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RESUMO

RODRIGUES, DOUGLAS. ALMEIDA. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, Fevereiro de 2018. Byrsonima basiloba como
bioindicador de poluentes atmosféricos simulados: mudangas morfoanatémicas e
fisioldgicas em resposta ao fluoreto de potéssio. Orientador: Dr. Sebastido Carvalho
Vasconcelos Filho. Coorientador: Dr.2 Fernanda Farnese.

O fluor é um poluente lancado em grandes proporcdes na atmosfera por fabricas
de tijolos, ceramicas, minerais fosfatados e aluminio. Quando comparado & outros
poluentes atmosféricos, é o composto de maior fitotoxidade, causando danos em
diferentes espécies arboreas. A espécie Byrsonima basiloba Juss. (Malpighiaceae) €
uma arvore frutifera com grande distribuicdo em regiGes antropizadas e alto potencial
para bioindicacdo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do fluor,
via chuva simulada, através de respostas morfoanatdmicas e fisioldgicas nas folhas de
Byrsonima basiloba, a fim de avaliar o potencial bioindicador da espécie ao KF. Plantas
jovens com aproximadamente 90 dias foram selecionadas a partir da padronizacdo da
altura (~25 cm) e transferidas individualmente para vasos contendo 5 litros de substrato
composto por areia lavada, vermiculita e bioplant® (1:1:1). As plantas foram submetidas
diariamente ao KF, através de chuva simulada nas concentrac@es de 0, 10, 20 e 30 mg
Lt de KF, por um periodo de 30 dias. Byrsonima basiloba apresentou formacéo de
pigmentos avermelhados na superficie foliar sentido apice a regido mediana da folha, e
acumulo de compostos fenolicos e reprogramacdo do metabolismo vegetal. Enquanto o
poluente impactou negativamente os parametros relacionados a fotossintese e
fotorrespiracdo, observou-se aumento na respiracdo, provavelmente com o intuito de
fornecer energia e esqueletos de carbono para a planta. Os resultados obtidos
permitiram avangar no conhecimento das respostas das plantas ao fluoreto de potassio,
além de demonstrarem o potencial de Byrsonima basiloba para a bioindicagdo desse

poluente.
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ABSTRACT

RODRIGUES, DOUGLAS. ALMEIDA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, February 2018. Byrsonima basiloba as a
bioindicator of simulated air pollutants: morphoanatomical and physiological
changes in response to potassium fluoride. Advisor: DSc. Sebastido Vasconcelos
Carvalho Filho. Co-advisor: DSc. Fernanda Farnese.

Fluoride is released in large amounts in the atmosphere by brick, ceramic,
phosphate mineral and aluminum industries. When compared to other air pollutants, it
shows the highest phytotoxicity, causing damage to different tree species. Byrsonima
basiloba Juss. (Malpighiaceae) is a fruit tree widely distributed in anthropic regions,
displaying high potential as a bioindicator. In this context, the aim of the present study
was to investigate fluoride effects, by means of simulated rainfall, by evaluating
morphological and physiological responses of Byrsonima basiloba leaves, in order to
evaluate the bioindicator potential of this species to potassium fluoride (KF). Young
plants, approximately 90 days old, were selected through height standardization (~ 25
cm) and individually transferred to pots containing 5 liters of a substrate composed of
washed sand, vermiculite and bioplant® (1:1:1). The plants were daily submitted to KF
exposure, by means of simulated rain, at 0, 10, 20 and 30 mg L KF, for 30 days.
Byrsonima basiloba revealed the production of reddish pigments on the leaf surface,
from the apex to the median region, as well as accumulation of phenolic compounds and
reprogramming of plant metabolism. While the pollutant negatively impacted
parameters related to photosynthesis and photorespiration, an increase in respiration was
observed, probably with the purpose of supplying energy and carbon skeletons to the
plants. These results allow for advancements in the knowledge on plants responses to

KF, in addition to demonstrating Byrsonima basiloba potential as a bioindicator



regarding this atmospheric pollutant.

Keywords: Anatomy; photosynthesis; photorespiration; respiration; fluoride.
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INTRODUCAO

O Cerrado abrange uma area de aproximadamente 2 milhdes km? quadrados do
Brasil, incluindo todo o estado de Goias e Tocantins, quase todo o Mato Grosso do Sul,
oeste de Minas Gerais e da Bahia, leste e sul do Mato Grosso e sul dos estados do
Maranhdo e Piaui (Klink e Machado, 2005). E o segundo maior dominio
morfoclimatico brasileiro, superado em area apenas pela Amazonia. Ocupa cerca de
21% do territério nacional e € por muitos estudiosos, considerado a fronteira agricola
mundial a ser desbravada (Borlaug, 2002), no entanto, o avan¢o de monoculturas como
é 0 caso da cana-de-acucar e da soja, principalmente nas regides Nordeste e Centro
Oeste, estdo banindo com este ecossistema tdo peculiar e rico em plantas frutiferas,
algumas medicinais, com alto potencial nutricional, e com sabores intrinsecos e
inconfundiveis.

Segundo Myers et al. (2000), trata-se de um dos principais ecossistemas
tropicais da Terra, sendo um dos centros prioritarios hotspots para a preservacdo da
biodiversidade do planeta. Diversas formas de aproveitamento de frutos do Cerrado
fazem parte de costumes e atividades culturais de algumas comunidades, entretanto, se
limitam a producdo de conservas, doces, sorvetes e alguns petiscos (Avidos e Ferreira,
2000).

Nos ultimos quarenta anos, o Cerrado tem sofrido um aumento demogréfico
expressivo e a vegetacdo nativa vem sendo substituida por monoculturas como a soja e
a cana-de-agucar, assim como pastagens. A ocupa¢do humana e a rapida expansao das
atividades agropecuarias transformaram o Cerrado em um dos ecossistemas mais
ameacados do mundo (Myers et al., 2000). Desse modo, o cerrado transformou-se,
havendo compactacdo do solo, erosdo, assoreamento de rios, contaminacdo da agua
subterranea, e perda de biodiversidade, com reflexos sobre todo o ecossistema. As

especies de plantas e animais nativos sobreviventes e que ainda persistem na regido
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antropizada tendem a desaparecer por falta de preocupagdo com sua preservagédo
(Cunha, 2008).

As principais ameacas a biodiversidade no Cerrado nos ultimos tempos estdo
centradas na expansdo da agricultura e da pecuaria. A agropecuaria expandiu-se com
uso intensivo de agrotdxicos e fertilizantes, irrigagdo sem controle, pisoteio excessivo
de animais, monocultura e cultura em grande escala (Cunha et al., 2008).

A mineracdo também ¢é outra atividade predominante do bioma cerrado com
inimeras consequéncias.

Comparado com outros poluentes atmosféricos, o flior é o composto de maior
fitotoxidade, pois pode causar injarias em espécies suscetiveis em concentracdes
atmosféricas 10 a 1.000 vezes menor (menos que 1mg 1) que outros poluentes, como o
0zO6nio, o didxido de enxofre e os 6xidos de nitrogénio (Weinstein, 1977), em solucdo o
fluor é absorvido pela superficie foliar, sendo acumulado e provocando injdrias.
Entretanto, algumas espécies vegetais sao capazes de acumular grandes quantidades de
fldor em suas folhas sem apresentar injurias visuais (Arndt; Flores; Weinstein, 1995).

O Cerrado apresenta um grande potencial a ser estudado, tendo em vista plantas
hiperacumuladoras. As plantas do Cerrado possuem caracteristicas comuns tais como:
elevada acidez, toxidez de aluminio, alta deficiéncia de nutrientes, alta capacidade de
fixacdo de fosforo e baixa capacidade de troca de cations (Chaves, 2001). Essas
caracteristicas diferenciadas apontam para o potencial de fitorremediacdo de plantas
nativas do cerrado, constituido de plantas rusticas que tem uma biologia diferenciada,
adaptada a condigdes edafico-climaticas em que outras plantas ndo sobreviveriam assim
um dos maiores problemas da fitorremediacdo atualmente é a falta de estudos que
apresentem plantas nativas que poderiam ser utilizadas nesse processo (Haridasan,
1994).

Segundo Lamego e Vidal (2007), caracteristicas favoraveis para a utilizacdo de
plantas como fitorremediacdo incluem crescimento rapido, elevada producdo de
biomassa, competitividade, vigor e tolerancia a poluicdo. Devido a grande diversidade
das formas vegetais existentes no Cerrado e as estratégias ecofisioldgicas adotadas por
algumas espécies nesse bioma, é de se esperar que o uso das plantas desse dominio
morfoclimatico como potencial fitorremediadoras esteja sendo subestimado.

O muricizeiro (Byrsonima basiloba) € uma espécie arbustiva, nativa dos
Cerrados do Brasil Central, sendo particularmente frequente na regido sul de Goias.

Pode chegar a dez metros de altura, pertence a familia Malpighiaceae, sendo esta
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representada por 60 géneros e 1.200 espécies, com distribuicdo tropical e subtropical
(Souza e Lorenzi, 2008). Sua floragdo acontece por quase todo 0 ano,
predominantemente, porém, durante o verdo. Em consequéncia, a maturacdo dos frutos
também acontece por quase todo o0 ano, porém, com maior intensidade em abril-junho.
Quando os frutos comecam a cair espontaneamente € feita a colheita manual
diretamente da arvore, ou recolhe-se no chédo (Lorenzi, 2008).

Byrsonima basiloba € Gtil para arborizacdo urbana e pode ser empregada em
plantios destinados a recomposicdo de areas degradadas de preservacdo permanente.
Seus frutos sdo avidamente consumidos por varias espécies da fauna (Lorenzi, 2008).
Por possuirem flores vistosas, frutos que atraem aves e pelo seu rapido crescimento,
espécies de Byrsonima tém grande potencial ornamental e na recuperacdo de areas
degradadas (Anderson, 1981).

O conhecimento dos aspectos ecoldgicos, sociais e econdémicos permite um
melhor entendimento da vegetacdo, indicando o seu papel nas cadeias alimentares.
Muitos pesquisadores a consideram como de grande importancia silvicultural. E
importante saber como as plantas nativas respondem a heterogeneidade ambiental por
meio de ajuste morfolégico e/ou fisioldgico ao ambiente sendo de fundamental
importancia para que programas de manejo, gestdo e conservacao de reservas ecoldgicas

possam ser elaborados (Rocha Filho e Lomo6naco, 2006).
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OBJETIVO

Objetivou-se é avaliar as alteracdes morfologicas, anatdmicas e fisiologicas de
Byrsonima basiloba exposta a chuva simulada de solucéo liquida de fluoreto de potassio
(KF).
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1. Introducgéo

A poluicdo ambiental, antes mais restrita a paises industrializados, atualmente
possui um carater global. As consequéncias para a salde e meio ambiente associadas a
exposicdo a poluicdo do ar sdo numerosas, observadas em todo o mundo, mesmo em
areas com baixos niveis de exposicdo (World Health Organization, 2016). Dentre 0s
poluentes atmosfeéricos, o fllor apresenta alta toxidez, sendo considerado um dos mais
importantes contaminantes em todo o mundo (Panda, 2015), e € comumente lancado na
atmosfera na forma de fluoreto de potassio (KF), como resultado da atividade de
fabricas de tijolos, ceramicas, minerais fosfatados e aluminio (Divan Junior et al., 2008;
Agalakova e Gusev, 2012). O KF ¢ liberado na atmosfera tanto na forma gasosa quanto
na forma liquida, podendo desencadear uma série de danos para seres humanos, como
dores abdominais e comprometimento dos rins, e também para a biodiversidade local.
No caso das plantas, por exemplo, esse poluente pode ser absorvido facilmente via
estdmatos e cuticula ou por toda superficie foliar, se acumulando nas folhas ou em
outros 6rgaos vegetais (Chaves et al., 2002; Sant’ Anna-Santos et al., 2014).

Apesar de diferentes paises apresentarem legislacfes sobre a liberacdo de KF na
atmosfera, a emisséo desses compostos continua a ser um problema que coloca em risco
tanto a salde humana quanto a conservacdo da biodiversidade (Walna et al., 2014).
Nesse sentido, existe uma crescente necessidade de monitorar a poluicdo atmosférica,
seja por meio de metodologias tradicionais, como 0 uso de amostras de ar passiva e
ativa, ou pelo emprego de bioindicadores (Areington et al., 2017).

De fato, a utilizacdo de espécies suscetiveis aos poluentes atmosféricos é
comprovadamente uma metodologia adequada e de baixo custo para deteccdo de
poluentes atmosféricos, além de apresentar uma série de vantagens em relacdo a outras
metodologias de monitoramento, como o fato de fornecer informagbes sobre a
biodisponibilidade do poluente (Klumpp et al., 2001). Dentre 0s varios organismos que
podem ser utilizadas como bioindicadores, as plantas sdo particularmente interessantes,
devido a sua natureza séssil, alta sensibilidade e facil amostragem e interpretacdo dos
dados (Nouchi, 2002).

A fim de aumentar a confiabilidade no emprego de espécies bioindicadoras, bem
como para padronizar as metodologias utilizadas e ampliar o nimero de espécies que
podem ser utilizadas com esse objetivo, é essencial o desenvolvimento de estudos com

0 intuito de avaliar os efeitos dos poluentes em especies suscetiveis (Weinstein et al.,
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2003). De fato, compreender as respostas das plantas aos poluentes atmosféricos é
fundamental para o desenvolvimento de bioindicadores que possam ser usados como
parte de programas de conservacao (Areington et al., 2017).

A principal forma de absorcdo do fluor pelas plantas ocorre através das folhas,
em estado gasoso na atmosfera, é absorvido principalmente através dos estbmatos e
cuticula (Sant’ Anna-Santos et al., 2014) e, em solugdo aquosa o fltor é incorporado por
toda a superficie foliar (Miller, 1993; Chaves et al., 2002). A exposi¢édo das plantas nas
concentragdes de 10, 20 e 30 mg L* de KF resulta em alteragdes que se manifestam nos
niveis morfolégicos, anatémicos, fisioldgicos e bioquimicos. Uma vez que tenha
penetrado nos tecidos, o KF é acumulado principalmente no mesofilo, provocando
deformacdes nas células seguido do colapso dos tecidos parenquimaticos (Sant'Anna-
Santos et al., 2006; Sant'/Anna-Santos et al., 2012; Rodrigues et al., 2017) e posterior
efeito visual com producdo de manchas avermelhadas na superficie foliar (Paula et al.,
2005) ou formacdo de necroses apicais e marginais (Zouari et al., 2014). Esse
contaminante pode, ainda, alterar a composicdo de pigmentos fotossintéticos (Rodriguez
et al., 2015), a eficiéncia quantica do fotossistema Il (Rodrigues et al., 2017) e gerar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Yang et al., 2015).

O Brasil é reconhecido como sendo um dos paises com a maior biodiversidade
vegetal em todo o mundo (BFG, 2015), apresentando plantas nativas com grande
potencial para utilizacdo em processos de bioindicacdo. A espécie Byrsonima basiloba
Juss. (Malpighiaceae), por exemplo, possui ampla distribuicdo no Cerrado brasileiro
(Medeiros, 2011; Lorenzi, 2008) e, além de ser utilizada na arborizagdo urbana, produz
frutos economicamente importantes, os quais podem ser consumidos in natura ou a
polpa pode ser utilizada na preparacdo de sucos, sorvetes, vinhos e licores (Lorenzi,
2008). Na familia Malpighiaceae outras espécies, como Byrsonima crassifolia, ja sdo
utilizadas em programas de biomonitoramento ambiental em resposta ao flior em
regides industriais (Paula et al., 2005). Em relacdo a B. basiloba, no entanto, ainda nao
existem estudos sobre o efeito do flGor sobre a morfologia, anatomia e fisiologia da
planta, o que impossibilita a sua utilizacdo como espécie bioindicadora, apesar do seu
potencial para indicar a qualidade do ar tanto em areas urbanas como em areas de
conservacao. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do fluor, via
chuva simulada com fluoreto de potassio, nas respostas morfoanatémicas e fisioldgicas

em folhas de B. basiloba, a fim de avaliar o potencial bioindicador da espécie ao KF.
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2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal, Condicdes de Cultivo e Aplicacdo dos Tratamentos

Sementes de Byrsonima basiloba foram obtidas a partir de frutos coletados de 10
plantas adultas em plena producdo, localizadas em Montes Claros, Goias, Brasil
(latitude 16° 06> 20°* S — longitude 51° 17> 11” W, e altitude de 592 m). Os espécimes
foram depositados no Herbario do Instituto Federal de Goiano (IF Goiano), Campus Rio
Verde (n° 630/2017). As sementes foram inicialmente tratadas com fungicida Vitavax®-
Thiram (30%), escarificadas para quebra de dorméncia e posteriormente semeadas em
canteiros contendo areia lavada como substrato. Aproximadamente 60 dias apos a
emergéncia as plantulas foram selecionadas a partir da padronizagédo da altura (~25 cm)
e transplantadas individualmente para vasos de 5 L contendo substrato composto por
vermiculita, areia lavada e Bioplant® (1:1:1) contendo 8,6 N; 0,2 P; 0,3K; 1,3 Cae 2,9
Mg em g Kg?. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizado no
[FGoiano (latitude 17° 48’ 16”° S, longitude 50° 54° 19> W e altitude de 753 m).

Ap0s 10 dias de aclimatacédo, as plantas foram expostas a aplicacdo de solugédo
liquida de fluoreto de potassio (KF, pH 6,0) nas concentracdes de 0, 10, 20 e 30 mg L
durante 30 dias consecutivos, simulando a concentracdo de fluoreto em areas poluidas
(Smith e Hodge 1979; Chaves et al., 2002). Os valores de pH das solu¢bes foram
ajustados com solucdo de HCI (2,0 M) e NaOH (2,0 M). A aplicacdo do fltor ocorreu
mediante chuva simulada realizada com borrifadores manuais, com aplicacdo de 60 mL
diarios por planta, volume baseado na evapotranspiracdo média de plantas. As plantas
controle foram irrigadas com agua ultrapura. No final do periodo de aplicacdo, as
avaliacdes visuais, morfoanatémicas e fisiol6gicas foram realizadas.

O experimento seguiu em delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos (concentracdes de KF) e 4 repeticdes, cada repeticdo composta de um vaso

contendo 1 planta (4 plantas por tratamento).
2.2. Sintomas foliares visiveis
Durante o experimento, as folhas completamente expandidas foram fotografadas

com camera semiprofissional (Cyber-Shot SONY HX100V) para registrar 0s sintomas

visiveis na superficie foliar. Para a confeccdo da prancha foi utilizado a folha que
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melhor representasse o tratamento com KF.

2.3. Avaliacao da fluorescéncia da clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila foram avaliadas com um fluorémetro
de camara foliar (modelo 6400-40, Li-cor, Nebraska, EUA) acoplado ao analisador
portatil de gases infravermelhos (IRGA, modelo Li-6400xt, Li-cor, Nebraska, EUA). A
anélise da fluorescéncia minima (Fo) foi realizada antes do amanhecer através da
excitacdo dos tecidos foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03
umol fotons m? st). Para obter a fluorescéncia maxima (Fm) foram aplicados pulsos de
saturagdo de aproximadamente 8.000 umol fotons m2s? durante 0,8s. A partir desses
valores foi possivel determinar o rendimento quéantico fotoquimico potencial do
fotossistema Il (PSII: Fu/Fm = [Fm-Fol]/Fm) (Kitajima e Butler, 1975). Ap6s exposi¢ao
das folhas a luz, foram obtidas a fluorescéncia minima (Fo’) calculada pela forma Fo =
Fo/[(Fm — Fo/Fm)+(Fo/Fm)] (Oxborough e Baker 1997). Posteriormente foi calculado o
quenching ndo fotoquimico (qN = [Fm-Fw]/[Fm-Fo] (Lichtenthaler et al., 2005) o
coeficiente de extin¢do nao-fotoquimico (NPQ = [Fm-Fm’]/Fm’) (Bilger et al., 1995), em
que PAR representa a radiacio fotossinteticamente ativa (umol m 2 s ) nas folhas, 0,5
é a fracdo de energia de excitacdo direcionada ao PSII (Laisk e Loreto, 1996) e 0,84 a
absorbancia foliar. O rendimento quéntico da assimilagdo de CO2 (®CO2) e a relagao
da eficiéncia de operagdo do fotossistema II (®PSII) foram calculados conforme

metodologia proposta por (Maxwell e Johnson, 2000).

2.4. Trocas gasosas

As trocas de gés das plantas de B. basiloba foram medidas usando o analisador
de gés infravermelho (IRGA, modelo Li-6400xt, Li-cor, Nebraska, EUA) na mesma
folha utilizada para medicbes de fluorescéncia. Foram registradas as taxas
fotossintéticas (A, pmol m? s), condutancia estomatica (gs, mol H.0 m2 s, e relagéo
entre a concentracdo interna e externa de CO: (Ci/Ca) determinadas em folhas
totalmente expandidas em sistema aberto, sob luz saturante (1000 pmol m s) e 400
umol de CO2 mol™ de ar. As avaliaces foram realizadas entre 9:00 e 11:00 da manh4,

sob radiagdo fotossinteticamente ativa constante (PAR, 1000 umol de fétons m? s?) e
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concentragéo de CO2 (~ 415 pmol mol™), temperatura (~ 25,5 ° C) e umidade relativa (~
74%) ambientes.

2.5. Respiragéo noturna e respiragéo mitocondrial

A respiracdo noturna (Rn) foi avaliada antes do amanhecer utilizando-se
analisador de gases infravermelho mencionado acima. A respiragdo mitocondrial
durante o dia (Rp), foi estimada a partir da Rn (Bai et al., 2008). Rp foi estimada a
diferentes temperaturas usando o Q1o (Larcher, 1983). Da seguinte forma: RD = RN Q10
(T4-T10 (Q10 = 2,2), onde Tn é a temperatura da folha em que a RN foi medida e Td é

a temperatura da folha em que RD foi calculado.

2.6. Determinacéo da taxa fotorrespiratdria

A taxa de fotorrespiracdo (Rp), o fluxo de elétrons utilizado para carboxilagédo
(ETRc), oxigenagdo (ETRo) pela Rubisco (ribulose-1  5-bisphosphate
carboxilase/oxigenase) e razdo ETRC/ETRo foram estimados a partir dos dados
combinados de troca gasosa e florescéncia da clorofila a de acordo com Epron et al.
(1993) e Valentini et al. (1995). Do seguinte modo: Rp= 1/12[ETRt - 4 (A + Rp)];
ETRc = 1/3[ETRr + 8 (A + Rp)]; ETRo0 = 2/3[ETRt + 4 (A + RD)].

2.7. Caracterizacdo morfoanatdémica foliar

Para as anélises morfoanatdmicas e de micromorfometria, foram coletadas
amostras da regido do meio da Gltima folha totalmente expandida das plantas de todos
os tratamentos (n = 6) de B. basiloba. Inicialmente as amostras foram fixadas em
Karnovsky (1965), por 24 horas. Apds o periodo, o material vegetal foi pré-lavado em
tampéo fosfato e desidratado em série etilica crescente, pré-infiltrado e infiltrado em
historesina (Leica, Alemanha), conforme as recomendacbes do fabricante.
Posteriormente, as amostras foram seccionadas transversalmente a 5 pm de espessura
em micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen scientific, China) e os cortes corados
com azul de toluidina - coloracdo policromatica (0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8)
(O’Brien et al., 1964). As imagens obtidas foram fotografadas em microscopio
Olympus (BX61, Tokyo, Japdo), acoplado com cédmera DP-72 utilizando opcdo de
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campo claro. Foram realizadas observa¢des morfoanatdmicas da epiderme das faces
adaxial e abaxial, dos parénquimas pali¢adico e esponjoso e do mesofilo. As medidas de
micromorfometria foram obtidas a partir das imagens capturadas usando o software
ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.47, EUA). Foram realizadas

medicdes em dez observacgdes por repeticdo para cada estrutura avaliada.

2.8. ldentificacdo de compostos fendlicos

A detec¢do histoquimica de compostos fendlicos foi realizada na regido mediana
da dltima folha totalmente expandida de B. basiloba. Para a anélise, fragmentos foliares
foram fixados em solucdo de sulfato ferroso em formalina (Johansen, 1940; Jensen,
1962) e as imagens capturadas em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japéo).
Através das imagens obtidas foi realizado o calculo da area marcada com compostos
fendlicos através do teste histoquimico através da diferenca de contraste, utilizando o

software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.47, EUA).

2.9. Andlise estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analise de homogeneidade
(Teste Levene) e normalidade dos erros (Teste Shapiro-Wilk), seguido da ANOVA e
teste Dunnett (p <0,05). As andlises estatisticas foram realizadas pelo software
ASSISTAT v. 7.7. (Silva et al., 2016).

3. Resultados

3.1. Sintomas morfologicos/visiveis

As folhas de Byrsonima basiloba ndo apresentaram danos durante o periodo
experimental no tratamento de controle (Fig. 1A). Apos a chuva simulada com fluoreto
de potassio, observou-se que a partir da menor concentragio de KF aplicada (10 mg L™?)
pequenas areas manchadas entre as nervuras na coloracdo avermelhada sentido apice
foliar a regido mediana da folha foram evidenciadas (Fig. 1B). Além disso, manchas
avermelhadas e folhas quebradicas surgiram no apice e bordas das folhas expostas a 20

e 30 mg L™t KF nas faces adaxial e abaxial (Fig. 1C-D).
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Fig. 1. Sintomas visiveis nas folhas de Byrsonima basiloba, destacadas por setas pretas,
apos 30 dias de exposicao ao fluoreto de potassio em diferentes concentragfes: (Al-A2)
0 mg L? (controle). (B1-B2) 10 mg L. (C1-C2) 20 mg L. (D1-D1) 30 mg L. Barra
de escala 2 cm.

3.2. Alteracdes anatomicas

A epiderme de Byrsonima basiloba é uniestratificada, sendo as células da face
adaxial maiores que a abaxial de formato circular a retangular. O mesofilo é

dorsiventral, formado por 3 camadas de células de parénquima palicadico. O
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parénquima palicadico ocupa aproximadamente 50% da espessura do mesofilo. O
parénquima esponjoso € formado por células compactas com poucos espacgos
intercelulares (Fig. 2A). A andlise anatdmica das folhas de Byrsonima basiloba nos
tratamentos com KF evidenciaram poucas alteracdes nas células do mesofilo (Fig. 2). O
fluoreto de potéssio ocasionou expansdo da epiderme adaxial e abaxial e aumento nos
espacos intracelulares (Fig. 2B, C-D).

Fig. 2. Alteragdes anatdbmicas causadas por fluoreto de potassio (KF) nas folhas de
Byrsonima basiloba. (A) tratamento controle, (B) 10 mg L%, (C) 20 mg L%, (D, E-F) 30
mg L1 (Ad ep) epiderme adaxial. (Ab ep) epiderme abaxial. (PP) parénquima
palicadico. (SP) parénquima esponjoso. Setas amarelas indicam aumento de espagos
intracelulares. Barra de escala 200 um.

Nas plantas expostas as maiores concentracfes, 20 e 30 mg L™ de KF, houve
aumento na espessura da epiderme adaxial e abaxial em 14,15 e 9,85%,
respectivamente, em relacdo ao controle. O parénquima esponjoso apresentou

decréscimo médio de 27,31% na concentracdo de 30 mg L™ KF (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do fldor na estrutura foliar de Byrsonima basiloba apds 30 dias de
exposicao ao fluoreto de potassio (KF) em diferentes concentracdes (0, 10, 20 e 30 mg
L.

KE Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima
(mg L) Adaxial Abaxial Palicadico Esponjoso
(Lm) (Lm) (Lm) (Lm)
0 12,93+0,09 6,76+0,14 20,61+1,14 33,78+0,83
10 12,63+0,32 6,65+0,09 19,15+2,24 28,31+1,18
20 14,68™+33 6,65+0,22 21,05+2,05 30,68+1,65
30 14,767+39 7,427+0,06 14,22+0,51 24,56*+1,23
F ** * NS *
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CV (%) 6,61 5,69 24,37 11,70
Média = EP (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas a 5% (*) e 1% (**) de
probabilidade, em relacéo ao controle, pelo teste de Dunnett. (NS) néo significativo.

3.3. Identificacédo de compostos fendlicos

A acumulagdo de compostos fenolicos pretos em células epidérmicas e
parénquima pali¢adico e esponjoso coradas com sulfato ferroso foi evidenciada com o
aumento das doses de KF (Fig. 3). Apds o calculo da area marcada pelos compostos
fenolicos, confirmou-se que os aumentos das doses de KF levaram a maior producéo de

compostos fenolicos (Fig. 3E).
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Fig. 3. Acimulo de compostos fendlicos marcados em preto apds 30 dias de exposicao
ao fluoreto de potéssio nas folhas de Basiloba de Byrsonima. (A) tratamento de
controle, (B) 10 mg L%, (C) 20 mg L, (D) 30 mg L e (E) Area marcada com sulfato
ferroso (um?). (Ad ep) epiderme adaxial. (Ab ep) epiderme abaxial. (PP) parénquima de
palisade. (SP) parénquima esponjoso. Barra de escala 200 pum. Os asteriscos indicam
uma diferenca significativa em 1% (**) de probabilidade. As barras representam a
porcentagem de erro.

3.4. Fluorescéncia da clorofila a

O rendimento quantico da assimilacdo de CO2 (®CO.) e quenching ndo

fotoquimico (gN) foram drasticamente reduzidos com o incremento da concentragédo de
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KF (Tabela 2). Com a aplicagdo de 30 mg L™ de KF houve aumento de 8,14% na
fluorescéncia minima (Fo) e de 28,16% na dissipagdo ndo fotoquimica (NPQ), enquanto
o rendimento quantico da assimilagéo de CO2 (Pcoz) diminuiu em 56,23% (Tabela 2).
O rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) e a eficiéncia de operagédo

do fotossistema II (®psi) Ndo apresentaram diferengas entre os tratamentos.

Tabela 2. Eficiéncia de operagdo do fotossistema II (®psii), rendimento quéantico
potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), fluorescéncia minima (Fo’), dissipacdo néo
fotoquimica (NPQ), quenching ndo fotoquimico (gN), rendimento quantico da
assimilacdo de CO2 (®coy) e relagdo da eficiéncia de operagao do fotossistema II (®Ps)
e rendimento quéantico da assimilacdo de CO2 (Pcoz) em plantas de Byrsonima basiloba
apos 30 dias de exposicdo ao fluoreto de potassio em diferentes concentragdes (0, 10, 20

e30mgL™).
KF
(mg L) Dpsii Fv/Fm Fo NPQ
0 0,20+0,004 0,78+0,01 514,65+9,64 0,71+0,04
10 0,19+0,016 0,77+0,01 527,16+8,07 0,92"+0,03
20 0,0,18+0,020 0,74+0,02 561,527+8,79 0,90710,01
30 0,16+0,021 0,76+0,01 556,56*+0,84 0,917+0,01
F NS NS * *
CV (%) 19,49 4,02 4,02 9,15
(m}g<FL'1) gN ®co2 Dpsii/PCo2
0 2,60+0,06 0,021+0,000 6,10+0,13
10 2,34+0,01 0,018+0,001 7,04+0,27
20 2,22°+0,04 0,017+0,001 5,37+0,30
30 2,24°+0,10 0,013"°+0,000 9,53"°+0,35
F * ** **
CV (%) 7,50 8,57 11,75

Média + EP (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas a 5% (*) e 1% (**) de
probabilidade, em relag&o ao controle, pelo teste de Dunnett. (NS) ndo significativo.

3.5. Trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas apresentaram danos significativos do KF nas
plantas de B. basiloba (Fig. 5). Com o incremento das doses de KF houve queda na
assimilacdo liquida de carbono com redugéo de até 62% na maior dose (Fig. 5A). A
reducdo fotossintética foi acompanhada pela diminuicdo na eficiéncia instantanea de
carboxilagdo e condutancia estomatica com o incremento das doses de KF (Fig. 5B e
D). A relacdo Ci/Ca ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Fig.

5C). (mg LY
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Fig. 4. Trocas gasosas em plantas de Byrsonima basiloba apds 30 dias de exposi¢do ao
fluoreto de potassio em diferentes concentragdes (0, 10, 20 e 30 mg LY). (A) - Taxa
fotossintética liquida (A), (B) - relacdo da taxa fotossintética entre a concentracao
interna de CO; (A/Ci), (C) - relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO;
(Ci/Ca) e (D) - condutancia estomatica (gs). Barras corresponde a média + EP (n = 4).

Asteriscos indicam diferencas significativas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relagdo ao

controle, pelo teste de Dunnett

3.6. Respiracéo e fotorrespiracao

Os tratamentos com KF inibiram a fracdo de elétrons utilizados para a
carboxilacdo (ETRc) e para a oxigenacdo (ETRo0), indicando queda tanto na fotossintese
quanto no processo fotorrespiratorio (Fig. 6B-C). De fato, assim como ja foi relatado
para a assimilacdo liquida de carbono, a taxa fotorrespiratoria (Rp) também diminuiu
com a exposicao ao poluente. A taxa de respiragdo noturna (Rn) e mitocondrial (Rp) das
folhas de B. basiloba, por sua vez, aumentaram em resposta ao KF (Fig. 6E-F). A razdo

ETRCc/ETRo néo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Fig. 6D).
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Fig. 5. Respiracdo e fotorrespiracdo de plantas de Byrsonima basiloba apds 30 dias de
exposicdo ao fluoreto de potassio em diferentes concentragdes (0, 10, 20 e 30 mg L™).
(A) — Taxa de fotorrespiracdo (Rp), (B) - Fluxo de elétrons utilizado para carboxilacdo
(ETRc) e (C) - oxigenagdo (ETRo) pela rubisco, (D) - Razdo ETRc/ETRo, (E) -
respiracdo mitocondrial (Rp) e (F) - respiracdo noturna (Rn) em plantas de Byrsonima
basiloba apds 30 dias de exposicdo ao fluoreto de potassio em diferentes concentracfes
(0, 10, 20 e 30 mg L1). Barras corresponde & média = EP (n = 4). Asteriscos indicam
diferencas significativas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relagdo ao controle,

pelo teste de Dunnett.
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4. Discussao

A exposicdo de Byrsonima basiloba ao fluoreto de potassio (KF) por chuva
simulada afetou a morfologia e fisiologia das plantas. Em espécies sensiveis 0 KF
absorvido através dos estdmatos € translocado e imobilizado em porgdes apicais e
marginais das folhas, podendo ser acumulado no mesofilo, onde altera a formagéo das
células da epiderme, parénquima palicadico e lacunoso (Fornasiero, 2001; Sant'/Anna-
Santos et al., 2006), promovendo danos fisioldgicos e bioquimicos (Divan Junior et al.,
2007). Em contato com o fltor, os primeiros sintomas visiveis de injurias observados
nas plantas tém sido a muito tempo reconhecidos por formagdes de clorose e necrose
(Arndt et al., 1995), no entanto, em B. basiloba o flGor, ao ser absorvido pelas folhas,
promoveu acimulo de pigmentos avermelhados na superficie foliar. Esses pigmentos
indicam o acumulo de antocianinas, descritos como indicativo do acumulo de fltor
pelas plantas (Doley, 1986) e ja foi observado também em Byrsonima crassifolia (Paula
et al., 2005). Em estudo, Rezende e Furlan (2009) utilizando as mesmas amostras de
plantas analisadas por Furlan et al. (2007), observaram que as concentracdes de
antocianinas foram positivamente correlacionadas aos sintomas de lesdo foliar,
sugerindo que os compostos fendlicos sdo importantes para estabelecer lesdes
vermelhas na superficie da folha. As antocianinas sdo pigmentos antioxidantes que
atuam na manutencdo das funcGes fisioldgicas e prevencdo de danos oxidativos nas
células e representam uma resposta de tolerancia da planta ao poluente (Gould et al.,
2002; Dai et al., 2012). As alteracGes foliares visiveis precedem os sintomas
anatdmicos, o que indica o valor prognéstico da utilizacdo das analises microscopicas
(Sant’Anna-Santos et al., 2014). Dessa forma, a associacdo entre os efeitos visuais,
anatdmicos e fisiolégicos podem ser excelentes marcadores dos efeitos do KF nas
plantas.

O contato do fltor com a superficie da folha através da chuva simulada promove
colapso dos tecidos parenquimaticos em espécies susceptiveis através da absorcdo e
acumulo do KF no mesofilo (Sant’ Anna-Santos et al., 2014; Rodrigues et al., 2017). Em
Byrsonima basiloba o contato do KF com as células epidérmicas atraves da chuva
simulada proporcionou aumento na espessura da epiderme adaxial. Essa expansdo
celular possivelmente esta relacionada ao acimulo de exsudato de pectinas, como ja foi
descrito em plantas tratadas com ozonio (Gunthardt-Goerg et al., 1997), indicando a

formagcdo de um mecanismo de desintoxicagdo em plantas expostas a poluentes
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atmosféricos. Long e Naidu (2002) constataram que 0 aumento da matriz aquosa da
parede celular esta relacionado com o acumulo de compostos como 0 ascorbato, as
poliaminas, as glutaminas e enzimas que ajudam na eliminacdo de poluentes, bem como
espeécies reativas de oxigénio.

Em resposta ao incremento das doses de fluoreto de potassio, B. basiloba
apresentou acumulo de compostos fendlicos, que séo indicativos de estresse oxidativo
na planta (Vaughn e Duke, 1984; Chaves et al., 2002; Louback et al., 2016). Em
trabalho similar, Rodrigues (2017) relatou aumento de fenoOis em reposta a chuva
simulada com fluoreto de potassio nas concentracdes de 20 e 30 mg L™ em Eugenia
dysenterica. Em geral, os polifendis possuem uma estrutura ideal para o sequestro de
radicais livres, uma vez que sdo doadores de protons (Degaspari and Waszczynskyj,
2004; Barreiros et al., 2006), representando assim uma protecdo contra o estresse
oxidativo que ocorre associado a exposi¢do ao fluor (Craft et al., 2012; Louback et al.,
2016). Assim, as caracteristicas adaptativas da espécie como folhas grossas, células da
epiderme espessa e, acumulo de antocianinas e fendis sdo importantes mecanismos que
atuam na desintoxicacdo do KF, contribuindo para a manutencéo dos tecidos.

O processo fotossintético também foi impactado nas plantas submetidas ao KF,
tanto em relacdo as reacBes luminosas quanto na etapa de fixacdo de carbono. Os
parametros da fluorescéncia da clorofila a sdo amplamente utilizados em estudos sobre
os efeitos do estresse ambiental em plantas e comumente citados como bons parametros
para a bioindicacdo, ja que sdo faceis e rapidos de serem obtidos, além de refletirem a
salde da planta (Areington et al., 2017; Lima et al., 2017). Em experimento com fluor,
em plantas de gladiolo, Mesquita et al. (2013) observaram diminuicdo na eficiéncia
quantica do fotossistema Il (Fv/Fm), indicando que o flior pode causar fotoinibicéo
(Singh e Verma, 2013; Rodrigues et al., 2017). Em B. basiloba, no entanto, o KF nao
alterou Fv/Fm, indicando que o decréscimo observado em ®ps;; esteve relacionado a
reducdo na proporcdo de centros do PSII abertos (qP), o que pode ser ocasionado, por
exemplo, por uma queda na concentracdo de pigmentos fotossintéticos (Farnese et al.,
2017). O incremento da fluorescéncia minima (Fo) em resposta ao fator estressante, por
sua vez, € indicativo de lesdes do PSII ou de limitagcGes na transferéncia de energia de
excitacdo do complexo antena para os centros de reacdo (Lima et al., 2017). As
avaliacdes de (FO) e da eficiéncia de operacdo do fotossistema II (®psii), s&o dois dos
parametros de fluorescéncia mais representativos para se avaliar o efeito biolégico de

estressores ambientais nas plantas (Wen et al., 2011), de forma que as alteragdes


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1470160X16300656#bib0030
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observadas em B. basiloba poderiam ser eficientemente utilizadas na bioindicacdo da
qualidade do ambiente.

O incremento na dissipacéo ndo fotoquimica (NPQ) é comumente observado em
plantas expostas a estressores e representa um importante mecanismo adaptativo, como
relatado por Neves et al. (2009) em Eugenia uniflora apds chuva acida simulada. De
fato, altos valores de NPQ indicam aumentos na dissipacéo termal no PSI|I, evitando que
energia que nao esta sendo utilizada no evento fotoquimico possa comprometer o
aparato fotossintético. Assim como relatado para Fo € ®psy, 0 NPQ também é um
parametro indicativo da presenca de estressores ambientais. Nesse sentido, as avaliages
da fluorescéncia da clorofila a constituem bom indicador das modificacbes do
fotosistema Il e da sua operacdo em resposta ao KF (Rodrigues et al., 2017), porque 0s
agentes estressores, como o fluor, podem influenciar o estado funcional (Baker e
Rosengvist, 2004) e a taxa de transporte de elétrons (Baunthiyal e Sharma, 2014) na
membrana do tilacdide.

Alteracbes também foram observadas nos parametros relacionados as trocas
gasosas, sendo que a chuva simulada com fluoreto de potassio desencadeou reducdo na
condutancia estomatica e na assimilacéo liquida de carbono (A), danos semelhantes aos
observados por Oliva e Figueiredo (2005) em plantas de Panicum maximun submetidas
a chuva simulada com fldor. O fechamento estomatico é uma das primeiras respostas
das plantas aos poluentes atmosféricos e representa um mecanismo para diminuir a
entrada dos poluentes nos tecidos vegetais podendo, no entanto, resultar em menores
taxas fotossintéticas (Cai et al.,, 2016). Contudo, embora o KF também tenha
desencadeado o fechamento estomatico em B. basiloba, a reducdo na condutancia
estomatica ndo parece ter sido o principal responsavel pela queda nas taxas
fotossintéticas, ja que Ci/Ca se manteve constante. A eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci),
por sua vez, diminuiu significativamente, indicando que o fluor desencadeou danos na
atividade da Rubisco, principal enzima envolvida na fixagdo do carbono. A Rubisco é
particularmente sensivel ao estresse oxidativo (Mehta et al., 1992; Ishida et al., 1997),
dando origem a formacdo de espécies reativas de oxigénio que atuam na sua degradagédo
(Leitao et al., 2003).

Apesar de processos respiratorios e fotorrespiratdrios serem determinantes para
o balanco de carbono nas plantas e, portanto, para seu crescimento e sobrevivéncia,
alteracOes desencadeadas por poluentes atmosféricos na respiracdo e na fotorrespiracdo

ainda séo pouco documentadas (Gupta et al., 2016). Em B. basiloba a razdo ®psi/®coz



33

aumentou a medida que a dose de KF também aumentou, demonstrando que, sob
estresse, a planta desencadeou o redirecionamento dos elétrons para outras vias
metabolicas, no caso a respiracdo. Esse incremento na respiracdo pode ser, em parte,
devido a elevacdo da atividade da ATPase mitocondrial pelo fluor, conforme relatado
por Miller e Miller (1974) em Glycine max submetida ao fldor. A diminuicdo da
fotossintese e 0 aumento da respiracdo sdo relatados em estudos com plantas sob
estresse por 0z6nio e por outros poluentes (Mereu et al., 2011; Dumont et al., 2013;
Farnese et al., 2017), sendo que 0 aumento nos processos catabdlicos (respiracdo) é
importante para mobilizar ATP e esqueletos de carbono para suprir a alta demanda
energeética envolvida em processos de defesa (Farnese et al., 2017). O incremento da
respiracdo pode estar relacionado com o aumento dos espacos intracelulares em B.
basiloba, facilitando a maior difusdo de CO: na folha. Gonzalez-Meler et al. (2004)
relataram que niveis elevados de CO. aumenta a taxa de respiracdo. A fotorrespiracéo,
por sua vez, diminuiu apds a exposicdo ao fldor. A regulacdo desse processo é
importante para contrabalancear a reducdo na eficiéncia de carboxilagdo, como indicado
pelo aumento na razdo ETRC/ETRo, e para reduzir a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, j& que em plantas expostas a poluentes a fotorrespiracdo pode ser responsavel
pela producéo de até 70% de todo o H20> presente na celula (Gupta et al., 2013). Essa
reprogramacao dos processos metabolicos é essencial para que as plantas consigam, ao

menos parcialmente, manter sua homeostase e funcdes celulares (Farnese et al., 2017).

5. Conclusdo

Com base nos dados apresentados, é possivel concluir que B. basiloba apresenta
alto potencial para a bioindicacdo de ambientes contaminados com KF, uma vez que a
exposicao ao poluente desencadeou diversas alteraces nos diferentes niveis avaliados.
As alteragbes observadas incluem desde sintomas visuais, como 0 aparecimento de
manchas avermelhadas, até alteracGes metabdlicas, as quais podem ser analisadas de
forma ndo destrutiva, 0 que permite a associacdo de programas de biomonitoramento
com a arborizacdo urbana ou com a recuperacdo de areas degradadas. E importante
observar, ainda, que embora B. basiloba seja susceptivel aos danos desencadeados pelo
KF, apresentando alteracfes visuais e danos na fotossintese, a planta foi capaz de
reprogramar seu metabolismo em resposta ao fldor, alterando a respiracéo,

fotorrespiragdo e a sintese de moléculas antioxidantes, como antocianinas e compostos
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fendlicos que contribuiram na integridade dos tecidos. Essas alteragBes representam
importantes mecanismos de defesa em resposta a agentes estressores e podem ser
determinantes para a sobrevivéncia da planta, o que seria importante para permitir o

desenvolvimento de programas de bioindicacéo em longo prazo.
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