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RESUMO

RODRIGUES, ARTHUR ALMEIDA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, julho de 2018. Efeito da chuva simulada de
fluoreto de potéssio em duas espécies arbdreas. Orientador: Dr. Sebastido Carvalho
Vasconcelos Filho. Coorientadora: Dr.2 Giselle Camargo Mendes.

O flbor é um dos principais poluentes fitotoxicos langados na atmosfera. Pode
ser liberado por fabricas de tijolos, ceramicas, minerais fosfatados e fundicdes de
aluminio, provocando danos em diferentes espécies de plantas. Eugenia dysenterica
(Myrtaceae) e Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) sdo espécies com ampla
distribuicdo no Brasil e tem sido utilizadas na recuperacdo de areas degradadas e
arborizacdo urbana. Desta forma, objetivou-se determinar o potencial bioindicador de E.
dysenterica e S. saponaria através de respostas morfoanatdmicas e fisioldgicas apds
chuva simulada com fluoreto de potassio (KF). Plantas jovens de E. dysenterica e S.
saponaria, foram submetidas diariamente a chuva simulada de KF nas concentracGes de
0, 10, 20 e 30 mg L para E. dysenterica e 0, 10, 20, 30 e 40 mg L™ de KF para S.
saponaria. A formacdo de necrose e clorose foram evidenciadas em ambas as espécies,
no entanto S. saponaria apresentou maior sensibilidade, com aparecimento de danos a
partir do 4° dia de aplicacdo do KF em todos os tratamentos testados, seguido de
alteracOes dos tecidos parenquimaticos com colapso das células, acimulo de compostos
fenolicos, danos nas etapas fotoquimicas e bioquimicas da fotossintese de acordo com o
incremento das doses de KF. Os sintomas visiveis associados as variaveis fisiologicas
ndo invasivas demostraram ser importantes biomarcadores da acéo do fldor. Além disso,
as caracteristicas avaliadas demostraram que E. dysenterica e S. saponaria séo
susceptiveis ao fluoreto de potéassio, apresentando alto potencial de bioindicacdo a esse
poluente.

Palavras-chave: fluor; plantas bioindicadoras; toxicidade
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ABSTRACT

RODRIGUES, ARTHUR ALMEIDA. Goiano Federal Institute of Education, Science,
and Technology - Rio Verde Campus, July 2018. Effect of simulated rainfall of
potassium fluoride on two plant species. Advisor: Dr. Vasconcelos Filho, Sebastido
Carvalho. Co-advisor: Dr. Mendes, Giselle Camargo.

Fluoride is one of the main phytotoxic pollutants released into the atmosphere. It
is usually produced by brickworks, ceramic plants, phosphate minerals manufacturing,
and aluminum smelters, causing damages in different plant species. Eugenia dysenterica
(Myrtaceae) and Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) are species growing widely in
Brazil and have been used for recovering degraded areas and urban afforestation. This
study aimed to determine the bioindicator potential of E. dysenterica and S. saponaria
through morpho-anatomical and physiological responses after simulated rainfall with
potassium fluoride (KF). E. dysenterica and S. saponaria seedlings were submitted
daily to simulated KF rain at concentrations of 0, 10, 20, and 30 mg L* for E.
dysenterica, and 0, 10, 20, 30, and 40 mg L™ from KF to S. saponaria. The necrosis and
chlorosis formation were shown in both species; however S. saponaria presented
greater sensitivity with damage occurring as the 4™ day after KF application in every
tested treatment, followed by alterations in the parenchyma tissues with cells collapsing,
phenolic compounds accumulation, damages in the photochemical and biochemical
stages of photosynthesis according to the increment in KF doses. The visible symptoms
associated with the non-invasive physiological variables showed to be important
biomarkers in the fluoride action. In addition, the evaluated characteristics showed that
E. dysenterica and S. saponaria are susceptible to potassium fluoride, presenting high

potential of bioindication to this pollutant.

Key-words: Fluoride; Bioindicator plants; Toxicity.



INTRODUCAO

O fluor (F) é um elemento eletronegativo halogénio que apresenta alta
distribuicdo no meio ambiente e se destaca pela forte toxicidade (Fordyce et al., 2007).
Varios riscos para a saude estdo associados quando a concentracdo de flior no meio
ambiente excede ou ultrapassa o limite prescrito pela OMS organizacdo mundial da
salide (1,5 mg L) (Mukherjee e Halderd, 2016). As principais fontes de F podem ser
naturais, como rocha mineral, fluorite, fosfato de rocha, criolite, apatita, mica (Murray,
1986). No entanto, grandes quantidades desse elemento sdo langadas através de
operacdes industriais, como por exemplo, mineracdo de fertilizantes fosfatados,
fundigdes de zinco e aluminio, fabricas de cerdmicas e tijolos (Bhatnagar et al., 2011).

O fldor é 3 vezes mais fitotoxico do que outros poluentes comuns (por exemplo,
diéxido de enxofre, nitrato de peroxiacetila e o gas de cloro), sendo que quantidades
relativamente pequenas liberadas na atmosfera podem resultar em dano extensivo a vida
vegetal (Weinstein e Davison, 2004). Quando langado na atmosfera em estado gasoso o
flGor penetra nos tecidos da planta, principalmente através dos estdmatos (Sant’Anna-
Santos et al., 2014). Em solucdo aquosa pode ser absorvido por toda a superficie foliar
(Chaves et al., 2002), podendo ser acumulado no mesofilo alterando a integridade das
células (Oliva e Figueiredo, 2005). A clorose é o primeiro sintoma da folha visivel em
resposta ao fluoreto (Zouari et al., 2014) e um aumento na concentracdo e no tempo de
exposicdo pode ocasionar danos na estrutura anatdbmica e processo respiratorio
(Rodrigues et al., 2018) com formacdo de espécies reativas de oxigénio (Zouari et al.,
2017).

Em regibes tropicais ha muito sdo sentidos os problemas da polui¢do do ar,
especialmente em cidades do Brasil, Argentina, Colombia e Venezuela (Klumpp et al.,
2001; Domingos et al., 2002). Desta forma, programas de biomonitoramento devem ser

incentivados nestes paises pelos 6rgdos governamentais, uma vez que representam uma


https://link.springer.com/article/10.1007/s11270-013-1817-5#CR33

alternativa vidvel com custo de aplicacdo reduzido quando comparado com outras
metodologias. Assim, fornece informacOes sobre a qualidade do ar em locais que ndo
contam com onerosas redes de monitoramento (De Temmerman et al., 2004; Gurgatz et
al., 2016). Assim, o biomonitoramento € importante para determinar as condi¢des do ar
e elucidar os danos na vegetagdo (Mar¢ et al., 2015). Podendo ser empregado atraves de
técnicas de relagBes dose-resposta com a implantagdo de experimentos instalados em
condicdes controladas ou estudos de campo que priorizam a validacdo de metodologias
e criacdo de marcadores da acdo do poluente nas espécies de plantas estudadas (Vike,
1999; Weinstein e Davison, 2004). Para isso, pode ser utilizado o biomonitoramento de
forma passiva, com o uso da vegetacdo no préprio local de estudo, ou ativa com plantas
expostas no campo durante um tempo bem especificado. Esses dois métodos de
biomonitoramento é possivel utilizar a bioindicacdo de acumulacdo baseando na
determinacdo analitica das concentracdes de poluentes nas plantas, e bioindicadores de
resposta, que demostram efeitos foliares, que podem ser atribuidos a poluentes
atmosféricos especificos (Vike, 2005).

A compreensdo dos efeitos do flior nas caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas
das espécies sensiveis, permite a selecdo de biomarcadores para a polui¢do por fluor, os
quais sdo de fundamental importancia na identificacdo dos danos no meio ambiente em
programas de biomonitoramento (Klumpp et al.,, 2001; Sant'/Anna-Santos et al.,
2012). Muitas empresas usaram plantas como bioindicadores, através de sistemas de
monitoramento da qualidade do ar em rede implementado na Europa, para coletar dados
sistematicos em certas cidades da Europa (Rodriguez et al., 2015). Assim, criar um
inventario de resposta padronizado com as espécies bioindicadoras selecionadas para 0s
diferentes poluentes (Klumpp et al., 2001; Anjos et al., 2018). No Brasil, existe uma
lacuna de estudos sobre o efeito do flior nas espécies nativas, principalmente do
cerrado brasileiro, dificultando a implantacdo de estagdes de monitoramento ambiental
nessa regiao.

Diante disso, torna-se essencial o estudo de bioindicadores da poluicdo do ar
com fldor. Para isso, a selecdo de especies com potencial para bioindicagdo é
primordial. Assim, as especies Eugenia dysenterica e Sapindus saponaria L., sdo
individuos amplamente distribuidas no Brasil, de facil e rapida identificagdo e com
representantes da mesma familia ja citados como bioindicadores de poluentes (Lorenzi,
2002; ITIS, 2018). No entanto, ndo ha, até o presente momento, estudos sobre o efeito

do fluor na morfologia, anatomia e fisiologia de E. dysenterica e S. saponaria.
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da toxicidade da chuva simulada
com fluoreto de potéassio, através de respostas morfoanatémicas e fisioldgicas nas folhas
de Eugenia dysenterica e Sapindus saponaria, para caracterizar as espécies como um
bioindicador potencial do poluente e aumentar o conhecimento das respostas das plantas

ao fluor.



CA’PI'TULO |:EFEITO DA CHUVA SIMULADA COM FLUORETO DE
POTASSIO NA MORFOANATOMIA E FISIOLOGIA DE Eugenia dysenterica
(Mart.) DC

(Artigo Aceito na Revista Ecological Indicators)

Resumo

O fluor é encontrado na atmosfera principalmente na forma de acido fluoridrico,
liberado por inddstrias ligadas a producdo de aluminio, vidros e ceramicas, além de
fertilizantes fosfatados. E um elemento de elevada toxicidade, bastante prejudicial ao
crescimento das plantas. A espécie Eugenia dysenterica (Mart.) DC. (Myrtaceae) € uma
arvore frutifera nativa do Cerrado brasileiro, com grande distribuicdo em regides
antropizadas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de
bioindicacdo de E. dysenterica a chuva simulada de fluoreto de potassio (KF). Os danos
causados pela toxidez do KF foram analisados via alteracbes morfoanatbmicas e
fisiolégicas nas folhas. Plantas jovens com aproximadamente 40 dias de idade, foram
selecionadas a partir da padronizacdo da altura (~14 cm) e transplantadas
individualmente para vasos contendo 5 kg de substrato composto por areia lavada,
vermiculita e bioplant® (1:1:1). As plantas foram submetidas diariamente ao KF, em
chuva simulada nas concentrag@es de 0, 10, 20 e 30 mg L de KF, por um periodo de 27
dias. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 4
repeticdes, cada repeticdo composta por 1 planta cada, ou seja, 4 plantas por tratamento.
Apbs o periodo de exposicdo ao KF, as folhas de E. dysenterica foram avaliadas
visualmente, fisiologicamente e fragmentos foliares foram coletados para analise
anatdmica. E. dysenterica apresentou formacao de necroses na face adaxial, a partir da
borda para o centro, e degradagdo dos tecidos com formacdo de plasmolise e
alongamento celular, intensificados com o aumento da dose de KF. Os teores de



clorofila e os pardmetros fotoquimicos obtidos através da fluorescéncia da clorofila a,
indicaram danos severos no fotossistema Il com o incremento das doses de KF. Os
resultados obtidos com a exposicdo de E. dysenterica ao fluoreto, permite caracterizar a
especie como potencial bioindicadora de reacdo ao poluente podendo ser empregada

posteriormente em programas de biomonitoramento ambiental.

Palavras-chave: Bioindicador; Cerrado; Fluor; Poluicao.

1. Introducéo

A poluicdo atmosférica causada pelo rapido avanco da industrializagdo tornou-se
uma preocupacdo global (Du et al., 2018). A atividade, principalmente de fabricas de
tijolos, ceramicas e fertilizantes fosfatados localizadas em éreas proximas a reservas
permanentes do Cerrado, contribui para a emissdo de flGor para atmosfera nessas
regides (Fortes et al., 2003). A contaminagdo do ar pela producdo de fertilizantes
fosfatados, deve-se as impurezas das rochas fosfatadas utilizadas como matéria-prima,
que liberam fltor (F), arsénio e cadmio, entre outros (Sauerbeck, 1992). Na producéo
desses fertilizantes, parte do F é perdida na atmosfera durante o processo de
acidificacdo, de modo que a concentracdo de F no fertilizante é reduzida, além de ser
diluida com outros componentes, tais como superfosfato e fosfato amoniaco
(McLaughlin et al., 1996). No entanto, pouco se sabe sobre os danos causados pelo
fldor nas plantas nativas do Cerrado.

O fluoreto liberado na atmosfera pode ser depositado nas plantas na forma
gasosa o qual é absorvido através dos estdbmatos e, por toda a superficie foliar quando
exposto em solucdo aquosa, como através da chuva (Miller, 1993; Chaves et al., 2002).
Ao penetrar no tecido, o flior tem sido descrito por provocar descolora¢do do limbo
foliar até a formacdo de necrose na faixa apical das folhas (Fortes et al., 2003;
Sant'Anna-Santos et al., 2012), acarretando deformac6es ou colapso nas células (Singh-
Rawal et al., 2010). Assim, processos Vitais na planta como fotossintese e respira¢ao sao
alterados em decorréncia a exposic¢do ao fltor (Miller e Miller, 1974; Divan Junior et
al., 2007).

O flbor é considerado um dos poluentes mais fitotdxicos para o ambiente,
mesmo quando presente em baixa dosagem, pois persiste por muito tempo no ar, no

solo e na agua, afetando negativamente todos os niveis do ecossistema (Oliva e



Figueiredo, 2005; Jha et al., 2009; Brougham et al., 2013; Baunthiyal e Sharma, 2014).
No entanto, os efeitos deste poluente nas plantas dependem de vérios fatores, como
concentracdo, tempo de exposicdo, estagio de desenvolvimento, temperatura e
intensidade luminosa (Greenwood, 1956).

O Brasil tem uma ampla biodiversidade de espécies de plantas com alto
potencial de bioindicacdo de poluentes atmosféricos, principalmente para fluoreto,
conforme relatado em Joannesia princeps e Peltophorum dubium (Silva et al., 2000),
Magnolia ovata St. Hill (Sant'/Anna-Santos, 2007), Calopogonium mucunoides e
Erigeron bonariensis (Divan Junior et al., 2008).

Eugenia dysenterica (Mart.) DC. pertence a familia Myrtaceae, popularmente
conhecida como “cagaita”, € uma arvore frutifera nativa do Cerrado brasileiro e possui
caracteristicas adaptativas para solos acidos e pobres em nutrientes (Vieira Neto et al.,
2009). E amplamente distribuida em regides tropicais (Almeida et al., 1998; Lorenzi,
2002), e ocorre naturalmente nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Maranhdo, Piaui e Goias (Brito et al., 2003;
Martinotto et al., 2008). Outras espécies da familia Myrtaceae, como Eugenia uniflora
L., j& foi descrita como potencial bioindicador de poluentes atmosféricos por sua alta
sensibilidade a exposicdo combinada de material particulado e chuva éacida (Neves et
al., 2009).

No entanto, os efeitos toxicos do fluoreto ainda ndo sdo bem conhecidos, bem
como a resposta da planta ao fldor. Existem poucos estudos sobre as respostas
anatémicas e fisioldgicas das espécies arboreas tropicais nativas expostas ao fluoreto
(Tresmondi e Alves, 2011; Moura et al., 2014). O estudo das lesbes de folhas de
Eugenia dysenterica provocadas pelo flior é importante para elucidar aspectos do seu
possivel uso em programas de biomonitoramento da qualidade ambiental do Cerrado.
Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito da toxicidade do fluoreto,
via chuva simulada, através de respostas morfoanatdmicas e fisioldgicas nas folhas de

Eugenia dysenterica.

2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal, Condigdes de Cultivo e Tratamentos
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Sementes de Eugenia dysenterica foram obtidas a partir de 10 plantas adultas em
plena producéo, localizadas no municipio de Montes Claros, Goias, Brasil (latitude 16°
0620”S - longitude 51°17'11“ W ¢ altitude de 592 m). O espécime foi depositado no
Herbério do Instituto Federal de Goiano (IF Goiano, Campus Rio Verde), sob nimero
n° 630/2017. As sementes foram inicialmente tratadas com fungicida Vitavax®-Thiram
(30%), sendo posteriormente semeadas em canteiros contendo areia lavada como
substrato. O experimento foi conduzido em condi¢Bes controladas, em casa de
vegetacdo localizada no IF Goiano (latitude 17° 48’ 16’ S, longitude 50° 54° 19> W e
altitude de 753 m).

Aproximadamente 40 dias apds emergéncia, 16 plantulas foram selecionadas a
partir da padronizacdo da altura (~14 cm) e transplantadas individualmente para vasos
de 5 L contendo substrato composto por vermiculita, areia lavada e Bioplant® (1:1:1).
Apos 10 dias de aclimatacdo, as plantas foram expostas a aplicacdo de solucédo liquida
de fluoreto de potéssio (KF, pH 6,0) nas concentracbes de 0 (controle), 10, 20 e 30 mg
L' adaptado de Silva et al. (2000) e Sant'’Anna-Santos et al. (2007) por 27 dias
consecutivos, com o intuito de simular a concentracdo de fldor observada nas
adjacéncias de areas poluidas (Smith e Hodge 1979). Os valores de pH das solugdes
foram ajustados com solucdo de HCI (2,0 M) e NaOH (2,0 M). A aplica¢do do fluor
ocorreu mediante chuva simulada realizada com pulverizadores manuais, com aplicacédo
de 60 mL dia* por planta, volume baseado na evapotranspiragdo média de plantas. Apos
27 dias de exposicdo aos tratamentos, foram realizadas as avaliagbes visuais e
fisiolGgicas, além da coletada de material vegetal para analises morfoanatémicas.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com 4 tratamentos
(concentracbes de KF) e 4 repeticdes, cada repeticdo composta de um vaso contendo 1

planta (4 plantas por tratamento).

2.2. Avaliacao dos sintomas foliares visiveis

Os sintomas visiveis foram caracterizados por fotografias de toda a superficie
foliar de folhas completamente expandidas de Eugenia dysenterica, tiradas com camera
digital (Cyber-Shot HX100V, SONY, Japao), monitorados ao longo de todo periodo
experimental. Para a confecgdo da prancha foi utilizado a folha que melhor

representasse o efeito do tratamento com KF.
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2.3. Avaliacéo da fluorescéncia da clorofila a

As varidveis da fluorescéncia da clorofila a foram mensuradas utilizando
fluorémetro (6400-40, Li-cor, Nebraska, EUA) acoplado ao IRGA (IRGA, LI-6400xt,
Li-Cor, Nebraska, EUA) na ultima folha totalmente expandida. Inicialmente, as folhas
foram adaptadas ao escuro (quando os centros de reacdo do fotossistema Il (FSII) estédo
abertos) para obteng&o da fluorescéncia minima (Fo) e méxima (Fm), com a aplicacéo da
luz de medicdo (~ 0.03 umol m2 s) e de um pulso de saturacdo (> 3.000 pmol m=2 s?),
respectivamente. O rendimento quantico potencial do fotossistema Il foi determinado
como Fu/Fm = (Fm-Fo)/Fm (Kitajima e Butler, 1975). Apds iluminagdo com luz actinia
continua (~1000 pumol m? s) por 40 s, um pulso de saturacdo foi aplicado para
determinar a fluorescéncia méxima (Fm’) e steady-state (Fs) nas folhas adaptadas a luz.
A partir dos dados obtidos, foi possivel calcular o rendimento quéntico efetivo do FSII
(AF/Fm’= [Fm’-Fs]/Fm’). A partir dos dados obtidos foi possivel calcular a dissipacdo
ndo fotoquimica ndo regulada (N = [Fm-Fm’]/[Fm-Fo] (Lichtenthaler et al., 2005), e
regulada (NPQ = [Fm-Fm’]/Fm’), que estima a dissipagdo térmica pelo FSII (Maxwell e
Johnson, 2000).

2.4. Determinacao de clorofilas

A determinacédo dos teores de clorofilas a, b e totais foram realizadas em folhas
completamente expandidas, utilizando clorofildmetro portétil (clorofiLOG, modelo
CFL1030, Falker, Brasil).

2.5. Caracterizacdo morfoanatdémica foliar

Para as analises morfoanatémicas foram coletadas amostras foliares de 3 cm? da
regido central da Gltima folha totalmente expandida de todas as repeticdes (n=4) de cada
tratamento (n=4) das plantas de Eugenia dysenterica. Inicialmente as amostras foram
fixadas em Karnovsky (1965), por 24 horas. Apos este periodo, o material vegetal foi
pré-lavado em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,2) e desidratado em série etilica crescente
(30% a 100%), pré-infiltrado e infiltrado em historesina (Leica, Alemanha), conforme
as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram seccionadas

transversalmente a 5 um de espessura em microtomo rotativo (Modelo 1508R, Logen
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Scientific, China) e os cortes corados com azul de toluidina - coloracdo policromética
(0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8) (O’Brien et al., 1964). As imagens foram obtidas
em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com cémera DP-72
utilizando opcdo de campo claro. Posteriormente, foram realizadas observacoes
morfoanatbmicas da epiderme nas faces adaxial e abaxial, parénquima pali¢édico,
esponjoso e mesofilo. As medidas de micromorfometria foram obtidas a partir das
imagens anteriores usando o software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em
Java, v. 1.47, EUA) e dez observacdes por repeticdo foram medidas para cada estrutura
avaliada. A localizagdo do amido também foi realizada por coloracéo histoquimica com
solugéo de lugol a 10 g L (Jensen, 1962).

2.6. Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos a andlises anteriores de
homogeneidade de variancia (teste Levene) e normalidade dos erros (teste Shapiro-
Wilk). Com a normalidade dos dados confirmadas, foi realizado ANOVA, seguido pelo
teste Dunnett, pelo software ASSISTAT v. 7.7.

3. Resultados

3.1. Avaliacao dos sintomas morfologicos

O tratamento controle ndo apresentou danos na estrutura da folha (Figura 1A).
Por outro lado, o fluoreto de potassio (KF), aplicado através de chuva simulada, causou
pequenas areas clordticas no apice da folha, comecando pela menor concentracao
aplicada (10 mg L KF) (Figura 1B). Além disso, manchas amarelas, com aparéncia
necrética foram evidentes no apice e nas bordas das folhas expostas a doses acima de 20
mg L KF (Figura 1C). Na concentragdo mais alta (30 mg L KF), foi possivel observar
0 avancgo da clorose na lamina da folha e necrose ao longo de toda a borda da folha
(Figura 1D).
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Figura 1. Sintomas visiveis nas folhas de Eugenia dysenterica, destacadas por setas

pretas, ap6s 27 dias de exposicdo a chuva simulada de fluoreto de potassio em
diferentes concentragdes: (A) controle. (B) 10 mg L™ KF. (C) 20 mg L* KF. (D) 30 mg
L't KF. Barra de escala 2 cm.

3.2. Avaliacao das alteracdes anatébmicas

Em secgdo transversal da lamina foliar, observou-se que a epiderme de E.
dysenterica é uniestratificada em ambas as faces, sendo as células epidérmicas da face
adaxial maiores que as da face abaxial (Figura 2A). Os estdbmatos ocorrem apenas na
face abaxial, caracterizando a folha como hipoestomatica; além disso, mostram-se
situados no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 2A-B). O parénquima
clorofiliano € dorsiventral, sendo o parénquima pali¢adico constituido por apenas uma
estrato celular e o esponjoso por cerca de seis camadas de células (Figura 2A).
Cavidades secretoras ocorrem geralmente logo abaixo da epiderme em ambas as faces e
também na nervura mediana. A regido da nervura mediana, em secgdo transversal,
apresenta-se biconvexa, com sistema vascular bicolateral envolvido por fibras
esclerenquimaticas (Figura 2B).

Os tratamentos com flior causaram danos anatdmicos em E. dysenterica (Figura
2C-H). No parénquima palicadico e esponjoso foi observado colapso celular e acimulo
mais pronunciado de compostos fendlicos no parénquima esponjoso para o tratamento
com 20 e 30 mg L KF, indicado pela coloragio esverdeada do azul de toluidina
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(Figura 2C, E, G), com retracdo da nervura (Figura 2D, F-H) quando comparado ao
controle (Figura 2A, B).

-—
——
[ 4

Figura 2. AlteracGes anatdmicas nas folhas de Eugenia dysenterica, ap6s 27 dias de

exposicao a chuva simulada de fluoreto de potassio em diferentes concentracGes. (A-B)
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Controle, (C-D) 10 mg L* KF, (E-F) 20 mg L* KF, (G-H) 30 mg L' KF. AdEp,
epiderme adaxial. AbEp, epiderme abaxial; PP, parénquima paligadico; SP, parénquima
esponjoso; Fi, fibra; Xy, xilema; Ph, Floema; FP, parénquima fundamental. Setas
brancas indicam compostos fendlicos. Setas pretas indicam colapso de células
parenquimaticas. Setas pretas na regido da nervura indicam retracdo de nervura. Barra
de escala (A, C, E, G) 50 um; (B, D, F, H) 500 pum.

Foram observados danos significativos na margem foliar de E. dysenterica com
acumulacdo de compostos fendlicos (Figura 3B), colapso celular do parénquima
clorofiliano (Figura 3C e D), plasmolise celular (Figura 3 D, E) na aplicagdo com 30 mg
L de fluoreto, quando comparado ao controle (Figura 3A). No controle, células do
parénquima clorofiliano e de preenchimento na regido da nervura ndo continham gréos
de amido (Figura 3F, H). Contudo, os grdos de amido foram acumulados
abundantemente nas células com aplicagdo de 30 mg L KF (Figura 3G, ).

Figura 3. AlteracOes anatdmicas nas folhas de Eugenia dysenterica, apds 27 dias de

exposicao a chuva simulada de fluoreto de potassio. (A, F, H) controle; (B-E, G, 1) 30
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mg Lt KF. PP, parénquima paligadico; SP, parénquima esponjoso. (B) actimulo de
compostos fenolicos. (C-D) colapso das células do parénquima clorofiliano. (E)

plasmdlise das células. (G-1) acimulo de amido. Barras de escala 20 pum.

A exposicao das plantas a chuva simulada de KF, em concentragdes de 10, 20
mg L7, apresentou efeitos negativos significativos sobre os pardmetros quantitativos
avaliados na anatomia da folha, exceto para epiderme adaxial e abaxial (Tabela 1). Em
plantas expostas as concentragdes mais baixas, 10 e 20 mg L™* KF, houve aumento na
espessura do mesofilo em 36,9 e 76,7%, respectivamente, e redugdo (8,9%) para a
maior concentragio 30 mg L™t KF, em relagdo ao controle. Os parénquimas palicadico e
esponjoso também apresentaram aumento médio de 75,1 e 67,6% na concentracdo de 20
mg L KF e reducéo de 8,7 e 10,4% em plantas tratadas com 30 mg L KF (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do flior na estrutura foliar de Eugenia dysenterica, ap6s 27 dias de
exposicao ao fluoreto de potéssio (KF) em diferentes concentracdes (0, 10, 20 e 30 mg
LY.

Ep. adaxial Ep. abaxial P. palicadico P. esponjoso Mesofilo
(Lm) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm)
OmgL! 12,32+1,60 8,43+0,88 40,52+8,35  69,45+0,48  108,61+4,72

KF

10mg Lt 14,14+0,42 8,97+0,56 49,40+6,66 96,34 +17,57 148,66  +7,58

20mg L' 12,51+0,86 8,19+0,17 70,487+2,99 116,407+10,43 191,937+8,04
30mgL? 12,99+0,66 7,36+0,87 37,00+4,37  62,53+6,93 98,91+4,77

F ns * ** ** **

CV (%) 7,62 8,32 12,07 12,52 4,72
Média £ DP (n = 4), os asteriscos na mesma coluna indicaram diferencas significativas (*

p<0,05) e significativas (** p<0,01) em relagdo ao controle de acordo com o teste de Dunnett.

(ns) ndo significativo.

O teor de clorofila foi reduzido com o aumento das concentragdes de KF (Tabela
2). Em média, houve reducdo de 17% na clorofila a e clorofila total no tratamento com
30 mg L de KF (Tabela 2).

Tabela 2. Clorofila a, clorofila b e clorofilas totais em plantas de Eugenia. Dysenterica,
apos 27 dias de exposicdo ao fluoreto de potassio (KF) em diferentes concentragoes (O,
10,20 e 30 mg L ™).
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KF Clorofila a Clorofila b Clorofilas totais
OmgL? 24,89+0,45 6,5+0,44 31,40+0,78
10mg Lt 23,73+1,92 5,72+0,85 30,14+3,00
20mg Lt 24,35+1,16 5,95+0,66 30,69+2,11
30mg Lt 21,18+2,07 5,04+1,25 26,227+3,12

F * ns *
CV (%) 6,56 14,75 8,23

Média + DP (n = 4), os asteriscos na mesma coluna indicam diferencas significativas (* p<0,05)
e significativas (** p<0,01) em relagdo ao controle de acordo com o teste de Dunnett. (ns) ndo

significativo.

3.3. Alteracdes fotoquimicas

O rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) e o rendimento
quantico efetivo do FSII (AF/Fn’) foram drasticamente reduzidos com o aumento das
concentragcfes de KF (Tabela 3). O quenching ndo fotoquimico (QN) mostrou aumento
de 37% nas plantas expostas ao tratamento de 30 mg L™, em relagdo ao controle (Tabela
3). Com a aplicacdo de doses de KF houve aumento de (98%) na dissipacdo néo
fotoquimica, que estima a constante de taxa de perda de calor do FSII (NPQ), na maior

concentracdo aplicada (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento
quantico efetivo do FSII quando os centros de reacdo estdo reduzidos (FSII) (AF/Fn’),
quenching ndo fotoquimico (gN) e dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) em Eugenia
dysenterica, ap6s 27 dias de exposicdo ao fluoreto de potassio (KF) em diferentes
concentragdes (0, 10, 20 e 30 mg L™).

KF Fv/Fm AF/Fn’ On NPQ
OmgL!  080%001  024%005  063+007 1,00+0,36
10mgL?  077+001*  019+004 065018 1,15+0,67
20mgL?  0,76+001** 016+005* 068+008 1,12+0,28
30mgL?  0,76+002** 013+001* 086004 1,98+0,16"

F - * * *
CV (%) 1,73 23,28 13,43 31,59

Média £ DP (n = 4), os asteriscos na mesma coluna indicaram diferencas significativas (*

p<0,05) e significativas (** p<0,01) em relacdo ao controle de acordo com o teste de Dunnett.
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4. Discussao

A chuva simulada com solucdo de fluoreto de potassio (KF) ocasionou danos
severos na anatomia, fisiologia e morfologia das plantas de Eugenia dysenterica.
Acredita-se que o KF ao entrar em contato direto com a cuticula, é absorvido pelas
células da epiderme, podendo ser acumulado no mesofilo, acarretando em danos nas
estruturas parenquimaticas (Oliva e Figueiredo, 2005). No entanto, 0s mecanismos
precisos de absor¢do de F nas células ainda ndo foram totalmente explorados (Yadu et
al., 2016). Na planta, por ser eletronegativo, o F pode se ligar ao Mg?* reduzindo a
atividade de enzimas originando complexos denominados “metal-fluorine”,
responsaveis pelo aparecimento de zonas sem coloracdo em algumas porg¢des das folhas
(Heath, 1989; Saleh e Abdel-Kader, 2003). O primeiro sitio de acdo de injaria do
fluoreto é o tonoplasto, atuando na remocdo do Ca e Mg da membrana, alterando sua
permeabilidade, levando a desintegracdo do citoplasma e organelas (Wei, 1972). Além
disso acredita-se que ao afetar a fun¢do Ca na planta o KF impossibilita o crescimento
celular danificando a regulacdo estomatica e a percepcao de luz.

O KF via chuva simulada tem sido descrito por promover alteracdes epidérmicas
como erosao de ceras epicuticular e danos estoméaticos em Spondias dulcis (Sant’ Anna-
Santos et al., 2007), favorecendo a absor¢do do F por todo limbo foliar; ou ainda,
absorvido como rota preferencial via tricomas, como observado em Brachiaria
decumens (Pita-Barbosa et al., 2009). Uma vez no mesofilo, o F altera a conformagéo
dos parénquimas palicadico e esponjoso. O aumento da espessura do mesofilo em
baixas doses foi associado ao acimulo de exsudato de pectinas observado em um estudo
com ozbnio (Gunthardt-Goerg et al., 1997), podendo indicar um mecanismo de
desintoxicacdo em plantas expostas a poluentes atmosféricos. Long e Naidu (2002)
descobriram que o aumento da matriz aquosa da parede celular parece conter compostos
como o ascorbato, poliaminas, as glutationas e as enzimas que ajudam na eliminacéo de
poluentes, bem como as espécies reativas de oxigénio. Na dose mais elevada (30 mg L~
1, a lesdo induzida por F aumentou a ruptura marcada da epiderme e o colapso celular,
e pode ser em virtude dos efeitos de F na composi¢do da membrana, como observado
em Pinus banksiana (Zwiazek e Shay, 1988). Assim, a espessura do mesofilo é reduzida
e 0s danos na estrutura das células parenquimaticas podem implicar em menos
superficie apopléastica disponivel para reacdes de defesa (Dizengremel et al., 2013).

Essas alteracbes anatdbmicas tém sido frequentemente utilizadas como subsidio para



19

comparacgdo da susceptibilidade entre espécies expostas a simulacdo de chuva acida
(Sant'Anna-Santos et al., 2006; 2007; 2014)

A aplicacdo de KF via chuva simulada, aumenta a atividade de enzimas do
sistema antioxidante, a partir de 48 horas (Peixoto et al., 2005). O tempo de exposicao e
a severidade do estresse, no entanto, ocasionam reducdo no sistema antioxidante pela
desintoxicacdo ndo eficiente (Fornasiero, 2001), levando ao surgimento de sintomas
como clorose e necrose. Assim, os sintomas foliares clorose e necrose sdo reconhecidos
como os primeiros a serem diagnosticados na planta exposta ao fluoreto (Baunthiyal et
al., 2014; Zouari et al., 2014). Isso leva a formagdo de necrose no lado adaxial das
folhas de E. dysenterica, evidenciadas por deformacgdes na estrutura anatdmica e
acumulacdo de compostos fendlicos. Assim, o acumulo de fenolicos em resposta a
doses de KF em E. dysenterica pode ser indicativo de estresse oxidativo (Louback et al.,
2016), aumentando a formacéao de necrose e alterando a fisiologia e anatomia das folhas
com aplicagdo de 20 e 30 mg L de KF.

A absorcao de fluoreto em E. dysenterica acarretou alteragdes gradativas, com o
incremento das doses de KF, no rendimento quéntico do fotossistema Il das plantas
expostas ao poluente. AlteracGes fotoquimicas foram relatadas em plantas de Populus
deltoides (Singh et al., 2013) e Camellia sinensis (Cai et al., 2016) sob exposicdo ao
fluoreto. Esses danos comprometem a eficiéncia de conversdo da luz absorvida em
energia quimica e fotossintese das plantas (Divan Junior et al., 2007; Singh et al., 2010)
e, por conseguinte, crescimento (Fornasiero, 2003; Mesquita et al., 2011). Para evitar o
estresse, as plantas utilizam mecanismos alternativos para dissipar o excesso de energia,
dentre os quais destacam-se a dissipacdo de elétrons pela fotorrespiracdo (Genty et al.,
1989; Arena et al., 2016) e dissipacdo térmica (Pinnola et al., 2013). Este ultimo
observado pelo aumento do NPQ, descrito como mecanismo protetor do FSII contra
fotoinibicdo (Liu et al., 2007). Dessa forma, a analise da fluorescéncia da clorofila a
constitui bom indicador do estado do fotossistema Il e de sua operacdo (Luttge, 2008),
pois agentes estressores como o flior podem influenciar o estado funcional (Baker e
Rosenqvist, 2004) e taxa de transporte de elétrons (Baunthiayal e Sharma, 2014) na
membrana dos tilacoides.

Apesar da ativacdo de mecanismos fotoprotetores, dependendo da intensidade e
duracdo do estresse, eles podem ndo ser efetivos para prevenir danos fisiol6gicos nas
plantas. O excesso de energia ndo utilizado nos estagios fotoquimicos pode resultar na

formacéo de espécies reativas, promovendo o estresse oxidativo nas plantas (Calatayud
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et al., 2003 e 2007), como observado pela reducdo das clorofilas a e b, importante na
regulacdo do FSII, através de complexos de clorofila-proteina e interconversdes no ciclo
da clorofila (Morais et al., 2007). Esse desequilibrio pode levar ao aumento da energia
da luz que é transferida da clorofila para o oxigénio, resultando na producao de espécies
reativas de oxigénio e danos nos tecidos (Powles, 1984; Dietz e Pfannschmidt, 2011).
Além de comprometer a fotossintese das plantas, o tratamento com KF promoveu o
acumulo de gréos de amido nas células das folhas de E. dysenterica, indicando inibigédo
na translocacdo de carboidratos, como observado com outros poluentes atmosféricos
(Rennenberg et al., 1996). Na resposta ao estresse pelo fluoreto, ha reducdo na atividade
da amilase, que limita a hidrolise e a translocacdo do amido (Karbassi et al., 1971;
Rennenberg et al., 1996). Além disso, a inibicao da respiracdo, como ja foi descrito pelo
tratamento com fldor (Baunthiyal e Ranghar, 2014) também pode estar relacionada ao
acumulo de amido nos cloroplastos.

A formacgdo de necrose foliar como caracteristicas visiveis associadas a
alteracdes anatdbmicas e fisiologicas sdo bons indicadores da acdo do flior em E.
dysenterica. Essas avaliacbes podem ser fundamentais para explicar os danos causados
na planta exposta ao fluoreto de potassio e para auxiliar nos programas de

biomonitoramento deste poluente.

Concluséao

Neste estudo, avaliou-se que o KF via chuva simulada € toxico para plantas de
Eugenia dysenterica. Em geral, a viabilidade celular, indicada pelas alteracdes
anatdmicas da folha e alteracBes nos parametros de fluorescéncia da clorofila a, foram
afetadas negativamente pelo fluoreto. Além disso, a presenca de compostos fendlicos e
a acumulacdo de amido nas folhas expostas ao KF sugerem a resposta da planta ao
estresse oxidativo. Assim, a espécie em estudo tem alto potencial de bioindicagcdo ao KF
podendo ser empregada posteriormente em estudos de monitoramento ambiental. No
entanto, pesquisas adicionais sobre os efeitos do flior sdo necessarias para entender o

mecanismo exato da resposta das plantas ao fluor.
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CAPITULDO II: Potencial bioindicador de Sapindus saponaria a chuva simulada
de fluoreto de potassio: tracos anatémicos e fisioldgicos

(Artigo aceito na revista Ecological Indicators)

Resumo

O fldor é um dos principais poluentes fitotoxicos lancados na atmosfera. Pode
ser liberado na forma de fluoreto de potassio por fabricas de tijolos, cerdmicas, minerais
fosfatados e aluminio, provocando danos em diferentes espécies de plantas. Sapindus
saponaria L. (Sapindaceae) possui ampla distribuicdo no Brasil, EUA, Argentina, e tem
sido utilizada na recuperacdo de areas degradadas e arborizagdo urbana. Desta forma,
objetivou-se determinar o potencial bioindicador de S. saponaria através de respostas
morfoanatémicas e fisioldgicas apds chuva simulada com fluoreto de potassio. Plantas
jovens de S. saponaria, com aproximadamente 50 dias foram tratadas com fluoreto de
potéssio (KF) através de chuva simulada diariamente nas concentracées de 0, 10, 20, 30
e 40 mg L, pelo periodo de 19 dias consecutivos. A formagéo de necrose e clorose em
S. saponaria foram evidenciadas a partir do 4° dia de aplicacdo do KF em todos os
tratamentos testados, seguido de alteracBes dos tecidos parenquimaticos com colapso
das células e acimulo de compostos fendlicos e danos nas etapas fotoguimicas e
bioquimicas da fotossintese com o incremento das doses. Os sintomas visiveis
associados as variaveis ndo invasivas como Fv/Fm, AF/Fr', ETR, A e A/Ci mostraram ser
importantes biomarcadores da acdo do flior. Além disso, as caracteristicas avaliadas
demostraram que S. saponaria é altamente susceptivel ao fluoreto de potassio,

apresentando alto potencial de bioindicacdo a esse poluente.

Palavras-chave: fotossintese; morfologia da folha; poluicdo do ar; toxicidade; plantas

ndo alvo.
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1. Introducgéo

Com o avanco da industrializacdo tem aumentado a incidéncia de contaminacao
por poluentes atmosféricos nos seres humanos e meio ambiente em todo o mundo
(Mondal, 2017; Yepu et al., 2017). Dentre os principais poluentes, o fluor (F) é
considerado um dos contaminantes de maior fitotoxicidade para o meio ambiente (Saini
et al., 2012; Panda, 2015) e € lancado principalmente por fundi¢des de aluminio,
fertilizantes fosfatados e industrias de tijolos (Cape et al., 2003). Mesmo com as
regulamentacdes governamentais e o uso de filtros, a emissdo desses compostos na
atmosfera continua a ser um problema ambiental, levando a efeitos toxicos nas plantas,
até mesmo em baixas concentracbes (Walna et al., 2013). Isso ocorre pela alta
reatividade, biodegradabilidade e acumulagdo gradativa nas plantas expostas ao
poluente F, ocasionando danos severos ao meio ambiente (Fornasiero, 2003).

Em contato com as plantas, a principal forma de absorcdo do fldor (F) ocorre
através das folhas; quando em estado gasoso na atmosfera, é absorvido através dos
estdbmatos (Sant’Anna-Santos et al., 2014) e, em solucdo aquosa, o flior pode ser
incorporado por toda a superficie foliar (Miller, 1993; Chaves et al., 2002). Ao penetrar
na folha, o F move-se por vias apoplasticas, atingindo as margens e o apice das folhas, e
pode, ainda, ser acumulado no mesofilo causando lesbes como colapso das células
parenquimaticas que irdo resultar em clorose e necrose (Pita-Barbosa et al., 2009;
Rodrigues et al., 2017). Os efeitos do F incluem ainda alteragdo no metabolismo
priméario das plantas, como o processo fotossintético (Kamaluddin e Zwiazek, 2003) e
na respiracao (Miller e Miller, 1974), além de desencadear o estresse oxidativo pela
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Zouari et al., 2017).

Para o controle da emissdo de gases poluentes, como o F, torna-se importante a
instalacdo de técnicas de monitoramento da poluicdo do ar em areas industrializadas,
como o uso de amostras de ar ativas ou passivas (Jochner et al., 2015). No entanto,
essas tecnicas sdo altamente onerosas, além da impossibilidade de qualquer
equipamento estimar o potencial de toxicidade do poluente ao meio ambiente
(Kovalchuk e Kovalchuk, 2008). Assim, o uso de bioindicadores da polui¢do do ar,
através de plantas ja existentes no entorno das industrias, ou ainda plantadas para este
fim, torna-se um meio eficaz e de baixo custo como estratégia de monitoramento e
mitigacdo da poluicdo por poluentes atmosféricos (Sant'’Anna-Santos et al., 2014;
Louback et al., 2016). Para a realizagdo do monitoramento ambiental & necessario
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conhecer os efeitos do poluente nas espécies circundantes as areas potencialmente
poluidoras e estimar o potencial de bioindica¢do dessas espécies.

Sapindus saponaria L., pertencente a familia Sapindaceae, € uma arvore nativa
das Américas (Lorenzi, 2000; ITIS, 2018; USDA, 2018). Tem sido utilizada tanto para
0 paisagismo urbano quanto em modelos de recuperacdo de areas degradadas (Roman-
Dafobeytia et al., 2011; Ferreira e Santos, 2012; Izquierdo et al., 2015; Horstman et al.,
2018). Dentre as especies dessa familia, Allophylus edulis ja foi descrito como
bioremediador de solos contaminados (Nogueira et al., 2011). No entanto, ndo h4, até o
presente momento, estudos sobre o efeito do flior na morfologia, anatomia e fisiologia
de S. saponaria. Assim, objetivou-se avaliar o efeito do fluoreto de potéssio, via chuva
simulada, através de respostas morfoanatdmicas e fisiologicas nas folhas de S.

saponaria.

2. Material e Métodos

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

Sementes de Sapindus saponaria foram obtidas a partir de 10 plantas adultas em
plena producdo, localizadas no municipio de Rio Verde, Goiés, Brasil (latitude 17° 46’
30>’ S — longitude 50° 57° 59” W, e altitude de 784 m) em ambiente urbano. Um
espécime foi depositado no Herbario do Instituto Federal de Goiano (IF Goiano,
Campus Rio Verde), sob numero n® 641/2017. As sementes foram inicialmente imersas
em &cido sulfarico concentrado por 90 min para quebra de dorméncia e tratadas com
fungicida Vitavax®-Thiram (30%), sendo posteriormente semeadas em canteiros
contendo areia lavada como substrato. O experimento foi conduzido em condicdes
controladas, em casa de vegetacdo localizada no IF Goiano (latitude 17° 48° 16" S,
longitude 50° 54° 19> W e altitude de 753 m).

Aproximadamente 50 dias apds emergéncia, as plantulas foram selecionadas a
partir da padronizacdo da altura (~20 cm) e transplantadas individualmente para vasos
de 5 L contendo substrato composto por vermiculita, areia lavada e Bioplant® (1:1:1).
Apos 10 dias de aclimatacgdo, as plantas foram expostas a aplicacdo de solucédo liquida
de fluoreto de potassio (KF, pH 6,0) nas concentra¢Bes de 0 (controle), 10, 20, 30 e 40
mg L! adaptado de Silva et al. (2000) e Rodrigues et al. (2017) com o intuito de simular

a concentracdo de fluor observada nas adjacéncias de areas poluidas (Smith e Hodge
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1979). Os valores de pH das solugdes foram ajustados com solucédo de HCI (2,0 M) e
NaOH (2,0 M). A aplicacéo do fldor ocorreu mediante chuva simulada realizada com
borrifadores manuais, com aplicacio de 60 mL dia® por planta, volume baseado na
evapotranspiracdo média de plantas. Apds 19 dias de exposicdo aos tratamentos, foram
realizadas as avaliagBes visuais e fisiologicas, além da coletada de material vegetal para
analises morfoanatémicas. O experimento foi finalizado ao 19° dia por causa dos danos
severos apresentados no ultimo tratamento, com o avanco rapido dos danos as plantas
morreriam.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com 5 tratamentos
(concentracOes de KF) e 4 repeticOes, cada repeticdo composta de um vaso contendo 1

planta (4 plantas por tratamento).

2.2. Avaliacao dos sintomas foliares visiveis

Os sintomas foram caracterizados por fotografias de toda a superficie foliar de
folhas completamente expandidas de Sapindus saponaria, tiradas com camera digital
(Cyber-Shot HX100V, SONY, Japdo), monitorados ao longo de todo periodo
experimental. Para a confeccdo da prancha foi utilizado a folha que melhor

representasse o efeito do tratamento com KF.

2.3. Avaliagéo da caracterizagdo morfoanatdémica foliar

Para as analises morfoanatdmicas foram coletadas amostras foliares de 3 cm? da
regido central da Gltima folha totalmente expandida de todas as repeticdes (n=4) de cada
tratamento (n=5) das plantas de Sapindus saponaria. Inicialmente as amostras foram
fixadas em Karnovsky (1965), por 24 horas. Apos este periodo, o material vegetal foi
pré-lavado em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,2) e desidratado em série etilica crescente
(30% a 100%), pré-infiltrado e infiltrado em historesina (Leica, Alemanha), conforme
as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram seccionadas
transversalmente a 5 um de espessura em microtomo rotativo (Modelo 1508R, Logen
Scientific, China) e os cortes corados com azul de toluidina - coloragcdo policromatica
(0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8) (O’Brien et al., 1964). As imagens foram obtidas
em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com camera DP-72

utilizando opcdo de campo claro. Posteriormente, foram realizadas observagdes
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morfoanatbmicas da epiderme nas faces adaxial e abaxial, parénquima pali¢édico,
esponjoso e mesofilo.

2.4. Histolocalizacdo de compostos fendlicos

Para descrigdo histoquimica de compostos fendlicos, amostras foliares da regido
do meio da ultima folha totalmente expandida de S. saponaria foram fixadas em
solucdo de sulfato ferroso em formalina por 48 horas (Johansen, 1940). Apos este
periodo, o material vegetal foi pré-lavado em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,2) e
desidratado em série etilica crescente (30 a 100%), pré-infiltrado e infiltrado em
historesina (Leica, Alemanha). Posteriormente, as amostras foram seccionadas
transversalmente a 5 um de espessura em micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen

Scientific, China) e analisadas em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japao).

2.5. Avaliacao da fluorescéncia da clorofila a

As variaveis da fluorescéncia da clorofila a foram mensuradas utilizando
fluorémetro (6400-40, Li-cor, Nebraska, EUA) acoplado ao IRGA (IRGA, LI-6400xt,
Li-Cor, Nebraska, EUA) na altima folha totalmente expandida. Inicialmente, as folhas
foram adaptadas ao escuro (quando os centros de reacdo do FSII estdo abertos) para
obtencdo da fluorescéncia minima (Fo) e méaxima (Fm), com a aplicacdo da luz de
medicdo (~ 0.03 pmol m?2 s?1) e de um pulso de saturagdo (> 3.000 pmol m=2 s?),
respectivamente. O rendimento quantico potencial do fotossistema Il foi determinado
como Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm (Kitajima e Butler, 1975). Apds iluminagdo com luz actinia
continua (~1000 pumol m? s) por 40 s, um pulso de saturacdo foi aplicado para
determinar a fluorescéncia maxima (Fm’) e steady-state (Fs) nas folhas adaptadas a luz.
A partir dos dados obtidos, foi possivel calcular o rendimento quéantico efetivo do FSII
(AF/Fm’= [Fm’-Fs]/Fm’) e a taxa de transporte de elétrons (ETR = AF/Fm” X PAR x 0,5 X
ABSioiha, em que PAR ¢ o fluxo de fotons (umol m s?) nas folhas, 0,5 é a fragdo de
energia de excitacdo direcionada ao FSII (Laisk e Loreto, 1996) e ABSfna € a
quantidade correspondente a fracdo de luz incidente que é absorvida pelas folhas. A
partir dos dados obtidos foi possivel calcular a dissipacdo ndo fotoquimica ndo regulada
(9N = [Fm-Fm’]/[Fm-Fo] (Lichtenthaler et al., 2005), e regulada (NPQ = [Fm-Fm’]/Fm’),

que estima a dissipacédo térmica pelo FSII (Maxwell e Johnson, 2000; Baker, 2008).
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2.6. Trocas gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas na mesma folha em que os dados da
fluorescéncia da clorofila a foram obtidos, para registro da taxa fotossintética (A, pmol
m2 s7), condutancia estomatica (gs, mol m? s%), transpiracido (E, mmol m2 s?) e
relacdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca). A partir desses valores, foi possivel calcular a
eficiéncia instantanea da carboxilacdo (A/Ci) e a relacdo entre a taxa de transporte de
elétrons e a assimilacdo de CO2 (ETR/A) (Ribeiro et al., 2009a; 2009b). As avaliagdes
foram realizadas entre as 9h e 11h utilizando o IRGA, sob radiacdo fotossinteticamente
ativa constante (PAR, 1000 pmol de fétons m™ s™) e concentragdo atmosférica de CO;
(Ca, ~ 407 umol mol™), temperatura (~ 26,7 ° C) e umidade relativa (~ 71%) ambientes.

2.7. Andlise estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos as analises prévias de
homogeneidade (Teste Levene) e normalidade dos erros (Teste Shapiro-Wilk). Com a
normalidade dos dados confirmadas, foi realizada ANOVA, seguida do teste Dunnett

para determinar diferencas entre os tratamentos e o controle (p < 0,05).

3. Resultados

3.1. Avaliacao dos sintomas morfologicos

As folhas de Sapindus saponaria ndo apresentaram sintomas visuais sem a
aplicacdo de KF (Fig. 1 A). Injarias foram observadas nas folhas de S. saponaria a
partir do quarto dia de aplicacdo de chuva simulada com fluoreto de potéssio (Fig. 1B-
E), em que se observou formacdo de clorose na lamina foliar, que expandiu
gradativamente com o incremento da dose de KF (Fig. 1B-E). Os sintomas e diagnose
de KF nas folhas foram intensificados com o avanco do experimento, com formagéao de
necrose na tonalidade marrom e despigmentacdo da superficie foliar, apos 19 dias de
aplicacdo de KF por chuva simulada, com danos acentuados principalmente nas maiores
doses de KF (Fig. 1C, D-E).
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Fig. 1. Sintomas visiveis nas folhas de Sapindus saponaria, destacados por setas pretas,
apos 4 e 19 dias de exposicdo a chuva simulada com fluoreto de potéssio em diferentes
concentragdes: (A) controle, (B) 10 mg L KF, (C) 20 mg L KF, (D) 30 mg Lt KF e
(E) 40 mg L™ KF. Barra de escala 2 cm.

3.2. Avaliagéo das alteragdes anatomicas

A epiderme foliar de Sapindus saponaria, nas faces adaxial e abaxial, é
constituida por células isodiamétricas com paredes anticlinais planas ou ligeiramente
convexas. O mesofilo é dorsiventral, composto de uma ou duas camadas de parénquima
palicadico e trés a quatro camadas de paréngquima esponjoso. A exposi¢cdo de KF por
chuva simulada ocasionou alteracBes na superficie e estrutura foliar de S. saponaria
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(Fig. 2). O KF promoveu hipertrofia das células do parénquima pali¢adico e esponjoso
com aumento do volume das células em todas as doses aplicadas (Fig. 2 B-D). Danos
acentuados, como grandes sinuosidades na parede celular, abaulamento do limbo foliar
e completo achatamento das células do mesofilo, foram observados com a aplicacéo de
30 e 40 mg L de KF (Fig. 2E-F). Essas alteragdes demonstram a formag&o de necrose e
plasmolise generalizada nas células mesofilicas, impossibilitando assim, a distin¢éo

entre os parénquimas palicadico e esponjoso.

Fig. 2. AlteracGes anatdbmicas nas folhas de Sapindus saponaria, apés 19 dias de
exposi¢do a chuva simulada com fluoreto de potéssio em diferentes concentragdes. (A)
controle, (B) 10 mg L*KF, (C) 20 mg Lt KF, (D) 30 mg L*KF, (E-F) 40 mg L1 KF.
(Adep) epiderme adaxial. (Abep) epiderme abaxial. (PP) parénquima paligadico. (SP)
parénquima esponjoso. Setas pretas indicam hipertrofia e colapso das células e setas
amarelas acimulo de compostos fendlicos. Barra de escala 100 pm.

3.3. Identificacio de compostos fenolicos

Né&o foi observado a presenca de compostos fendlicos nas células das folhas do

tratamento controle de Sapindus saponaria (Fig. 3A). Entretanto, nas plantas tratadas
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com KF foi evidente o acimulo de compostos fenolicos, identificado pela coloragéo
preta nas células epidérmicas e parenquimaticas (Fig. 3B-F). O acumulo de compostos
fendlicos aumentou com o incremento das doses de KF.

AdEp

AbEp 4 .
Fig. 3. Acumulo de compostos fendlicos marcado na cor preta nas folhas de Sapindus
saponaria, apds 19 dias de exposi¢do a chuva simulada com fluoreto de potéssio em
diferentes concentragdes. (A) controle, (B) 10 mg L KF, (C) 20 mg L KF, (D) 30 mg
L KF e (E-F) 40 mg Lt KF. (Adep) epiderme adaxial. (Abep) epiderme abaxial. (PP)
parénquima pali¢adico. (SP) parénquima esponjoso. Setas amarelas indicam acimulo de
compostos fenolicos. (A-D) Barra de escala 100 um. (E-F) Barra de escala 50 pm.
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3.4. Fluorescéncia da clorofila a

A chuva simulada com fluoreto de potassio acarretou no aumento, em relacdo ao
controle, da fluorescéncia minima (Fo) e quenching ndo fotoquimico (gN) (Tabela 1), a
partir da dose de 20 mg L de KF. O rendimento quéntico potencial do fotossistema Il
(Fv/Fm) foi reduzido em 22% e o rendimento quéntico efetivo do FSII (AF/Fm’) e a taxa
de transporte de elétrons (ETR) também foram reduzidos em até 45% na maior dose
avaliada (40 mg L* de KF) (Tabela 1). A dissipacio nio fotoquimica (NPQ) ndo

apresentou diferencas dos tratamentos em relagéo ao controle.
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Tabela 1. Fluorescéncia minima (Fo), rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quéntico efetivo do FSII
quando os centros de reacéo estdo reduzidos (AF/Fn’), taxa de transporte de elétrons (ETR), quenching ndo fotoquimico (gN), dissipagdo
ndo fotoquimica (NPQ), em plantas de Sapindus saponaria, ap6s 19 dias de exposicdo a chuva simulada com fluoreto de potassio em
diferentes concentracdes (0, 10, 20, 30 e 40 mg L),

(mg':l__l) Fo Fu/Frm AF/Fo’ ETR aN NPQ
0 113,25 £ 8,65 0,96 = 0,004 0,87 £ 0,019 379,15+ 8,31 0,76 £ 0,02 2,79 £ 0,27
10 382,11 + 96,86 0,87 £ 0,034 0,65 + 0,063 286,10 £ 27,37 0,86 £ 0,02 3,09 +0,45
20 486,93 + 80,07 0,817 + 0,038 0,60” +0,078 263,187 +33,99 0,85+0,06 1,90 £0,33
30 567,38 + 96,13 0,78 + 0,040 0,50 +0,0655 219,117 +23,85 0,94"+0,06 2,82+0,51
40 584,87 + 98,53 0,757 + 0,047 0,487 +£0,045 208,43 +19,68 0,95 +0,04 2,46 £ 0,24
F ** *% *% *% * NS

CV (%) 39,09 8,59 17,88 17,85 9,70 28,65

Média = EP (n = 4). Asteriscos indicam diferencas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relacdo ao controle, pelo teste de Dunnett. (NS) néo significativo.
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3.5. Trocas gasosas

A taxa fotossintética (A) reduziu nas maiores doses avaliadas, em até 34 % em
relacdo ao controle (Tabela 2). A reducdo em A foi acompanhada pela diminui¢do na
condutancia estomaética (gs, 53%), transpiracao (E, 43%) e relacdo entre a concentracéo
interna e externa de CO2 (Ci/Ca, 12%), nas plantas tratadas com 40 mg L™ de KF. Com
o0 incremento das doses de KF houve queda na razdo A/Ci, em média 33%, nas maiores
doses e a relacdo (ETR/A) ndo apresentou diferencas dos tratamentos em relagdo ao

controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), Taxa de transpiracdo (E), relacdo entre concentragdo interna e
externa de CO (Ci/Ca), relacdo da taxa fotossintética entre a concentracdo interna de CO2 (A/Ci) e relacdo entre a taxa aparente de
transporte de elétrons e a assimilacdo de CO2 (ETR/A) em plantas de Sapindus saponaria, apds 19 dias de exposi¢do a chuva simulada com
fluoreto de potassio em diferentes concentracdes (0, 10, 20, 30 e 40 mg L),

(m}gq:L'l) A gs E CilCa AIC ETRIA
0 623+007  0142+0007 137007  082%0006  00184%00005 60,80 % 0,74
10 544+065 010040005 105+0,05 076%*+0004 00155+00011 5551+ 10,28
20 539+069  0106+0015 110+0,15 078+00l4  00157+00018 49,33+ 352
30 431%+036  0009+0019 102+018 077%%+0010 00120”+00001 5160+ 6,82
40 408*+0.32  0,006**+0006 078*%008 072**+0017 00127”00009  53.10+9,09
CcV (%) 18,66 22,96 22,33 2,88 14,05 26,04

Média = EP (n = 4). Asteriscos indicam diferengas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relagdo ao controle, pelo teste de Dunnett. (NS) ndo significativo.
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4. Discussao

O KF afetou a anatomia, fisiologia e morfologia de plantas de Sapindus
saponaria. Os primeiros sintomas visiveis de injurias por flior em plantas tem sido a
muito tempo reconhecidos por formacgOes de clorose e necrose (Arndt et al., 1995),
como observado apos 4 dias de exposicdo ao KF, a partir da menor dose utilizada. Oliva
e Figueiredo (2005) e Pita-Barbosa et al. (2009) relataram resultados semelhantes ao
avaliar os efeitos do fldor em Brachiaria decumbens uma das principais espécies de
forrageiras do Brasil, e relataram que 0s primeiros sintomas nas espécies sensiveis
surgiram a partir do quarto dia de exposicio ao poluente na dose de 10 mg L. Plantas
jovens de Spondias dulcis apresentaram alta sensibilidade ao fldor, com sintomas de
necrose foliar nas primeiras 24 horas ap6s a aplicagdo do tratamento com 30 mg L™ KF
(Silva et al., 2000).

O flor ao ser depositado na superficie da folha via chuva simulada é absorvido
e acumulado no mesofilo, promove o colapso dos tecidos parenquimaticos em espécies
susceptiveis (Mesquita et al., 2011; Sant’Anna-Santos et al., 2014). O tratamento com
chuva simulada de fluoreto de potassio induziu, ainda, o aumento do volume das células
parenquimaticas nas folhas de Sapindus saponaria, como também ja observado em
Libidibia ferrea (Andrade e Silva 2016) e Eugenia dysenterica (Rodrigues et al., 2017).
Acredita-se que a expansdo das células esteja relacionada com a hipertrofia dos tecidos
(Andrade e Silva, 2016), e o aumento do exsudato de pectinas, como relatado em um
estudo com ozonio (Giinthardt-Goerg et al., 1997). Com o aumento das doses de KF
foram evidentes a formacdo de células colapsadas e retracdo do mesofilo. Em parte,
esses resultados sdo relacionados a perda de turgescéncia das células epidérmicas e
parenquimaticas, e as conferiu um aspecto achatado e colapsado (Sant’ Anna-Santos et
al., 2012; Louback et al., 2016). A perda de permeabilidade das células pode facilitar a
penetracdo do KF nos tecidos mais internos, intensificando a fitotoxicidade do fluoreto
em S. saponaria e desestruturando as células do mesofilo. Essas respostas sdo
frequentemente utilizadas como indicativo de comparacdo da susceptibilidade entre
especies expostas ao fluor (Silva et al., 2005a; Sant’ Anna-Santos et al., 2006 e Divan
Junior et al., 2008). Em algumas espécies, foram relatados que as alteracdes foliares
anatdmicas precedem o aparecimento de sintomas visuais, indicando o valor
prognostico da utilizacdo das analises microscopicas (Sant'Anna-Santos e Azevedo,
2007).
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A exposicdo das plantas ao fluoreto de potassio afeta, ainda, o gradiente de Ca*?
que é interrompido e desestruturado (Garrec et al., 1974). O fllor pode se complexar
com o Ca* nas células do mesofilo ou removendo Ca das membranas para formar o
CaF> (Weinstein e Davison, 2003), e altera a permeabilidade e promove desintegragéo
das organelas (Wei, 1972). Mudangas na disponibilidade de célcio afetam, ainda, o0s
processos fisiologicos nas plantas por este ser essencial no crescimento de tecidos
meristematicos, percep¢do da luz, acdo dos reguladores de crescimento e regulacao
estomatica (Sanders et al., 2002).

A desestruturacdo celular ocasionada pelo fltor é intensificada pela ocorréncia
de estresse oxidativo (Elloumi et al., 2016). Em resposta a esse fator estressante, a
planta acumula compostos fendlicos nas células da epiderme, parénquima palicadico e
lacunoso, como foi observado com o incremento das doses de KF (Mesquita et al.,
2011; Rodrigues et al., 2017). O acimulo de fendis sugere um mecanismo de defesa
antioxidante, ativado por fatores que induzem o estresse na planta (Vaughn e Duke,
1984; Chaves et al., 2002). O mecanismo de desintoxicacdo do KF pela producdo de
fenois, no entanto, ndo foi eficiente em S. saponaria. Mesmo com o maior acimulo de
compostos fendlicos, as plantas apresentaram sintomas visiveis de clorose e necrose e,
assim, alta susceptibilidade ao fluoreto de potéssio a partir da menor dose utilizada.

A exposicao das plantas ao KF, associado ao estresse oxidativo tem sido descrito
por degradar pigmentos fotossintéticos (Elloumi et al., 2016) e afetar a fluorescéncia da
clorofila a em plantas sensiveis (Mesquita et al., 2013). O aumento da fluorescéncia
minima (Fo), em resposta a fatores estressantes, pode ser associado aos danos no
complexo antena ou nos centros de reacdo dos fotossistemas, uma vez que o Fo €
emitido principalmente pelos pigmentos do complexo coletor de luz (Gorbe e
Calatayud, 2012). O aumento do Fo observado em S. saponaria, com o incremento das
doses de KF, corrobora com os efeitos observados pelo ozénio em folhas de Lupinus
albus (Guidi et al., 2007), indicando danos fotoinibitérios (Obenland e Neipp, 2005). Os
rendimentos quéanticos potencial e efetivo do FSII (Fv/Fm e AF/Fr’) foram drasticamente
afetados pela exposicdo ao KF, como ja observado em plantas de Gladiolus spp
(Mesquita et al., 2013) e Eugenia dysenterica (Rodrigues et al., 2017) sensiveis ao
fldor, indicando que o KF modifica o processo fotoquimico do FSII. A diminuicdo de
Fv/Fm esta relacionada com o aumento na dissipagdo de energia ndo radiativa protetora,
associada a diminuigdo regulada ndo fotoquimica e na taxa fotossintética dos centros

FSII ou ambos, como observados em plantas de Viburnum lantana em exposi¢do ao
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ozonio (Gottardini et al., 2014). Danos no FSII s&o diretamente relacionados aos danos
no transporte de elétrons (ETR) fotossintéticos (Singh-Tomar e Jajoo, 2013), como
relatado em plantas de Liquidambar formosana, em resposta a chuva acida com fltor
(Chen et al., 2013).

A fim de tentar evitar danos fotoquimicos pelo estresse imposto, as plantas de S.
saponaria, em resposta ao KF, apresentaram aumento na dissipacdo de energia néo
fotoquimica. O quenching ndo fotoquimico (gn) envolve trés constituintes principais:
extincdo fotoinibitoria, correlacionada com danos no FSII (Bruce et al., 1997;
Lichtenthaler et al., 2005), por transicdes do estado, que envolve a fosforilacdo do
complexo de colheita de luz e sua subsequente dissociacdo do FSII (Allen, 1995) e a
remocdo de ApH induzida, correlacionada com o gradiente de prdétons em toda a
membrana do tilacoide e a formacdo da zeaxantina carotenoide (Demming-Adams,
1990). A zeaxantina € um componente do ciclo das xantofilas e tem sido descrita por
atuar no processo de reparo do FSII, como na degradacdo de proteinas ndo funcionais e
substituicdo da D1 (Jin et al., 2003). A ativacdo do ciclo das xantofilas esta diretamente
envolvida com a dissipacdo de energia na forma de calor (NPQ) (Gilmore et al., 1995).
Apesar de ndo ter sido efetivo nas plantas de S. saponaria, esse mecanismo de
dissipacdo ndo fotoquimica tem sido responsivo em plantas expostas a poluentes
atmosféricos, como a chuva acida (Liu et al., 2007).

Danos na etapa fotoquimica das plantas de S. saponaria culminaram em reducéo
fotossintética, como previamente observado em plantas sensiveis ao F, como Gladiolus
spp. (Mesquita et al., 2013) e Eriobotrya japonica (Elloumi et al., 2017). A exposi¢édo
de S. saponaria ao fluoreto de potassio ocasionou, ainda, reducdo na condutancia
estomatica, taxa transpiratoria e relagdo Ci/Ca indicando limitacdo estomatica,
possivelmente no periodo inicial do estresse. Alteracfes estomaticas ja foram descritas
em Eugenia uniflora e Clusia hilariana sob exposi¢do a chuva acida, que promoveu
rupturas dos estdmatos, destruindo a estrutura das células guardas e tornando-as ndo
funcionais (Silva et al., 2005b), indicando perda de capacidade da planta para regular a
abertura e o fechamento estomético (Mesquita et al., 2013). Além do mais, a reducéo
significativa na eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), nas maiores doses, indica possiveis
danos causados pelo fluor na atividade da Rubisco, principal enzima envolvida na
fixacdo de carbono. O decréscimo em ETR/A demonstra que os efeitos drasticos no
transporte de elétrons e nas taxas fotossintéticas corroboram com os danos biogquimicos

observados em S. saponaria exposta a altas doses de KF. Dessa forma, a associacdo
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entre os efeitos visuais, anatémicos e fisioldgicos permitem caracterizar S. saponaria

como potencial bioindicadora de fluor.

5. Concluséao

Sapindus saponaria respondeu como espécie sensivel ao fluoreto de potéssio em
todas as doses testadas. Danos visiveis foram observados apds 4 dias de exposi¢cdo ao
poluente, 0 que, associado as alteragdes morfoanatémicas e fisiologicas demonstraram
alta susceptibilidade ao KF. Os sintomas visiveis e as variaveis ndo invasivas, como
FuW/Fm, AF/Fn', ETR, A e A/Ci sdo importantes ferramentas que podem ser utilizadas
como biomarcadores da acao do fluor. Assim, S. saponaria apresenta alto potencial para
bioindicacdo de ambientes contaminados com KF, podendo ser utilizada em programas

de monitoramento da arborizacdo urbana ou recuperagdo de areas degradadas.
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CONCLUSAO GERAL

Eugenia dysenterica e Sapindus saponaria apresentaram sensibilidade ao
fluoreto de potéssio em todas as doses testadas. Danos visiveis foram observados ap6s o
4° (S. saponaria) e 27° (E. dysenterica) dia de exposicdo ao poluente, 0 que, associado
as alteragdes morfoanatémicas e fisioldégicas demonstraram alta susceptibilidade das
espécies ao KF. Os sintomas visiveis e as variaveis ndo invasivas fisiologicas, sao
importantes ferramentas que podem ser utilizadas como biomarcadores da a¢éo do fluor.
Assim, E. dysenterica e S. saponaria apresentam alto potencial para bioindicacdo de
ambientes contaminados com KF, podendo ser utilizada em programas de

monitoramento da arborizacdo urbana ou recuperacdo de areas degradadas.



