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CARACTERÍSTICAS DA EPIDERME FOLIAR DE EUCALIPTO E SEU

ENVOLVIMENTO COM A TOLERÂNCIA AO GLYPHOSATE1

Characteristics of Eucalypt Leaf Epidermis and its Role in Glyphosate Tolerance

TUFFI SANTOS, L.D.2, IAREMA, L.3, THADEO, M.3, FERREIRA, F.A.4 e MEIRA, R.M.S.A.5

RESUMO - Em áreas de reflorestamento, a deriva do glyphosate causa injúrias nas plantas de
eucalipto. Trabalhos preliminares de pesquisa e observações de campo apontam para uma
tolerância diferencial ao glyphosate entre os genótipos cultivados. Nesse contexto, objetivou-
se estudar as estruturas anatômicas da epiderme foliar de cinco espécies de eucalipto,
correlacionando com a tolerância ao glyphosate em deriva simulada. Utilizou-se o esquema
fatorial, sendo cinco espécies (Eucalyptus urophylla, E. grandis, E. pellita, E. resinifera e
E. saligna) e cinco subdoses (0; 43,2; 86,4; 172,8 e 345,6 g e.a. ha-1 de glyphosate), simulando
uma deriva. Imediatamente antes da aplicação do herbicida, coletaram-se folhas, totalmente
expandidas, para análise anatômica da superfície epidérmica segundo metodologia de
dissociação. Entre as espécies estudadas, E. resinifera mostrou-se mais tolerante à deriva de
glyphosate, apresentando os menores valores de porcentagem de intoxicação aos 45 dias após
aplicação, não sendo encontrada diferença entre as demais espécies. As cinco espécies
apresentam folhas glabras, anfiestomáticas, com estômatos do tipo anomocítico e cutícula
proeminente. Apesar de presentes em ambas as faces, os estômatos são raros na face adaxial,
apresentando baixo índice e densidade estomática. Os maiores valores para índice estomático
foram observados em E. resinifera, enquanto E. saligna apresentou a maior densidade
estomática. Cavidades subepidérmicas evidenciadas na superfície pelas células de cobertura
estão presentes nas cinco espécies, com maior densidade em E. pellita. Houve alta correlação
entre a porcentagem de intoxicação por glyphosate e o número de células epidérmicas da
superfície adaxial, indicando envolvimento desta característica com a tolerância diferencial ao
herbicida. Estudos sobre absorção, translocação e metabolismo do glyphosate em eucalipto
devem ser realizados para elucidar o comportamento diferencial de genótipos diante da deriva
de glyphosate.
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ABSTRACT - In reforestation areas, glyphosate drift causes injuries in Eucalyptus plants.
Preliminary research work and field observations point out a differential tolerance to glyphosate
among cultivated genotypes. Within this context, the anatomical structures of leaf epidermis of
five species of eucalypt, correlated to glyphosate tolerance under simulated drift were studied.
The factorial design was used, with the species (Eucalyptus urophylla, E. grandis, E. pellita,
E. resinifera and E. saligna) and 05 subdoses (0, 43.2, 86.4, 172.8 and 345.6 g e.a. ha-1 of
glyphosate) simulating a drift. Immediately before herbicide application, totally expanded leaves
were collected for anatomical analysis of epidermal surface through dissociation methodology.
Among the studied species, E. resinifera was found to be the most tolerant to glyphosate drift,
presenting the lowest values for intoxication percentage 45 days post-application, with no
difference among the others. The five species present glabrous, amphistomatic leaves with
anomocytic type stomata and prominent cuticle. Despite being present on both faces, stomata
are rare on the adaxial face, exhibiting low index and stomatic density. The highest values for
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stomatic index were observed on E. resinifera, while E. saligna presented the highest stomatic
density. Subepidermic cavities evidenced on the surface by the overlying cells are present in the
five species, with the highest density on E. pellita. A high correlation was found between
intoxication percentage and number of epidermic cells on the adaxial surface, indicating the
involvement of this characteristic with differential tolerance to the herbicide. Studies on absorption,
translocation and metabolism of glyphosate in eucalypt must be undertaken to elucidate the
differential behaviour of genotypes concerning glyphosate drift.

Keywords: Eucalyptus spp., anatomy, herbicide, simulated drift, phytotoxicity.

INTRODUÇÃO

O manejo de plantas daninhas destaca-se
dentre as principais práticas silviculturais em
lavouras de eucalipto. Essa prática se inten-
sifica no período das chuvas, principalmente
nos primeiros anos de implantação, sendo
feito basicamente por métodos de controle
químico e mecânico, isolados ou combinados
(Toledo, 2003). Entre os herbicidas usados,
o glyphosate tem se destacado, por ser apli-
cado na fase de pós-emergência das plantas
daninhas, o que favorece operações em áreas
de cultivo mínimo; além disso, exerce efetivo
controle de grande número de espécies dani-
nhas mono e dicotiledôneas, perenes e anuais,
sendo um herbicida de curto período residual
e rapidamente inativado no solo (Malik et al.,
1989).

Em áreas onde o controle químico é ado-
tado, o contato da molécula herbicida com
organismos não-alvo – o que caracteriza o
problema da deriva – tem sido relatado com
freqüência. Em aplicações dirigidas de produ-
tos não-seletivos, como no caso dos herbicidas
à base de glyphosate, a própria cultura pode
ser afetada pela deriva.

Relatos de pessoas ligadas ao manejo
florestal e observações de campo nas empresas
do setor apontam para uma diferença de
tolerância ao glyphosate entre os genótipos
cultivados. Em trabalho com deriva simulada
de glyphosate em eucalipto, Tuffi Santos et al.
(2006) relataram comportamento diferencial
entre diferentes clones, sendo Eucalyptus
grandis mais suscetível e E. urophylla mais
tolerante. Entretanto, os mecanismos envol-
vidos nesta tolerância diferencial não são
esclarecidos.

A literatura (Sandberg et al., 1980; D’Anieri
et al., 1990; Satichivi et al., 2000; Monquero
et al., 2004) demonstra que a tolerância de
plantas ao glyphosate ocorre devido à penetra-
ção ou translocação diferencial deste herbicida
na planta. As taxas de absorção foliar de herbi-
cidas e, conseqüentemente, sua eficácia estão
diretamente ligadas aos tipos de estruturas
encontradas na folha e à permeabilidade da
cutícula (Baker, 1982), que por sua vez depende
da constituição e da polaridade desta. Estudos
demonstram que nos estômatos e na base dos
tricomas a cutícula é mais fina e mais per-
meável a substâncias polares (menor teor de
cera epicuticular), sendo uma via de penetração
de herbicidas (Hess & Falk, 1990; Schreiber,
2005). Esse fato pode favorecer a penetração
do glyphosate em plantas onde a presença des-
sas estruturas epidérmicas seja freqüente.

Diante do exposto, objetivou-se estudar as
estruturas anatômicas da epiderme foliar de
cinco espécies de eucalipto, correlacionando
com a tolerância diferencial ao glyphosate em
deriva simulada.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado em casa de
vegetação pertencente ao Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa,
entre os meses de dezembro de 2004 e fevereiro
de 2005.

Mudas padronizadas de Eucalyptus
grandis, E. urophylla, E. saligna, E. pellita e
E. resinifera, oriundas de semente, com aproxi-
madamente 30 cm de altura e 3 meses de
idade, foram plantadas em vasos preenchidos
com 10 L de solo argiloso, adubado com 216,6 g
de N-P-K (6-30-6) e 12 g de calcário, cuja
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proporção Ca/Mg era de 4:1 equivalentes. A
adubação de cobertura foi feita com 12 g por
vaso de N-P-K (20-5-20), parcelado em três
vezes. As plantas foram mantidas em casa de
vegetação, recebendo irrigação por microas-
persão de modo a manter adequada a disponibi-
lidade de água.

Utilizou-se o delineamento em blocos ca-
sualizados, com quatro repetições, sendo cada
vaso considerado uma parcela experimental.
O ensaio foi montado em esquema fatorial 5 x
5 (sendo cinco espécies de eucalipto e cinco
doses de glyphosate). As doses testadas foram
de 0; 43,2; 86,4; 172,8; e 345,6 g e.a. ha-1 de
glyphosate, respectivamente correspondentes
a 0, 3, 6, 12 e 24% da dose de 1.440 g e.a. ha-1

da formulação sal de isopropilamina. Os trata-
mentos foram aplicados 40 dias após o plantio
das mudas, quando as plantas de eucalipto
apresentavam cerca de 45 cm de altura, direta-
mente sobre as plantas, simulando uma deriva,
de modo que não atingisse o terço superior
destas. Na aplicação, utilizou-se pulverizador
costal de precisão, munido de barra com dois
bicos com pontas do tipo leque TT110.02
espaçadas de 0,5 m, operando a 250 kPa de
pressão, trabalhando com volume de calda
correspondente a 200 L ha-1. No momento da
aplicação do glyphosate a umidade relativa do
ar encontrava-se a 85%, a temperatura era de
26,5 oC e a velocidade do vento, de aproxima-
damente 2 km h-1. As folhas das plantas
permaneceram 24 horas após a aplicação
protegidas do contato com água da chuva ou
proveniente da irrigação, visando evitar a
lavagem do produto.

Imediatamente antes da aplicação foi
coletada, por planta, uma folha totalmente
expandida do terceiro nó, a partir do ápice
caulinar, para o estudo histológico e histoquí-
mico, sendo utilizadas seis plantas por espécie.
Os testes para verificação da presença da cutí-
cula, por meio do reagente Sudan III (Pearse,
1985), foram aplicados em cortes da região
mediana e da margem da folha em amostras
frescas seccionadas transversalmente em
micrótomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e
Bhering Comércio e Importação Ltda, Belo
Horizonte, Brasil), sendo o laminário montado
com gelatina glicerinada.

Para descrever os caracteres da superfície,
fragmentos foliares, de aproximadamente

1 cm2,provenientes da região mediana de cada
folha coletada (um fragmento por planta),
foram dissociados utilizando-se ácido nítrico
e ácido crômico (Jensen, 1962). As amostras
foram coradas com azul de astra e fucsina
básica (Kraus et al., 1998), e as lâminas,
montadas com gelatina glicerinada.

As determinações do tipo de estômato
seguiram a classificação proposta por Metcalfe
& Chalk (1979). A análise e a documentação
fotográfica do laminário histológico foram reali-
zadas utilizando-se um microscópio fotônico
(modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo,
Japão) com sistema U-Photo.

Para determinação do índice estomático,
densidade estomática (estômatos mm-2), densi-
dade de células epidérmicas propriamente
ditas (número de células mm-2) e densidade de
cavidades (cavidades mm-2 – mensuradas
conforme as células de cobertura na epiderme
foliar), foram realizadas dez observações por
planta para cada face epidérmica, em campos
com área correspondente a 0,067 mm2. Os
dados quantitativos da superfície epidérmica
foram obtidos com auxílio do software Image-
Pro Plus. O cálculo do índice estomático foi
feito de acordo com a fórmula de Cutter (1986):
índice estomático (IE) = [NE/(CE + NE)] x 100,
em que NE é o número de estômatos e CE o
número de células epidérmicas propriamente
ditas.

Após a aplicação do herbicida foram obser-
vadas, diariamente, alterações morfológicas na
parte aérea das plantas. Aos 45 dias após a apli-
cação (DAA) determinou-se a porcentagem de
intoxicação em relação à testemunha, em que
0% corresponde à ausência de sintomas visíveis
e 100% à morte das plantas (Frans, 1972).

Os dados quantitativos foram submetidos
à análise de variância e as médias comparadas
a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey,
utilizando-se o Aplicativo Computacional para
Análises Genéticas e Estatísticas – GENES.
Para os dados de porcentagem de intoxicação,
foram ajustadas equações de regressão em
função das subdoses de glyphosate aplicadas,
simulando uma deriva.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As cinco espécies de Eucalyptus apresen-
tam folhas glabras, anfiestomáticas, com
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estômatos do tipo anomocítico e dispostos no
mesmo plano das demais células epidérmicas
(Figura 1A-E). A epiderme é unisseriada e
apresenta células com formato variando entre
tabular e arredondado (Figura 1E), salvo nas
regiões da nervura mediana e dos bordos
foliares, onde as células são papilosas (Figuras
1F e 2B). Lenticelas foram visualizadas na face
abaxial  da epiderme das cinco espécies. Nas
cinco espécies, a cutícula é conspícua, sendo
evidenciada pelo Sudam III (Figura 2).

Diferença significativa entre as espécies
(p < 0,05) foi encontrada para índice estomático
(%), densidade de estômatos (estômatos mm-2),
densidade de cavidades (cavidades mm-2) e

para densidade de células epidérmicas propria-
mente ditas (número de células epidérmicas
propriamente ditas mm-2). Os valores médios e
os respectivos testes de média para as variáveis
quantitativas da superfície epidérmica encon-
tram-se nas Figuras 3 a 6.

Cavidades estão dispersas no mesofilo e na
nervura mediana das espécies de Eucalyptus
estudadas, predominantemente localizadas na
região subepidérmica das duas faces da folha
(Figura 2A). As cavidades são identificadas na
superfície epidérmica por duas células de
cobertura (Figura 1C). E. pellita apresenta a
maior densidade de cavidades, tanto na face
abaxial quanto na adaxial da folha (Figura 5).

Figura 1 - A-D: vista frontal da face adaxial da epiderme da lâmina foliar de espécies de Eucalyptus – fragmentos submetidos à
dissociação. A: E. grandis; B: E. resinifera; C: detalhe das duas células de cobertura da cavidade secretora de E. pellita;
D: detalhe do estômato de E. pellita; E: secção transversal da lâmina foliar de E. pellita, evidenciando um estômato; F: células
epidérmicas papilosas da região da nervura em secção transversal da lâmina foliar de E. grandis.
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A densidade de estômatos na superfície
adaxial foi menor do que na abaxial (Figura
4), e a densidade de cavidades (Figura 5), em

Figura 2 - Cortes transversais da lâmina foliar de espécies de Eucalyptus submetidas ao Sudam III. As setas mostram a
cutícula foliar (cs – cavidade secretora); A – porção mediana de E. pellita; e B – margem de E. urophylla.

Médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma face epidérmica
não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 3 - Índice estomático de cinco espécies de Eucalyptus.
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Médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma face epidérmica
não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 4 - Densidade estomática de cinco espécies de Eucalyptus. Médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma face epidérmica
não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 5 - Densidade de cavidades vista por células de cobertura
nas epidermes abaxial e adaxial de cinco espécies de
Eucalyptus.

ambas as superfícies, foi notavelmente menor
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analisaram folhas de E.camaldulensis. A
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a idade da planta e diretamente influenciada
pelas condições ambientais (Cao, 2000; Justo
et al., 2005). Entretanto, esta característica está
positivamente relacionada com a assimilação
de CO2 (Abrams et al., 1994; Justo et al., 2005),
provavelmente pela relação positiva da densi-
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et al., 1986) e com a maior condutância estomá-
tica (Boardman, 1977). Por outro lado, o índice
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tendo, portanto, maior relevância taxonômica.
Tomando como base a face abaxial da epi-
derme, onde se concentra o maior número de
estômatos, poderia se associar a maior den-
sidade estomática de E. saligna a uma maior
assimilação de CO2, quando comparada com
as demais espécies.

Quanto à densidade de células epidérmicas
propriamente ditas, E. saligna apresenta o
maior número de células por área, tanto na
face adaxial quanto na abaxial. Contrariamen-
te, E. pellita e E. resinifera apresentam menor
densidade de células epidérmicas (Figura 6).
Visualmente, essa diferença é definida quando
se comparam as espécies de maior com as de
menor densidade de células epidérmicas
(Figura 1A, B).

A intoxicação das plantas variou de acordo
com as doses testadas (p<0,05) aos 45 dias
após aplicação (DAA), sendo tanto maior
quanto maiores as doses de glyphosate (Figura
7). Entretanto, houve variação entre as espé-
cies (p<0,05) quanto à porcentagem de intoxi-
cação das plantas, sendo a interação doses
versus espécie não-significativa (p>0,05).

Nas cinco espécies estudadas verificou-se
murcha, clorose e enrolamento das folhas dos
ápices das plantas pulverizadas com as doses
de 172,8 e 345,6 g ha-1 e, em menor intensi-
dade, para 86,4 g ha-1 de glyphosate. Os
sintomas eram visíveis a partir do 4o DAA em
E. grandis, E. pellita e E. urophylla e do 5o DAA
em E. resinifera e E. saligna. Os sintomas nas

plantas que receberam as doses de 172,8 e
345,6 g ha-1 de glyphosate evoluíram para
folhas coriáceas, ápices deformados, necroses
bem desenvolvidas nos bordos das folhas e
senescência foliar acentuada. Sintomas foliares
semelhantes em plantas de eucalipto subme-
tidas à deriva simulada com glyphosate foram
relatados por Tuffi Santos et al. (2005, in press).
A clorose pode ser resultado da degeneração
dos cloroplastos (Campbell et al., 1976) e/ou
da inibição da formação de clorofila (Cole et al.,
1983) como resultado da ação do glyphosate
em plantas.

As doses de 172,8 e 345,6 g ha-1 de
glyphosate provocaram a morte dos ápices das
plantas, em E. grandis, E. urophylla, E. saligna
e E. pellita; nestas espécies, a intoxicação das
plantas alcançou valores superiores a 62% aos
45 DAA (Figura 7). Em E. resinifera não foi
observada morte dos ápices das plantas, e nesta
espécie ocorreram as menores notas de
intoxicação, aproximadamente 50% dos valores
das demais espécies (Figura 7), mostrando-se,
portanto, mais tolerante ao glyphosate. O
comportamento diferencial entre os genótipos
submetidos à deriva de glyphosate foi rela-
tado por Tuffi Santos et al. (in press), em que o
clone de E. grandis foi mais suscetível ao
herbicida que clones de E. urophylla e eucalipto
urograndis.

Médias seguidas pelas mesmas letras dentro da mesma face epidérmica
não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 6 - Densidade de células epidérmicas propriamente ditas
nas faces abaxial e adaxial de cinco espécies de Eucalyptus.
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A correlação entre a porcentagem de intoxi-
cação causada pelo glyphosate e as caracterís-
ticas índice estomático, densidade estomática
e densidade de cavidades, nas duas faces
epidérmicas das folhas de eucalipto, foi baixa
e não-significativa (p>0,05). Por sua vez, alta
correlação positiva foi observada com a den-
sidade de células epidérmicas propriamente
ditas e com células epidérmicas totais da face
adaxial das folhas (Tabela 1).

confirmado pela baixa correlação encontrada
neste estudo entre a porcentagem de
intoxicação causada pelo glyphosate e o índice
e densidade estomática de Eucalyptus.

Segundo Schönherr (2002), a presença de
água é fundamental para uma boa penetração
de glyphosate nas folhas, sendo evidente que
grande parte do herbicida que penetra em seus
tecidos passa por poros hidratados da cutícula.
Estudos sobre a micromorfologia foliar de
espécies do gênero Eucalyptus mostram que a
superfície epidérmica é ondulada e a junção
entre as células adjacentes apresenta-se em
depressão (Louro et al., 1999; Tuffi Santos
et al., in press). Tal fato pode predispor as
regiões dos contornos celulares a uma maior
hidratação e a um possível acúmulo da calda
herbicida aplicada, favorecendo assim a
absorção do glyphosate. Logo, maior densidade
de células epidérmicas implicaria maior núme-
ro de regiões mais propensas à penetração do
glyphosate, o que explicaria a alta correlação
positiva entre esta característica e a porcenta-
gem de intoxicação causada por este herbicida
em eucalipto. Contudo, estudos de absorção,
translocação e metabolismo do glyphosate em
eucalipto devem ser realizados para confir-
mação dos fenômenos envolvidos com a tole-
rância diferencial entre os genótipos desta
espécie. Abordagens ultraestruturais também
podem contribuir com informações sobre a
estrutura da cutícula e da parede celular que
podem se relacionar com a penetração dife-
rencial do glyphosate.
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