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Resumo

Objetivou-se caracterizar anatomicamente a espécie Lolium multiflorum, bem como a comparagédo da
mesma entre quatro biétipos dessa espécie com distinta sensibilidade ao herbicida glifosato, sendo um
bétipo sensivel (B1S) e trés bidtipos resistentes (B2R, B3R e B4R), a fim de colaborar para o
entendimento do mecanismo que confere resisténcia do azevém a esse herbicida. As analises foram
feitas a partir de secgbes transversais e longitudinais dos érgaos vegetativos de plantas no estadio de
afilhamento. Anatomicamente, o azevém caracterizou-se por apresentar grande quantidade de
estdbmatos, assim como de células buliformes. O mesdfilo apresentou parénquima paligadico
uniestratificado e parénquima clorofiliano com células bastante compactadas, e feixes vasculares de
grande, médio e pequeno porte, tendo a endoderme bastante lignificada. As raizes apresentaram grande
quantidade de pélos absorventes e sua anatomia com padrao poliarca. Comparativamente, nao ocorrem
diferencas morfoldgicas evidentes que possam ser usadas para diferir bidtipos sensiveis de resistentes,
no entanto, nota-se que biodtipos resistentes, especialmente B3R e B4R, apresentaram maior densidade
estomatica frente as demais. Ainda, os bidtipos resistentes apresentaram seu mesofilo com maior
espaco intercelular, assim como, menor quantidade de floema em relagdo ao xilema, o que por suas
fungdes na planta, podem colaborar para a menor sensibilidade ao herbicida.
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Abstract

The aim of the experiment was to characterize anatomacally the species ryegrass (Lolium multiflorum
Lam) and to compare it among four biotypes of this species with distinct sensitivity to glyphosate
herbicide where one biotype was sensitive (B1S) and three were biotypes were resistant (B2R, B3R and
B4R) helping to understand the mechanism that checks the ryegrass resistant to this herbicide. The
analyses were made from transverse and longitudinal sections of vegetative organs of plants in the
tillering stage. Anatomically, the ryegrass was characterized by showing big quantity of stomas as well
buliform cells. The mesophyll showed a pale unistratified parenchyma and chlorophyllaceous
parenchyma with cells so solid and vascular cluster with large, medium and small size, and they had the
endoderm a lot of lignified. The roots showed a big quantity of absorbing hair and their anatomy with
polyarchy standard. In comparison, don’t occur morphological differences that can be used for differ
sensitive and resistant biotypes, however, it’s possible to notice that resistant biotypes specially B3R and
B4R showed higher stomatic density facing to the others. Resistant biotypes still showed their mesophylls
with large intercellular space as well less quantity of phloem relating to xylem, which their functions in the
plant, may contribute to the lower sensitivity to the herbicide.
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Introdugéao

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) € uma podcea anual hibernal, amplamente encontrada no
Rio Grande do Sul, sendo principalmente utilizada como forrageira para alimentacdo do rebanho no
inverno e como cobertura do solo em pomares e em lavouras no sistema de semeadura direta. O manejo

dessa espécie vem sendo feito ha muitos anos, quase que exclusivamente, com a utilizagdo de produtos
quimicos, principalmente o herbicida glifosato.
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O uso repetido de glifosato deve-se, principalmente, ao fato de que esse produto apresenta alta
eficiéncia e custo relativamente baixo (VARGAS et al, 2005). Nos ultimos anos, os produtores
observaram dificuldade para controlar o azevém com o herbicida glifosato (ROMAN et al., 2004). O uso
indiscriminado de herbicidas propiciou o desenvolvimento de muitos casos de resisténcia a tais
compostos por diversas espécies daninhas (BURNSIDE, 1992), incluindo para o estado do Rio Grande
do Sul o0 azevém.

A eficacia do glifosato é dependente de processos como a retengdo da molécula na superficie
foliar, a penetragao foliar, a translocacédo na planta até o sitio de agao e a inibicdo da enzima-alvo, a 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPs), onde o produto vai exercer sua atividade herbicida
(KIRKWOOD & McKAY, 1994; SATICHIVI et al., 2000). A translocagéo representa processo essencial
para a eficacia do herbicida (WANAMARTA & PENNER, 1989; SATICHIVI et al., 2000), e assim,
qualquer impedimento pode resultar em grandes prejuizos na eficiéncia de controle da espécie alvo.

O glifosato se movimenta no floema seguindo a rota dos produtos da fotossintese, das folhas
fotossinteticamente ativas em diregdo as partes das plantas em crescimento, para manutengao do
metabolismo e/ou formagado de produto de reserva, das raizes, dos tubérculos, das folhas jovens e de
zonas meristematicas (HETHERINGTON et al.,, 1998). Dessa forma, a absorgéo, a translocagéo e o
metabolismo do herbicida podem afetar a sensibilidade da planta, pois este precisa atingir o sitio de acao
numa concentracdo adequada (FERREIRA et al. 2006).

Ferreira et al. (2006) constataram que nao ocorre diferenca significativa entre plantas de azevém
de bidtipos resistentes e sensiveis quanto a absorgéo de glifosato. Segundo os mesmos autores, o que
tem ocorrido é maior retencdo do herbicida nas folhas em bidtipos resistentes, enquanto que nos bidtipos
sensiveis, grande parte do herbicida aplicado na parte aérea é translocado para as raizes.

Considerando os aspectos mencionados, realizou-se a descricdo anatdmica dos 6rgaos
vegetativos da espécie com o objetivo de identificar caracteristicas diferenciais entre bi6tipos sensiveis e
resistentes a agcdo do herbicida glifosato, a fim de verificar uma possivel alteragcdo com efeito na
translocagao e, consequientemente na sensibilidade ao herbicida.

Material e Métodos

O material vegetal utilizado nesse trabalho foi semeado no més de maio de 2008 e cultivado em
casa-de-vegetagdo construida com cobertura plastica transparente e com as paredes de tela do tipo
clarite, na Universidade de Passo Fundo. As andlises anatdbmicas foram realizadas no Laboratdrio
Multidisciplinar Vegetal (MULTIVEG) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Passo
Fundo (ICB/UPF), no periodo de setembro a dezembro de 2008.

As sementes de azevém utilizadas no experimento passaram por um teste preliminar de modo a
comprovar a sua sensibilidade ou resisténcia ao herbicida glifosato, tendo sido assim classificadas como:
B1S = bidtipo sensivel e B2R, B3R e B4R = bidtipos resistentes.

Quando as plantas estavam na fase de afilhamento, cerca de 50 dias apds a emergéncia das
mesmas, foram coletadas e levadas ao laboratério para a lavagem e separagao da parte aérea e raizes.
Apbs a lavagem, as plantas foram imediatamente fixadas em Formol Acido Acético (FAA) 50, onde
permaneceram por 48 horas. Apos a fixagao, o material foi estocado imerso em etanol 70°GL.

Foram utilizadas folhas completamente expandidas, da parte mediana da planta, e as raizes
mais desenvolvidas. As secgdes histologicas foram feitas manualmente com I&minas de barbear.

As seccdes selecionadas foram clarificadas em hipoclorito de sédio na concentragéo 20%, para
que o material perdesse toda a sua coloragao natural. Apos, o material foi lavado em agua acidulada e
destilada. A coloragéo das secgdes foi feita com os corantes fucsina basica e azul de Astra ou Alcian.

Apos a coloracdo, o material foi colocado em glicerina 50% e mantido nesse meio “overnight”.
Depois, foi montado em laminas usando glicerina 50% como meio de montagem. Para a vedagéo entre
[&mina e laminula utilizou-se esmalte de unha incolor.

Para a andlise da superficie epidérmica selecionou-se folhas antes de serem fixadas, para
realizar impressdes foliares. Aplicou-se uma fina camada de esmalte de unha incolor, apds secar foi
retirado da folha com auxilio de fita adesiva transparente e entao afixado em laminas histolégicas.

As analises histolégicas foram feitas utilizando-se um microscépio 6ptico (Olympus®, modelo
CX31) e a documentagcao fotografica com uma camara digital (Sony®, modelo DSC-W50). As fotos foram
analisadas, sem edicdo digital, e descritas de acordo com a nomenclatura histolégica atual.
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Resultados e Discussao

As folhas de azevém em vista frontal evidenciaram padréao anfiestomatico, ou seja, presenca de
estdbmatos tanto na face adaxial como abaxial da folha (Figura 1). Os estématos apresentam a forma de
alteres, organizados em fileiras que se intercalam com fileiras sem estématos, onde eventualmente
encontram-se tricomas. Segundo Cutter (1987), a disposicdo sequencial dos estdmatos em fileiras
longitudinais é uma caracteristica das poaceaes devido a atividade do meristema intercalar basal.

Os estbmatos, que tem por fungdo realizar as trocas gasosas da planta (APPEZZATO-DA-
GLORIA & CARMELO-GUERREIRO, 2004) tém sua presenca e distribuigdo muito variavel nas folhas em
funcdo do ambiente em que a planta vive. O nimero de estdmatos por unidade de area assim como o
nivel posicional das células-guarda com respeito as outras, sédo tao variaveis que possuem pouco valor
taxondmico (ESAU, 1993). Tais variacdes ocorrem tanto entre plantas, como na prépria planta.

A epiderme é o tecido mais externo dos 6rgéos vegetais, e sua fungdo primordial é revestir os
demais tecidos, impedindo a agdo de choques mecéanicos e a invasao de agentes patogénicos, além de
restringir a perda de agua (APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELO-GUERREIRO, 2004), sendo um
tecido com ampla possibilidade de variagdo na sua forma, em funcdo do ambiente em que se encontra.
Em secgéo transversal as células epidérmicas de azevém, tanto o bidtipo sensivel como os bidtipos
resistentes, apresentam-se com paredes periclinais biconvexas, proporcionando maior capacidade de
aproveitamento da luz incidente na Iamina foliar (Figura 2).

A face adaxial apresenta ao longo de sua extensdo sulcos, onde se localizam as células
buliformes, e, ao lado delas, ocorrem os estdmatos (Figura 2). Raven et al. (2001) classifica as células
buliformes, de ocorréncia em fileiras longitudinais, como participantes do mecanismo de enrolamento e
desenrolamento das folhas em resposta as mudangas de potencial hidrico. A quantidade de células
buliformes em cada sulco é variavel, inclusive numa mesma folha, ocorrendo geralmente de 4 a 6
células. A parte elevada desses sulcos apresenta feixes de fibras os quais pertencem a extensado da
bainha de feixe. Junto a esses feixes de fibras ocorre a presenca de tricomas, em forma de agulha,
embora n&o seja uma regra para todos os feixes.

O mesofilo apresentou parénquima clorofiliano com espacgos intercelulares variados entre os
biétipos, assim como parénquima paligadico uniestratificado compactado na face abaxial da folha (Figura
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50 pm 1 D 50 ym
Figura 2 — Seccao transversal da folha de L. multiflorum. A — B1S; B — B2R; C — B3R; D — B4R. Ab = epiderme

abaxial; Ad = epiderme adaxial; Cb = células buliformes; Es = estdmatos; Pcl = parénquima
clorofiliano; Tr = tricoma; X = xilema; e F = floema. UPF, 2008.

Verifica-se que, na comparacao entre as secgdes anatbmicas, o bidtipo sensivel (Figura 2A)
apresentou as células do mesdfilo mais compactadas, dessa forma ocorrendo menor espaco intercelular,
na comparagdo com o bidtipo resistente (Figura 2B), e em consequéncia dessa compactagdo, menor
quantidade de CO, circulante para ser utilizado na fotossintese. Ressalta-se ainda que a existéncia de
gases no mesofilo exerce presséo no interior da [amina foliar, dificultando a passagem da agua, e nesse
caso o glifosato, de uma célula para outra, haja vista que a literatura cita a translocagdo do glifosato
tanto via apoplasto como simplasto.

Diferem ainda pelo fato de ocorrer maior propor¢do de floema em relagao ao xilema no biétipo
sensivel comparado ao bidtipo resistente. Como ja mencionado, o herbicida glifosato se movimenta na
planta seguindo a rota dos fotoassimilados pelo floema, e assim, quanto maior a quantidade de floema,
maior a possibilidade de translocagdo do herbicida da folha que recebeu o produto para as demais
partes da planta.

Essa menor quantidade de vasos de floema também afetara a translocacdo da producéao
fotossintética da planta, no entanto, o azevém ndo necessita de grandes quantidades de fotoassimilados
para seu desenvolvimento, haja vista que ndo produz frutos grandes (dreno) que demandem grande
quantidade desses produtos sintetizados pela fotossintese. Desse modo esses metabdlitos
permanecerdo na parte aérea, garantindo grande alocacdo de matéria seca, nessa parte da plantas.

As raizes de azevém constituem um sistema fasciculado que, segundo Esau (1993) a primeira
raiz vive apenas um curto periodo de tempo, e o sistema radical é formado por raizes adventicias
originadas no caule. Caracterizam-se externamente, especialmente por apresentar grande quantidade de
pélos absorventes (Figura 3). Anatomicamente, verifica-se que a organizacdo do xilema e floema nas
raizes é de padrdo poliarca, ndo ocorrendo diferencas entre o bidtipo sensivel e os bibtipos resistentes
(Figura 4).

A anatomia radical de azevém (Figura 4) segue o padrdo das demais espécies da familia
Poaceae, ou seja, uma camada simples de células compondo a epiderme, e nessa epiderme a presenca
de grande quantidade de pélos absorventes. Internamente a epiderme encontra-se o parénquima
cortical, que contém também a presenga de aerénquima. Antecedendo a parte central da raiz, local onde
se encontram os feixes vasculares e a medula, ha uma camada de células denominada endoderme, que
é caracterizada pelo seu “espessamento em U”, e mais internamente o periciclo.

> 1
Figura 3 — Secgao longitudinal da raiz de L. multifliorum. UPF, 2008.
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Figura 4 — Secgao transversal da raiz de L. multiflorum. A — biétipo sensivel; B — biétipo resistente. Pa = pélo
absorvente; Ep = epiderme; Pc = parénquima cortical; Ar = aerénquima; En = endoderme; P =
periciclo; Px = protoxilema; Mx = metaxilema; e Fl = floema. UPF, 2008.

Comparativamente, nota-se que ndo ocorrem diferengas que possam conferir alguma vantagem
de um bidtipo em comparagédo ao outro. O bidtipo resistente (Figura 4B) apresenta quatro vasos de
metaxilema, ao passo que o biodtipo sensivel (Figura 4A) apenas trés, porém de didmetro maior. Quanto
ao aerénquima, estrutura com especial fungdo em plantas aquaticas, a maior quantidade dessas em
plantas do biétipo sensivel em relagédo ao resistente nao resultam em efeitos que interfiram na eficiéncia
do herbicida, uma vez que o herbicida glifosato ndo € absorvido pelas raizes, e sim advém da parte
aeérea via floema.

De acordo com as observagbes anatOmicas realizadas, ndo ocorrem diferengas morfolégicas
claras que possam ser usadas para diferenciar o biétipo sensivel dos biétipos resistentes. No entanto,
verificou-se maior quantidade de espacos intercelulares no mesdfilo, e menor quantidade de floema em
relagdo ao xilema no biotipo resistente comparativamente ao biétipo sensivel, que pelas suas fungdes na
planta podem colaborar para a menor sensibilidade de alguns biétipos.
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