaram aumento aos 3 DAT, queda aos 10 DAT, e estabilizacdo aos 17
DAT (Fig. 2D).

A taxa relativa do transporte de elétrons (ETR) mostrou aumento linear ao longo
do tratamento em plantas do grupo controle (F=10,3), enquanto plantas tratadas com
IMI (F=12,8) apresentaram elevacdo aos 3 e 10 DAT e queda aos 17 DAT (Fig. 3A). A
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) apresentou aumento aos 3 e 10 DAT e
queda aos 17 DAT plantas do grupo controle (F=12,36), enquanto plantas tratadas com
IMI (F=ns) apresentaram elevacdo aos 3 DAT, queda aos 10 DAT e estabiliza¢do aos 17
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DAT (Fig. 3B). A eficiéncia do uso da dgua (EUA) apresentou queda aos 3 DAT,
estabilizacdo aos 10 DAT e aumento aos 17 DAT em plantas do grupo controle
(F=6,32), enquanto plantas tratadas com IMI (F=ns) apresentaram aumento aos 3 DAT,

queda aos 10 DAT e aumento aos 17 DAT (Fig. 3C).

Analises bioquimicas

Capsicum annuum L.

Com relacdo as andlises bioquimicas ao longo do tratamento, notamos que a
peroxidacao lipidica aumentou em ambos os tratamentos (F=48,2 controle; F=25,4 IMI)
ao longo do experimento (Fig. 4A). A atividade da enzima peroxidase (POD)
apresentou pequena queda em plantas do grupo controle (F=31,17), enquanto plantas
tratadas com IMI (F=15,02) apresentaram queda aos 3 DAT e ligeira queda aos 10 e 17
DAT (Fig. 4B). A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) apresentou
aumento aos 3 e 10 DAT e queda aos 17 DAT em plantas do grupo controle (F=ns),
enquanto plantas tratadas com IMI (F=36,14) apresentaram ligeira elevagdo ao longo de

todo o tratamento (Fig. 4C).

Solanum aethiopicum L.

A peroxidacdo lipidica (POD) diminuiu aos 3 DAT, aumentou aos 10 DAT, e
caiu aos 17 DAT em plantas do grupo controle (F=ns), enquanto plantas tratadas com
IMI (F=7,64) apresentaram queda aos 3 DAT, ligeira quedaaosl0 DAT e ligeiro
aumento aos 17 DAT (Fig. 4A). A atividade da enzima peroxidase (POD) apresentou
queda exponencial em plantas do grupo controle (F=33,9); plantas tratadas com IMI
(F=62,6) também apresentaram diminui¢do da atividade da POD ao longo do tratamento
(Fig. 4B). A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) apresentou aumento
linear ao longo do tratamento em plantas do grupo controle (F=22,3), enquanto plantas
tratadas com IMI (F=31,17) apresentaram ligeiro aumento ao longo do tratamento (Fig.

4C).

Comparacoes entre plantas de Capsicum annuum e Solanum aethiopicum
tratadas com IMI

Ao final do periodo experimental, plantas de S. aethiopicum tratadas com IMI
apresentaram maior eficiéncia fotossintética (Fv’/Fm’) quando comparada com plantas

de C. annuum tratadas com IMI (Fig. 1C); entretanto, ambas as espécies tratadas com
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IMI apés sofrerem uma queda nos valores de rendimento quantico maximo variavel do
PSIl (Fv/Fm) durante o tratamento, mostraram elevacdo dos valores ao final do
experimento (Fig. 1D). As taxas de assimilagcdo (A) e de condutancia estomdtica (g;) de
plantas de C. annuum tratadas com IMI, ao final do periodo experimental, foram
menores em comparagdo com S. aethiopicum (Fig. 2A, B). Plantas de S. aethiopicum
tratadas com IMI mostraram maior concentracdo interna de CO, (Ci) (Fig. 2C) e

maiores taxas de transpiragdo (E) (Fig. 2D) que C. annuum.

Morfologia foliar

a) Superficie foliar

Em vista frontal, as células epidérmicas comuns na face adaxial do limbo de S.
aethiopicum apresentaram contorno levemente sinuoso e eram recobertas por cuticula
lisa tanto em plantas do grupo controle (Fig. 5A) quanto em plantas tratadas com IMI
(Fig. 5B). Estomatos, tricomas tectores e tricomas glandulares foram observados em
ambas as faces do limbo em plantas do grupo controle (Fig. 5A) e em plantas tratadas
com IMI (Fig. 5B). Em seccdo transversal, a epiderme se mostrou unisseriada, com
células com formato variando de arredondado a ligeiramente alongado tangencialmente
na face adaxial do limbo foliar; na face abaxial do limbo, as células epidérmicas comuns
eram menos volumosas e apresentaram formato arredondado a retangular (Fig. 5C, D)
em ambos 0s tratamentos.

A superficie adaxial do limbo foliar de C. annuum, em vista frontal, mostrou
relevo irregular; grupos de células epidérmicas se dispunham em diferentes niveis, tanto
nas plantas do grupo controle (Fig. SE) quanto em plantas tratadas com IMI (Fig. 5F),
formando por¢des levemente mais salientes e porcdes mais profundas na superficie
foliar. A cuticula na face adaxial do limbo foliar apresentou-se delgada e lisa em plantas
do grupo controle (Fig. SE) e em plantas tratadas com IMI (Fig. 5F); leve estriacdo da
cuticula foi observada nas células adjacentes aos estomatos (Fig. SE, F). As folhas eram
anfistomaticas e, em seccao transversal, a epiderme se mostrou unisseriada (Fig. 5G, H).
Na face adaxial do limbo, as células epidérmicas comuns eram volumosas com formato
arredondado a ligeiramente alongado tangencialmente em plantas de ambos os
tratamentos (Fig. 5G, H). Na face abaxial do limbo, as células epidérmicas comuns
eram menos volumosas. Nas sec¢des transversais, foi observada descontinuidade da

epiderme em regides do limbo, o que estd associado ao relevo irregular da superficie
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foliar; nas folhas de plantas tratadas com IMI essas regides de descontinuidade da
epiderme foram mais comumente observadas (Fig. SH).

A espessura da parede periclinal externa na face adaxial do limbo (Fig. 6A) e a
altura das células epidérmicas nas faces adaxial (Fig. 6B) e abaxial (Fig. 6C) do limbo
ndo variou entre individuos do grupo controle e individuos tratados com IMI, em ambas

as espécies.

b) Mesofilo

Ambas as espécies apresentaram mesofilo dorsiventral, tanto em plantas do
grupo controle (Fig. 5C, G) quanto em plantas tratadas com IMI (Fig. 5D, H). Uma
camada de parénquima pali¢adico foi observada subjacente a epiderme na face adaxial
do limbo em ambas as espécies (Fig. 5C, G). Entretanto, em individuos de S.
aethiopicum que receberam aplica¢do de IMI algumas células do parénquima palicadico
apresentaram divisdo periclinal, tornando o parénquima palicddico localmente
bisseriado (Fig. 5D). Nas plantas de C. annuum do grupo controle, as células do
parénquima pali¢ddico apresentaram contorno levemente sinuoso (Fig. 5G); ja nas
plantas tratadas com IMI a sinuosidade das células do parénquima pali¢ddico foi bem
mais evidente (Fig. SH).

O parénquima esponjoso, em plantas do grupo controle e plantas tratadas com
IMI, apresentou de 4 a 5 camadas de células em S. aethiopicum (Fig. 5C, D) e de 3 a 4
camadas de células em C. annuum (Fig. 5G, H). A é4rea ocupada pelos espacos
intercelulares no parénquima esponjoso foi menor em plantas de S. aethiopicum tratadas
com IMI em comparacdo com plantas do grupo controle (Fig. 7A). Por outro lado,
maior drea ocupada pelos espacos intercelulares foi registrada em folhas de individuos
de C. annuum tratados com IMI em comparacdo com folhas de individuos do
tratamento controle (Fig. 7A).

Para ambas as espécies estudadas, a espessura do parénquima palicddico e do
parénquima esponjoso (Fig. 7B, C) e a espessura total do mesofilo (Fig. 7D) foi maior
em plantas que receberam aplicagdo de IMI em comparacdo com plantas do grupo
controle.

Individuos de ambas as espécies pertencentes ao grupo controle e tratados com
IMI apresentaram idioblastos com cristais arenosos no parénquima esponjoso (Fig. 5C,
D, G, H). O resultado do teste com solucdo de 4cido cloridrico a 10% indicou que esses

cristais eram constituidos por oxalato de cdlcio (CaOx). Plantas de S. aethiopicum e C.
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annuum tratadas com IMI apresentaram maior densidade de idioblastos de cristais em

comparacao com plantas do grupo controle (Fig. 7E).

¢) Sistema vascular

Feixes vasculares colaterais ocorreram imersos no mesofilo foliar de ambas as
espécies em ambos os tratamentos (Fig. 5C, D, G, H). Em ambas as espécies a distancia
entre os feixes vasculares de terceira ordem foi menor em folhas de individuos que

receberam a aplicacdo de IMI em comparagao com plantas do grupo controle (Fig. 7F).

Deteccao histoquimica de ERO

Espécies reativas de oxigénio (ERO) foram histoquimicamente detectadas nas
folhas das espécies estudadas em ambos os tratamentos (Fig. 8 A-H). Marcagao foi
produzida em todos os tecidos do limbo foliar, tendo sido observada nas células
epidérmicas comuns, parénquima palicaddico, parénquima esponjoso, floema e xilema
(Fig. 8A-H). Em S. aethiopicum, ERO também foram detectadas nos tricomas tectores
(Fig. 8A-D) e tricomas glandulares (Fig. 8B, D). Em ambas as espécies, plantas tratadas
com IMI (Fig. 8C, D, G, H) apresentam marcacdo mais intensa que plantas do

tratamento controle (Fig. 8A, B, E, F).

Absorcao foliar

O teste de absor¢do foliar mostrou impregnacdo por Safranina na epiderme, nas
células parenquimaticas do mesofilo e nos tecidos vasculares de ambas as espécies (Fig.
9A, B). Em S. aethiopicum marcagdo também foi observada nos tricomas tectores (Fig.

9A).

Molhabilidade

Os testes de molhabilidade apresentaram resultados diferentes quanto ao angulo
médio de deposi¢do da gota em relacdo a superficie foliar. O teste apenas com agua
deionizadas mostrou angulos de 102° em S. aethiopicum e de 86° em C. annuum, sendo
consideradas folhas nao-molhaveis e folhas molhdveis, respectivamente. O teste de
dgua deionizada + adjuvante mostrou angulos de 34° em S. aethiopicum e de 40° em C.
annuum, sendo ambas as folhas, nesse contexto, categorizadas como molhaveis. Por

fim, o teste de dgua deionizadas + IMI + adjuvante mostrou angulos de 42° em S.
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aethiopicum e de 48° em C. annuum, também conferindo a caracteristica de molhaveis

as folhas de ambas as espécies.

Discussao

De modo geral, nossas andlises fisioldgicas mostraram reducdo dos indices de
trocas gasosas em C. annuum ao longo de todo o tratamento, tanto em plantas do grupo
quanto em plantas tratadas com IMI. Porém, os indices da concentracdo interna de
carbono (Ci) aumentaram, mesmo as plantas apresentando baixa condutancia estomatica
(gs), podendo indicar que a funcdo carboxilase da enzima ribulose 1,5-
bifosfatocarboxilase/oxigenase (Rubisco) apresentaria variabilidade, o que acarretaria
em acumulo de CO,, sugerindo que a atividade carboxilase da enzima Rubisco estaria
sendo alterada por algum motivo, provavelmente pela resisténcia da passagem do CO,
para os sitios de acdo dessa enzima (Busch 2020).Ainda, notamos que plantas de C.
annuum e S. aethiopicum tratadas com IMI apresentaram reducdo do quenching
fotoquimico (gP). Isto pode indicar risco de danos ao aparato fotossintético pela
capacidade reduzida de protecdo a este, uma vez que a energia captada niao pode ser
dissipada de maneira satisfatoria (Silva et al. 2016). Tal situa¢do poderia levar ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) causando estresse oxidativo nas
plantas estudadas. Sabe-se que as plantas evoluiram com um sistema antioxidante
complexo atuando para reparar os danos causados pelas ERO (Dar et al. 2015). Os
testes histoquimicos com DAB para histolocalizacdo de ERO produziram marcagdes
mais intensas em plantas tratadas com IMI, em ambas as espécies estudadas. Altas
concentragcdes de ERO podem causar danos moleculares em lipidios, proteinas e DNA
(Juan et al. 2021). Esses danos podem alterar as propriedades das membranas, como a
fluidez, transporte de fons, perda de atividades enziméticas, inibicdo da sintese de
proteinas, podendo ainda, levar a morte celular (Sharma et al. 2012).

A capacidade das plantas de amenizar o estresse oxidativo depende parcialmente
da inducdo da atividade da SOD e, posteriormente, da regulacdo de outras enzimas
antioxidantes derivadas (Alscher et al. 2002). A enzima SOD compreende a primeira
linha de defesa das plantas contra as ERO (Liang et al. 2003). Plantas de S. aethiopicum
e C. annuum tratadas com IMI apresentam menor atividade da enzima SOD em
compara¢cdo com plantas do grupo controle, diferentemente do relatado para outras
espécies vegetais (Dar et al. 2015; Homayoonzadeh et al. 2020), o que pode justificar o

maior acimulo de ERO detectado pelo teste com DAB. Entretanto, mesmo que se
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mantendo inferior ao das plantas controle, os individuos de ambas as espécies tratados
com IMI mostraram aumento na atividade da SOD ao longo do tratamento. Dessa
forma, podemos ainda notar, que a atividade da SOD em plantas de S. aethiopicum
mantém as taxas de peroxidacdo lipidica relativamente estaveis tendo o IMI papel
elicitor, gerando respostas de defesa (Alscher et al. 2002).

A atividade da enzima POD diminuiu em ambas as espécies ao longo do
tratamento, tanto em plantas do grupo controle quanto em plantas tratadas com IMI.
Porém, desde o inicio do tratamento, plantas de C. annuum apresentaram menor
atividade dessa enzima. Sabe-se que a menor atividade de enzimas antioxidantes pode
levar ao aumento da peroxidagdo lipidica, gerando danos nas membranas celulares
(Hernandez et al. 2000). Mesmo apresentando as maiores quedas da atividade da POD,
plantas de S. aethiopicum ndo apresentaram maiores taxas de peroxidacao lipidica. Por
outro lado, plantas de C. annuum mostraram maiores taxas de peroxidacdo lipidica o
que pode ter levado as alteracdes anatdmicas mais pronunciadas aqui registradas.

Ao ser metabolizado pelas plantas, o IMI pode gerar dois metabdlitos principais,
o é4cido 6-chloropyridinyl-3-carboxylic e o é&cido 6-chloro-2-hydroxypyridinyl-3-
carboxylic, sendo ambos os compostos andlogos ao dcido salicilico (Ford et al. 2010), o
que pode induzir a resisténcia sistémica adquirida (Szczepaniec et al. 2013). A aplicacdo
de 4cido salicilico pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como SOD e
POD, reduzindo a peroxidacdo lipidica, protegendo o aparato fotossintético,
melhorando g, e aumentando A em plantas de tomate (Aires et al. 2022). Dessa forma,
podemos notar que as plantas de S. aethiopicum sob efeito de IMI apresentam respostas
semelhantes aquelas tratadas com &cido salicilico, podendo indicar uma possivel acdo
antioxidante deste inseticida nessa espécie. Porém, em plantas de C. annuum tratadas
com IMI, apesar do aumento da concentracdo da enzima SOD, houve aumento dos
indices de peroxidagdo, sugerindo que o aumento na concentragdo dessa enzima tenha
sido insuficiente para deter os processos oxidativos.

As folhas de ambas as espécies aqui estudadas submetidas a aplicagdo de IMI
apresentaram alteracdes anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas em compara¢do com
plantas do grupo controle. Embora o IMI seja amplamente usado nas culturas vegetais,
sabe-se que seus residuos afetam o desenvolvimento normal das plantas (Zhang et al.
2020). Individuos de C. annuum submetidos a aplicacdo de IMI apresentaram alteracdes
mais severas em aspectos fisioldgicos e bioquimicos em comparagdao com individuos de

S. aethiopicum, especialmente no que se refere aos valores de taxa de assimilacdo de
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CO,, condutancia estomdtica, taxa de transpiragdo e eficiéncia instantdnea de
carboxilacdo, além de terem apresentado alteracdes estruturais bastante evidentes
especialmente quanto a maior sinuosidade no contorno das células do parénquima
palicddico e aumento da &area ocupada por espagos intercelulares no parénquima
esponjoso. As alteracdes mais pronunciadas nos aspectos funcionais e estruturais de C.
annuum em resposta a aplicacio do IMI podem estar associadas a sua maior
molhabilidade e provdvel maior absor¢do de IMI. Nossos resultados corroboram os de
Weryszko-Chmielewska and Michalojc (2009) que mencionam que a parede periclinal
externa e cuticula delgadas das células epidérmicas das folhas de C. annuum nao
parecem ser uma barreira para a penetragcdo de substancias aplicadas na superficie foliar.

Em folhas de individuos de C. annuum que receberam aplicacdo de IMI, as
células do mesofilo adquiriram contorno bastante sinuoso, o que pode ter resultado na
maior drea de espacos intercelulares registrada no mesofilo dessas folhas. Assim como
ja verificado para outras espécies vegetais, plantas tratadas com IMI podem apresentar
alteracOes na morfologia das células do mesofilo (Zhang et al. 2020). Considerando que
o IMI pode alterar a formacdo de componentes estruturais em células animais (Gao et
al. 2016), as alteragdes na conformacgao das células do parénquima clorofiliano de C.
annuum podem estar relacionadas a problemas na configuracdo de elementos do
citoesqueleto que sdo essenciais na formacdo e manutencdo da estrutura da parede
celular (Chebli et al. 2021). Entretanto, ndo encontramos estudos sobre o efeito do IMI
no citoesqueleto de células vegetais.

Plantas de ambas as espécies tratadas com IMI apresentaram reducdo da
distancia entre feixes vasculares imersos no mesofilo foliar. Plantas sob efeito de
substancias toxicas, como herbicidas, apresentam reduc¢do na distancia entre feixes
vasculares, o que pode estar associado com a maior translocacdo dessas substancias
dentro do corpo vegetal (Marques et al. 2012). Isso pode ser uma tentativa de
eliminacdo desse composto por promover maior distribui¢do para sitios de degradacdo
da substancia (Rocha 2001).

Em ambas as espécies tratadas com IMI, registramos aumento na espessura do
mesofilo em comparac@o com plantas do grupo controle, sendo que em S. aethiopicum o
parénquima palicadico se tornou localmente bisseriado. O aumento da espessura dos
parénquimas palicddico e esponjoso em plantas sob condi¢cdes de estresse pode
favorecer a manutengao das taxas fotossintéticas por aumentar os locais de assimilagao

e melhorar a difusd@o do CO; nas folhas (Ennajeh et al. 2010). Mudangas na espessura do
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mesofilo tem um impacto significativo na melhora da captura de CO, e difusdo em
situagdes de condutincia estomdtica (g;) reduzida (Vialet-Chabrand et al. 2017;
Toscano et al. 2018).

Plantas tratadas com IMI podem apresentar elevacdo na concentragao de cdlcio e
zinco em folhas devido a ativac@o de diferentes vias metabdlicas (Zhang et al. 2020).
No presente estudo, a concentracao de célcio nos tecidos ndo foi mensurada; entretanto,
considerando os estudos que reportam aumento na concentragdo de cdlcio apds
aplicacdo de IMI (Zhang et al. 2020), € provavel que essa situa¢ao possa ter ocorrido em
plantas de C. annuum e S. aethiopicum. Uma evidéncia de que plantas de C. annuum e
S. aethiopicum apresentaram elevacdo na concentracdo de cdlcio € o aumento da
densidade de idioblastos com cristais de oxalato de cdlcio no mesofilo de plantas que
foram tratadas com IMI. Estudos tem demonstrado que o excesso de cdlcio causa
toxicidade as células e tecidos vegetais e que o excedente desse elemento tende a ser
imobilizado na forma de cristais em diferentes tecidos (Zindler-Frank et al. 2001;
Mazen et al. 2003; Franceschi and Nakata 2005; Smith et al. 2009). Nossos resultados
mostraram que folhas de S. aethiopicum e C. annuum apresentam capacidade de
absor¢do de substancias através de sua superficie. Entretanto, no que se refere a
molhabilidade, observamos diferencgas entre as espécies estudadas. Segundo Ferndndez
et al. (2021) o angulo de contato formado entre gota e superficie pode indicar sua
capacidade de molhamento. Em situacdes em que o angulo de contato entre gota e
superficie € menor que 90°, a superficie é considerada molhdvel (Moia Neto 2006).
Assim, as folhas glabras de C. annuum onde o angulo de contato entre gota e superficie
foliar foi de 86° podem ser consideradas molhdveis, enquanto as folhas pilosas de S.
aethiopicum que apresentaram angulo de contato entre gota e superficie maior que 90°
apresentariam superficie com maior hidrofibicidade. Sabe-se que as caracteristicas
estruturais da superficie foliar podem interferir na taxa de molhabilidade das folhas e
atuar na absorc¢@o ou repeléncia de liquidos (Alves 2017; Schreel et al.2020), sendo que
a atracdo pela dgua precisa ser maior que sua tensdo superficial para uma boa
molhabilidade (Lo and Hopkinson 1995; Moia Neto 2006). Nossos dados mostram que
as folhas de C. annuum apresentam estriacdes da cuticula e superficie com relevo
irregular passiveis de acimulo de substancias liquidas, enquanto a superficie foliar de S.
aethiopicum se apresenta mais regular e lisa. Tais caracteristicas podem colaborar com a
maior molhabilidade de C. annuum. Além disso, as folhas de S. aethiopicum apresentam

diferentes morfotipos de tricomas tectores e glandulares que podem interferir na tensao
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superficial do liquido na superficie foliar e consequentemente na molhabilidade dessa
espécie. Estudos em andamento (Nicolai and Rodrigues in prep) tem mostrado por meio
de testes histoquimicos que o corpo e os bragos dos tricomas tectores nas folhas de S.
aethiopicum sao formados por células com paredes lignificadas, o que poderia interferir
na molhabilidade dessa espécie e dificultar a absorcdo de substancias hidrofilicas, tais
como o IMI, pela superficie foliar.

O emprego de adjuvantes em associacdo com defensivos quimicos melhora o
desempenho das substancias pulverizadas, apresentando agdes como tamponantes,
dispersantes, emulsificantes, molhantes, adesivos e espalhantes (Oliveira, 2011). Essa
ultima. Dessa forma observamos através dos testes de molhabilidade em conjunto com o
adjuvante, que mesmo que as folhas de S. aethiopicum, espécie queapresentou
propriedades que as caracterizou como nao-molhavel, a acdo do adjuvante a tornou
molhével, fazendo com que a gota se espalhasse pela superficie foliar. Adjuvantes
surfatantes, como o utilizado no experimento, facilitam o espalhamento da gota sobre a
folha, pois diminui o angulo de contato da gota com a superficie foliar, fazendo com
que percam a conformagao esférica (Singh and Mack 1993).

Em sintese, nossos resultados indicam que o IMI pode causar alteracdes em
aspectos estruturais, fisioldgicos e bioquimicos em S. aethiopicum e C. annuum, assim
como observado para outras espécies vegetais (Gonias et al. 2008; Dar et al. 2015;
Homayoonzadeh et al. 2020; Zhang et al. 2020; Shahid et al. 2021; Zhang et al. 2022).
Assim, independentemente do grau de molhabilidade, parece haver penetragao foliar de
IMI suficiente para causar alteracdes estruturais e funcionais em ambas as espécies.
Entretanto, nossos resultados indicam que as folhas glabras de C. annuum parecem ser
mais susceptiveis a acdo do IMI, uma vez que alteracdes funcionais e estruturais mais
intensas foram observadas nessa espécie em comparagdo com S. aethiopicum que possui
folhas pilosas. E importante refor¢ar que ambas as espécies estudadas possuem folhas
anfistomdticas com células epidérmicas revestidas por cuticula lisa e delgada.
Entretanto, diferencas na micromorfologia da superficie foliar foram observadas, o que
pode justificar as diferencgas nas condi¢des de molhabilidade entre as espécies. Enquanto
S. aethiopicum apresenta abundancia de tricomas tectores constituidos por células com
paredes lignificadas, C. annuum apresenta superficie foliar com relevo irregular
formando depressdes onde substancias liquidas poderiam se acumular favorecendo a
absor¢do foliar. Assim, embora a presenga/auséncia de tricomas pareca ser um dos

fatores interferindo na molhabilidade foliar das espécies estudadas, outros aspectos
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morfolégicos parecem interferir de forma efetiva nas condi¢des de absor¢do pela
superficie foliar, como a prépria constituicdo dos apéndices epidérmicos e o relevo da
superficie foliar. Estudos envolvendo um maior nimero de espécies vegetais
filogeneticamente relacionadas sdo necessarios para entender o papel dos tricomas na

absor¢do de substancias pela superficie foliar.
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Figura 1. Representacdo grifica do efeito do imidacloprido (IMI) na fluorescéncia da

clorofila a em plantas de Solanum aethiopicum e Capsicum annuum ao longo do

periodo experimental. gP: quenching fotoquimico; gNP: quenching nao-fotoquimico;

Fv’/Fm’: rendimento quantico efetivo do PSII; Fv/Fm: rendimento quantico maximo

variavel do PSII.
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Figura 2. Representacdo grafica do efeito do imidacloprido (IMI) nos indices de trocas
gasosas de plantas de Solanum aethiopicum e Capsicum annuum ao longo do periodo
experimental. A: taxa de assimilagdo de CO,; g,: condutincia estomadtica; Ci:
concentracdo interna de CO,; E: taxa de transpiracdo. A/Ci: eficiéncia instantanea de

carboxilagdo.
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Figura 3: Representacao grafica do efeito do imidacloprido (IMI) nos indices de trocas

gasosas de plantas de Solanum aethiopicum e Capsicum annuum ao longo do periodo

experimental. ETR: taxa relativa do transporte de elétrons; A/Ci: eficiéncia instantanea

de carboxilacdo; WUE: Eficiéncia do uso da dgua.
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Figura 4. Representacdo griafica do efeito do imidacloprido (IMI) na atividade da

peroxidacao lipidica (A), e das enzimas oxidativas peroxidase (POD) (B) e superéxido

dismutase (SOD) (C), em plantas de Solanum aethiopicum e Capsicum annuum ao

longo do periodo experimental.
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Figura 5. Eletronmicrografias de varredura da face adaxial (A, B, E, F) e
fotomicrografias de seccdes transversais (C, D, G, H) do limbo foliar de Solanum
aethiopicum (A-D) e Capsicum annuum (E-H). Plantas controle (A, C, E, G). Plantas
tratadas com imidacloprido (B, D, F, H). st: estomato; id: idioblasto; gt: tricoma
glandular; ngt: tricoma tector; setas finas: divisdo periclinal; setas grossas:
descontinuidade da epiderme na secc¢do transversal causada pela irregularidade do

relevo na superficie foliar. Barras: 150um (A, B, E, F); 100um (C, D, G, H).
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Figura 6: Dados morfométricos de plantas de Solanum aethiopicum e Capsicum
annuum tratadas com imidacloprido (IMI) e plantas do grupo controle. Letras
mindsculas indicam comparacdo entre tratamentos e letras maitsculas indicam
comparacao entre espécies. Letras diferentes indicam diferencgas significativas de acordo

com o teste de Tukey.
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Figura 7. Dados morfométricos de plantas de Solanum aethiopicum e Capsicum
annuum tratadas com imidacloprido (IMI) e plantas do grupo controle. Letras
mindsculas indicam comparacdo entre tratamentos e letras maitsculas indicam
comparagdo entre espécies. Letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo

com o teste de Tukey.
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Figura 8. Fotomicrografias de seccdes transversais de folhas de Solanum aethiopicum
(A- D) e Capsicum annuum (E- H) tratadas com DAB para deteccdo de espécies
reativas de oxigénio. Plantas do grupo controle (A, B, E, F). Plantas tratadas com
imidacloprido (C, D, G, H). ep: epiderme; sp: parénquima esponjoso; pp: parénquima
palicadico; gt: tricomas glandulares; ngt: tricomas tectores. Barras: 250um (A, C, G);

100pm (B, D, E, F, H).
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Figura 9. Fotomicrografias em microscépio confocal de folhas de Solanum aethiopicum
(A) e Capsicum annuum (B). A, B: Folhas tratadas com Safranina aquosa a 1%. ep:
epiderme; vb: feixe vascular; sp: parénquima esponjoso; pp: parénquima pali¢adico;

ngt: tricoma tector. Barras: 50um.
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Consideracoes finais

- A aplicagdao foliar do imidacloprido (IMI), um inseticida da classe dos
neonicotindides dos mais utilizados em lavouras do Brasil, pode causar alteragdes em
aspectos estruturais, fisiolégicos e bioquimicos em folhas de S. aethiopicum e C.
annuum.

- Embora ambas as espécies apresentem capacidade de absorcao foliar conforme
demonstrado pelo teste com Safranina, C. annuum apresentou folhas molhédveis segundo
teste realizado.

- Folhas de S. aethiopicum se mostraram nao-molhdveis o que parece ter relacao
com a presenca de tricomas tectores com células com paredes lignificadas e, portanto,
com propriedades hidrofébicas.

- A molhabilidade das folhas de C. annuum pode estar relacionada a auséncia de
tricomas ou outros apéndices com células com propriedades hidrofébicas e a ocorréncia
de relevo irregular na superficie foliar que permite o acimulo de substancias liquidas.
Esses aspectos poderiam levar a maior absor¢do de substincias liquidas hidrofilicas
como o IML

- Alteragdes em aspectos anatémicos e funcionais foram observadas em plantas
de ambas as espécies estudadas tratadas com IMI, porém, alteracdes mais pronunciadas
foram observadas em C. annuum, especialmente no que se refere as taxas de assimilagao
de CO2, condutdncia estomadtica, taxa de transpiracdo e eficiéncia instantinea de
carboxilacdo. Plantas de C. annuum tratadas com IMI também apresentaram alteracoes
estruturais bastante evidentes como a maior sinuosidade no contorno das células do
parénquima pali¢ddico

- No presente estudo, a presenca/auséncia de tricomas parece ser um dos fatores
interferindo na molhabilidade foliar das espécies estudadas e consequente absorcdo de
substancias hidrofilicas como o IMI. Entretanto, outros aspectos morfolégicos da
superficie foliar, como a irregularidade do relevo, também parecem ter o potencial de
interferir na maior ou menor absor¢do de tais substincias.

- Estudos envolvendo um maior nimero de espécies vegetais filogeneticamente
relacionadas sdo necessarios para entender o papel da presenca/auséncia dos tricomas na

/absorcdo de substancias pela superficie foliar.



