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RESUMO - A anatomia da folha, de colmo e do rizoma de Digitaria insularis foi investigada,
visando identificar caracteristicas que possam estar relacionadas a sua tolerancia ao
glyphosate. Sementes e rizomas de plantas adultas foram coletadas em campo, em area de
plantio direto, onde o herbicida glyphosate vem sendo utilizado repetidamente ha varios
anos. As plantas provenientes dessas sementes e desses rizomas foram cultivadas em
vasos com capacidade de 3 L, contendo solo de textura média, em casa de vegetacao. Quan-
do as plantas atingiram o estadio fenologico de pré-florescimento, foram coletadas trés
folhas totalmente expandidas por planta, entre o terceiro e o quinto né. Simultaneamente,
coletaram-se fragmentos dos rizomas e os entrenos recobertos pelas bainhas das folhas
amostradas. As amostras foram fixadas em FAA_, e estocadas em etanol, para obtencao de
cortes histologicos e montagem das laminas, conforme metodologia usual. Para obtencao
do indice estomatico e da densidade estomatica nas superficies da epiderme, amostras das
folhas foram diafanizadas, conforme método utilizado usualmente. Verificou-se que plan-
tas provenientes de rizomas apresentavam maior indice estomatico e maior numero de
estomatos por mm?, maior espessura na epiderme das faces adaxial e abaxial e maior es-
pessura da lamina foliar. Foi observada coloracao intensa nos rizomas submetidos ao Lugol,
indicando presenca de grande quantidade de amido, independentemente da origem do ma-
terial.

Palavras-chave: capim-amargoso, anatomia, glyphosate, amido.

ABSTRACT - The anatomy of the leaf, stem and rhizome of Digitaria insularis was studied,
evaluating characteristics that could be related to its tolerance to glyphosate. Seeds and rhizomes
of adult plants were collected in the field, area of no-till system, where the herbicide glyphosate
had been repeatedly used for several years. The plants derived from these seeds and rhizomes
were cultivated in 0.003 m’ vases, containing soil, under a greenhouse conditions. When the
plants reached the preflowering stage, three totally expanded leaves were collected per plant,
between the third and fifth nodes. Fragments of the internodes covered by the sheaths of the
sampled leaves were collected together with the rhizomes. The samples were fixed in FAA,, and
embedded in ethanol to obtain histological sections and mount the slider, according to the method-
ology. Leaf samples were diaphanized, following the usual methodology, to obtain the stomatal
index and stomatal density at the epidermal surfaces. Plants derived from rhizomes had higher
stomatal index and larger number of stomata per mm?, thicker adaxial and abaxial epidermis faces
and thicker leaf lamina. The intense coloration in the rhizomes treated with lugol indicated the
presence of a great amount of starch, regardless of the origin of the material.
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INTRODUCAO

O capim-amargoso (Digitaria insularis) é
uma espécie nativa de regides tropicais e sub-
tropicais da Ameérica, onde é freqlientemente
encontrada em pastagens, lavouras de café,
pomares, beira de estradas e terrenos baldios.
No sistema de plantio direto de cereais, essa
espécie vem se transformando em uma das
mais importantes infestantes, formando tou-
ceiras e florescendo praticamente durante todo
o verao (Lorenzi, 2000). Propaga-se facilmente
por sementes e por rizomas (Kissmann & Groth,
1997; Lorenzi, 2000).

Em lavouras onde ha presenca de
D. insularis e o herbicida glyphosate vem sendo
aplicado repetidamente, observa-se que o seu
controle tem sido ineficiente (Machado, 2006).
Acredita-se que os rizomas formados pelas plan-
tas sejam ricos em amido, constituindo uma
barreira para translocacdo do herbicida e fonte
de reserva, permitindo rapida rebrota das plan-
tas tratadas. Tuffi Santos et al. (2004), estu-
dando plantas da familia Commelinaceae, veri-
ficaram que a tolerancia ao herbicida glyphosate
foi maior em Commelina diffusa quando compa-
rada a C. benghalensis, devido a maior quanti-
dade de amido encontrada no caule.

As diferencas na suscetibilidade de espéci-
es de plantas daninhas a herbicidas tém sido
atribuidas ao estadio de desenvolvimento da
planta, a diferenca na morfologia (area e forma
do limbo, angulos ou orientacao das folhas em
relacdo ao jato de pulverizacao), a anatomia
foliar (presenca de estomatos e pélos, espessu-
ra e composicao da camada cuticular) e as dife-
rencas na absorcao, translocacdo, comparti-
mentalizacdo e no metabolismo da molécula
herbicida (Dall‘Armellina & Zimdahl, 1989;
Westwood et al., 1997; Vargas et al., 1999; Tuffi
Santos et al., 2004).

Diferencas na absorcao, na translocacao
e no metabolismo até 72 horas apos aplicacao
do glyphosate em Amaranthus hybridus,
Ipomoea grandifolia e Commelina benghalensis
foram estudadas por Monqueiro et al. (2004).
A. hybridus apresentou 90% de absorcao, com
taxa de translocacao de 25%, e a maior parte
do herbicida permaneceu na folha. I. grandifolia
apresentou 80% de absorcao, com 68,5% pre-
sente na folha tratada e 11,5% do herbicida
translocado. C. benghalensis apresentou 66%
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absorvidos, com 26,3% do herbicida transloca-
do, com indicacoes da auséncia de barreiras
quanto a translocacao, e 40,8% do herbicida
foi metabolizado. Os provaveis mecanismos de
tolerancia desta espécie ao glyphosate se deve-
ram a absorcao e ao metabolismo diferencial.

Apesar da importancia do capim-amargoso
como planta daninha, ha caréncia de estudos
sobre sua biologia, correlacionados ao manejo
com herbicidas. Assim, objetivou-se neste tra-
balho descrever a anatomia de Digitaria insularis,
identificando caracteristicas que possam estar
relacionadas com sua tolerancia ao glypho-
sate.

MATERIAL E METODOS

Sementes e rizomas de plantas adultas de
Digitaria insularis foram coletados a campo, em
area de plantio direto, onde o herbicida glypho-
sate vem sendo usado repetidamente no ma-
nejo das plantas daninhas. Plantas provenien-
tes dessas sementes e desses rizomas foram
cultivadas em vasos, com capacidade de 3 L
de solo de textura média, em casa de vegeta-
cao, de forma que se obtivesse uma planta por
vaso, em um total de trés vasos por material
propagativo (sementes e rizomas). A irrigacao
foirealizada diariamente, visando evitar possi-
vel estresse hidrico ou excesso de umidade, e
a adubacao, feita semanalmente, com 0,2 g do
fertilizante NPK, na proporcao de 15-15-20, di-
luido em 100 mL de agua por vaso.

Quando as plantas se apresentavam no es-
tadio fenologico de pré-florescimento, foram co-
letadas, de cada uma, trés folhas totalmente
expandidas, entre o terceiro e o quinto né. Fo-
ram coletados simultaneamente fragmentos
dos entrenos recobertos pelas bainhas das fo-
lhas amostradas e rizomas. Das bainhas foram
coletadas amostras das regides proximal, me-
diana e distal. As folhas, bainhas, colmos e rizo-
mas foram imediatamente fixados em FAA_,
por 24 horas (Johansen, 1940), dentro de fras-
cos, sendo colocados em dessecador submetido
avacuo. Apos a fixacido, o material foi estocado
em etanol 70%.

Para confeccdao do laminario, foram reti-
radas trés amostras de aproximadamente
100 mm? da bainha (regidoes proximal, media-
na e distal), uma amostra da regido mediana
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do limbo foliar e amostras dos colmos e rizo-
mas das plantas.

Amostras do material fixado foram desidra-
tadas em série etilica-butilica, incluidas em
parafina histologica e emblocadas em mistura
de parafina histologica e cera na proporcao de
8:1 v/v. Foram obtidas seccoes transversais
de 13 pm de espessura em microtomo rotativo
de avanco automatico (RM 2155 — Leica Micro-
systems Inc., Deerfield, USA). Apos a desparafi-
nizacao, os cortes foram corados com fuccina
basica e azul-de-astra (Gerlach, 1984) e as
laminas, montadas com resina sintética
(Permount).

Nas analises quantitativas foi utilizado o
software Image-Pro Plus. Foram selecionadas
nove laminas de cada planta, e em cada lamina
foram avaliados cinco campos e realizadas trés
medicoes para cada campo, sendo consideradas
como repeticao as laminas, em um total de 27
repeticoes. Os parametros avaliados foram: es-
pessuras da lamina foliar, da epiderme da face
adaxial e da abaxial e do parénquima clorofi-
liano.

Parte das amostras das folhas foi cortada
a fresco em microtomo de mesa (modelo LPC),
e os cortes foram submetidos ao reagente cito-
quimico Sudam III, para evidenciar compostos
fenolicos (Johansen, 1940) e, assim, avaliar as
caracteristicas da cuticula.

Cortes transversais do entrené e dos rizo-
mas foram obtidos em microtomo de mesa,
sendo posteriormente submetidos ao reagente
Lugol, para verificacao da presenca de amido;
as laminas foram montadas em glicerina +
agua 1:1 (Johansen, 1940).

Amostras da folha foram diafanizadas em
solucao de NaOH (Sass, 1951), sendo posterior-
mente lavadas e coradas com safranina (1%
solucao aquosa), e as laminas, montadas com
glicerina + agua 1:1 (Johansen, 1940).

Para ilustracao da superficie epidérmica,
foram retiradas amostras das folhas e realiza-
das impressées paradérmicas do material
(Segatto et al., 2004).

As analises e a documentacao fotografica
do material histologico foram feitas utilizando-
se um microscopio fotonico (modelo AX70TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japao) com sistema
U-Photo. A descricao dos caracteres anatomicos

e a terminologia utilizada estao de acordo com
Metcalfe (1960).

Para determinacao do indice estomatico e
densidade estomatica (estomatos mm- ?), for-
am realizadas 30 observacéoes por planta para
cada face epidérmica, em campos com area
correspondente a 0,067 mm?. Os dados quanti-
tativos da superficie epidérmica foram obtidos
com auxilio do software Image-Pro Plus, sendo
posteriormente submetidos a analise de vari-
ancia. O calculo do indice estomatico foi feito
de acordo com a formula: Indice Estomatico
(IE) = NE/(CE + NE), em que NE é o numero de
estomatos e CE o niimero de células epidérmi-
cas (Cutter, 1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de D. insularis sao anfiestomati-
cas (anfi-hipoestomatica), apresentando as cé-
lulas-guarda dos estomatos na forma de halte-
res e células interestomatais com extremida-
des ligeiramente concavas, com estomatos
organizados em fileira ao longo das nervuras
(Figura 1A), caracteristicas freqlientes nas es-
pécies da familia Poaceae (Thompson & Estes,
1986).

Plantas provenientes de rizomas apresen-
taram folhas com maior indice estomatico,
quando comparadas com plantas provenientes
de sementes, para as duas faces da epiderme.
Em plantas provenientes de um mesmo mate-
rial de origem (rizoma ou semente), a face aba-
xial da epiderme apresentou maior indice es-
tomatico. Com relacao a densidade estomatica,
plantas provenientes de rizomas apresenta-
ram, na face abaxial da epiderme foliar, maio-
res valores quando comparadas com plantas
de sementes. Nao foi observada diferenca na
face adaxial. Dentro do mesmo material de ori-
gem, a face abaxial das folhas apresentou maior
densidade estomatica (Tabela 1).

Com relacao aos componentes foliares (la-
mina foliar, epiderme das faces adaxial e aba-
xial e parénquima), plantas provenientes de
rizomas mostraram lamina foliar mais espes-
sa, com epiderme das faces adaxial e abaxial
apresentando o mesmo comportamento. Quan-
to a espessura de parénquima clorofiliano, nao
houve diferenca (Tabela 2). No tocante aos de-
mais parametros, nao foram encontradas
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Figura 1 - Anatomia da folha e da bainha de Digitaria insularis. A - Detalhe da epiderme foliar (impressdo paradérmica),
evidenciando os estomatos (ES) em fileiras ao longo das nervuras — barra de 100 um. B e C - Seccdes transversais da lamina
foliar. B — regido da quilha - barra de 100 um; C — limbo foliar - barra de 50 um. CE = calota esclerenquimatica; TC = tricoma;
CB = células buliformes; BP = bainha parenquimatica. D e E - Sec¢des transversais da bainha foliar. D — visdo geral, mostrando
o0 aspecto semicircular - barra de 100 pum; E - detalhe evidenciando os feixes vasculares - barra de 50 um; AB = face abaxial;
AD = face adaxial;, BP = bainha parenquimatica; CE = calota esclerenquimatica; FV = feixe vascular; TC = tricoma.

diferencas quando se compararam plantas pro-
venientes de sementes e de rizomas. O limbo,
em seccao transversal, revela uma quilha pro-
nunciada, em forma de U (Figura 1B), confir-
mando dados registrados para o género Digitaria
(Metcalfe, 1960).

A superficie epidérmica da face adaxial es-
ta recoberta por uma cuticula mais evidente
que na face abaxial. Na face adaxial, as células
buliformes recobrem o parénquima clorofilia-
no, enquanto as células epidérmicas ordinari-
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as encontram-se naregiao dos feixes. As célu-
las buliformes sao maiores que as epidérmicas
ordinarias e apresentam paredes delgadas,
principalmente as anticlinais e as periclinais
internas (Figura 1C), estando relacionadas
tanto com o enrolamento da folha, em situa-
coes de déficit hidrico, quanto com a expansao
foliar a partir da gema (Mauseth, 1988).

O mesofilo € homogéneo, com poucos espa-
cosintercelulares. As folhas de D. insularis apre-
sentam estrutura Kranz, com bainha simples
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Tabela I - Indice estomatico e densidade estomatica na epiderme (abaxial e adaxial) de Digitaria insularis em fungio do material

propagativo (rizoma ou semente)

Indice estomatico Densidade estomatica
Material de origem (%) (estdomatos mm?)
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
Rizoma 28 Aa" 5Ab 2,19 Aa 0,22 Ab
Semente 25 Bb 2 Bb 1,92 Bb 0,09 Ab

/' Médias seguidas por uma mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, nio diferem entre si pelo teste F a 10% de

probabilidade.

Tabela 2 - Espessura dos componentes foliares de Digitaria insularis em fungdo do material propagativo (sementes e rizomas)

Lamina Foliar

Epiderme
Material propagativo (face adaxial)

Epiderme

Parénquima (face abaxial)

Espessura (pum)

Rizoma 124,64 A" 46,63 A 73,64 A 23,06 A

Semente 113,39 B 33,82 B 71,07 A 17,70 B

' Médias seguidas por uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 10% de probabilidade.

(Figura 1C), estando de acordo com descricao
feita por Metcalfe (1960) para o género Digitaria.
Nesse tipo de estrutura, as células do parén-
quima clorofiliano disp6em-se radialmente ao
redor dos feixes. Internamente a essa coroa
de células do mesofilo encontra-se a bainha
parenquimatica clorofilada do feixe vascular.

No limbo, feixes maiores se alternam com
feixes de médio e pequeno porte. Os primeiros
tém forma poligonal e, envolvendo-os, encon-
tra-se uma bainha parenquimatica desenvol-
vida, continua, com as células apresentando
paredes ligeiramente espessadas. Nesses,
uma calota esclerenquimatica encontra-se vol-
tada para a epiderme (Figura 1C). Os feixes de
médio e pequeno porte sdo circulares, nao sen-
do observada calota esclerenquimatica.

A bainha foliar de D. insularis apresenta,
em seccao transversal, aspecto semicircular,
em que as margens ficam parcialmente sobre-
postas, envolvendo totalmente o colmo
(Figura 1D). Como padrao entre as espécies da
familia Poaceae, as laminas e bainhas foliares
sdo paralelinérvias. A seccao transversal da
bainha nao revelou a presenca de uma quilha,
como na lamina foliar, porém a bainha apre-
senta aregido central alargada, como em plan-

tas do género de Brachiaria descritas por Brito
& Rodella (2002).

Em seccao transversal, as células epidér-
micas da face adaxial, que estdao em contato
com o colmo, apresentaram-se achatadas, com
formato retangular. Foram observados estoma-
tos e tricomas nessa face da epiderme da bai-
nha nas regioes mediana e distal. Logo abaixo
da epiderme, em oposicao aos feixes vasculares,
existe uma pequena calota esclerenquimatica,
geralmente constituida por uma ou duas ca-
madas de células. No mesofilo, o parénquima
clorofiliano apresenta células poliédricas,
grandes e de paredes delgadas, que aumentam
de tamanho a medida que se aproximam da
regido central (Figura 1E). Na regido proximal
da bainha, as células da epiderme sao mais
compactas e o mesofilo se assemelha ao colmo,
com presenca de tecido de preenchimento. Os
feixes vasculares sao de contorno poligonal
(grande porte) a circular (médio e pequeno
porte) e encontram-se proximos a face abaxial.
Nos feixes de médio e grande porte ocorre uma
extensao da bainha de feixe, bastante
pronunciada e lignificada, assim como descrito
em Brachiaria humidicola e B. brizantha (Brito
& Rodella, 2002). Nos feixes de pequeno porte,
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na face voltada para a epiderme, encontra-se
uma calota esclerenquimatica subepidérmica
(Figura 1E).

Tanto em plantas provenientes de rizomas
como de sementes ocorre uma bainha paren-
quimatica envolvendo totalmente os feixes
vasculares, como observado na lamina foliar,
caracterizando a anatomia Kranz, ndo apre-
sentando, assim, diferenca entre plantas ori-
ginadas de rizomas ou de sementes (Figura 1E).

As células epidérmicas da face adaxial sao
achatadas, com paredes periclinais externas
recobertas por uma camada cuticular, enquan-
to as da face abaxial sdo poliédricas, apresen-
tando cuticula mais delgada.

O colmo da espécie apresenta uma medula
oca, com contorno externo ovalado, concavo em
um dos lados (Figura 2A), semelhante ao colmo
de plantas do género Brachiaria (Brito & Rodella,
2002). Em seccao transversal, a epiderme apre-
senta células tetraédricas, com paredes lignifi-
cadas, principalmente as paredes periclinais
externas. Os feixes vasculares sao do tipo cola-
teral fechado, estando o floema voltado para a
periferia do colmo e o xilema em oposicao
(Figura 2B), apresentando-se em trés portes:
pequeno, médio e grande. Os feixes estao en-
voltos por uma bainha esclerenquimatica. No
xilema do colmo, em adicao aos elementos tra-
queais, existe grande proporcao de parénqui-
ma xilematico e de tecidos mecanicos na for-
ma de fibras xilematicas. Os feixes vasculares
estao irregularmente dispersos no parénqui-
ma fundamental (Figura 2A), de estrutura
atactostélica, segundo padrao tipico das mono-
cotiledoneas (Mauseth, 1988). O parénquima
clorofiliano é subepidérmico, composto de cé-
lulas de contorno poliédrico, onde se observam
feixes vasculares de pequeno porte. Logo abai-
x0 do colénquima ocorre um anel esclerenqui-
matico, com 2 - 5 camadas de células. Muitos
feixes de pequeno e médio porte estao inclui-
dos neste anel, onde a bainha esclerenquima-
tica dos feixes se mistura ao esclerénquima.
Internamente ao anel esclerenquimatico
ocorre o parénquima incolor, onde estao dispos-
tos os feixes vasculares de grande porte, os
quais possuem uma bainha esclerenquimatica
reduzida. As células parenquimaticas pos-
suem forma circular a poliédrica, com parede
delgada e espacos intercelulares. Aquelas cé-
lulas proximas a porcao central estdo parcial-
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mente destruidas, provavelmente pela lise das
células. Nestas células parenquimaticas foi ob-
servada pequena quantidade de graos de amido
de tamanho reduzido.

Osrizomas de D. insularis sao morfologica-
mente semelhantes ao colmo, apresentando
feixes vasculares do tipo colateral fechado, po-
ligonais ou angulosos, com o floema voltado
para a periferia do rizoma e o xilema em oposi-
cao (Figura 2C), apresentando-se em trés
portes: pequeno, médio e grande. Os feixes es-
tao envoltos por uma bainha esclerenquima-
tica. Verificou-se que a formacao dos rizomas
ocorre, em média, 45 dias apos a emergéncia
das plantas, quando provenientes de semen-
tes, ocasionando a partir desse momento to-
lerancia desta espécie ao glyphosate (Machado,
2006). O parénquima clorofiliano é subepi-
dérmico, composto de células de contorno polié-
drico, onde se observam feixes vasculares de
pequeno porte. Neste 6rgao, feixes vasculares
de grande porte se dispéem por entre o parén-
quima incolor, envolvidos por bainha escleren-
quimatica reduzida. As células parenquimati-
cas possuem forma circular a poliédrica e
contém grande quantidade de graos de amido
(Figura 2C).

Diante da descricao da espécie, os resulta-
dos nao apontam diferencas marcantes na ana-
tomia de D. insularis que possam explicar a
tolerancia diferencial ao glyphosate entre plan-
tas oriundas de sementes ou de rizomas. No
entanto, algumas caracteristicas, como dife-
renca na espessura da epiderme foliar e quan-
tidade de amido, chamam a atencao e apontam
para realizacao de estudos mais detalhados.

Dentre essas caracteristicas, a presenca
de cuticula espessa, em plantas originadas de
rizomas, atuando como interface entre o corpo
da planta e o ambiente, contribui na protecao
mecanica e na prevencao da perda de agua
dos tecidos vegetais (Bukovac et al., 1990). A
cuticula é também importante barreira a en-
trada de microrganismos e agroquimicos. No
entanto, a absorcao de herbicidas nao é apenas
relacionada a espessura da cuticula, mas
também a constituicao lipidica e ao grau de
impedimento de passagem de solutos (Silva et
al., 2004).

O rizoma é um 6rgao especializado em
reserva, acumulando amido na regido cortical
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Figura 2 - Secgdes transversais do colmo e do rizoma de Digitaria insularis. A — visdo geral - barra de 100 um; FV = feixes
vasculares; PA = parénquima; B — detalhe evidenciando feixes vasculares - barra de 50 um; AE = anel esclerenquimatico; BE =
bainha esclerenquimatica; EP = epiderme. C - Sec¢do transversal do rizoma apos reacdo com Lugol. FV = feixes vasculares;

GA = gréos de amido - barra de 100 um.

(Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro,
2003). De acordo com Tuffi Santos et al. (2004),
a presenca de amido em quantidade elevada
pode ser responsavel pela menor eficiéncia do
glyphosate em C. diffusa, devido a menor
translocacao do herbicida no interior da planta,
com menor quantidade acumulada no sitio de
acao, possibilitando o desenvolvimento dos
meristemas e a rebrota da parte aérea de plan-
tas tratadas com o herbicida. Assim como ocorre
em C. diffusa, as brotacéoes de D. insularis ori-
ginadas de rizomas também sdo mais dificeis
de serem controladas com o glyphosate prova-
velmente pelo mesmo motivo que C. difusa o
que a torna uma espécie de dificil controle para
os cultivos de café e fruteiras e mesmo cultu-
ras geneticamente modificadas para tolerancia

ao glyphosate. Assim, a reserva de amido acu-
mulada nos rizomas pode ser responsavel pela
tolerancia de D. insularis ao glyphosate, difi-
cultando a translocacao e permitindo rapida
rebrota da parte aérea apos ser tratada com o
herbicida. Estudos complementares, abran-
gendo a absorcao e translocacao do glyphosate
nesta espécie, devem ser realizados, visando
elucidar os mecanismos envolvidos na tole-
rancia ao herbicida.
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