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RESUMO

O flbor (F), liberado por industrias ligadas a producdo de aluminio,
adubos, vidros e ceramicas, € um elemento de elevada toxicidade, podendo
causar danos em plantas em concentracGes relativamente pequenas. Neste
trabalho, o objetivo foi avaliar os efeitos do F sobre Vitex polygama Cham.,
visando obter informagdes que permitam maior entendimento do mecanismo de
acdo deste poluente nesta espécie e a possibilidade de sua utilizagdo no
biomonitoramento da polui¢do atmosférica. Para isto, plantas foram expostas a
chuvas simuladas contendo fluoreto de potassio em concentragdes de 5, 10, 15 e
20 mg L™, e a um tratamento controle contendo agua deionizada por 15 minutos
durante 10 dias. As plantas de Vitex polygama ndo demonstraram injdrias
visuais apds o término das simulagdes, e acumularam uma quantidade
relativamente baixa de F, significativa apenas para 0s tratamentos com maiores
concentracdes do poluente. Foi observado aumento do quenching ndo-
fotoquimico (gN) e do coeficiente devido a extin¢do ndo-fotoquimica (NPQ) nas
doses crescentes de flior, o que indica aumento da dissipacdo da energia
radiante na forma de calor. O F promoveu alteracBes estruturais nos
cloroplastos, citoplasma e membrana celular, além de danos nas ceras
epicuticulares e irregularidades no formato e na parede de células epidérmicas.
N&o foram verificadas alteracdes na espessura dos tecidos foliares das plantas
expostas ao poluente. Os resultados obtidos demonstram uma consideravel
resisténcia de Vitex polygama ao F e reforcam o valor prognéstico das analises
fisioldgicas, anatdmicas e ultraestruturais na detecgdo de danos pelo poluente na

estrutura foliar da espécie.

Palavras-chave: Ecofisiologia.  Fluorescéncia da clorofila a. Microscopia

eletrbnica. Anatomia vegetal. Biomonitoramento.



ABSTRACT

Fluorine (F), released during the manufacture of aluminum, fertilizers,
glass and ceramics, is an element highly toxic that can cause damage to plants
in relatively small concentrations. In this study, we aimed to evaluate the effects
of this pollutant on Vitex polygama Cham., in order to obtain information that
enable a better understanding of fluorine action mechanism on this species and
the possibility of using it in biomonitoring studies. With this purpose, plants
were exposed to simulated rain containing potassium fluoride in concentrations
of 5,10, 15 and 20 mg LY, andto acontrol treatment containing deionized
water for 15 minutes during 10 days. Vitex polygama presented no visual
injuries after the end of the simulations, and accumulated a relatively small
amount of F, significant only for the treatments with higher concentrations of the
pollutant. An increase in non-photochemical quenching (qN) and in the
coefficient due to non-photochemical extinction (NPQ) was observed in the
increasing fluoride doses, which indicates higher dissipation of radiant
energy as heat. F promoted structural changesin the chloroplasts, cytoplasm
and cell membrane, damages in epicuticular waxesand irregularities in
the epidermal cell walls. No significant change was detected in the leaf tissue
thickness of the plants exposed to the pollutant. The results demonstrate a
considerable resistance of Vitex polygama against F and reinforce the prognostic
value of physiological, anatomical and ultrasctructural analysis in the detection

of damages caused by the pollutant in the leaf structure of this species.

Keywords: Ecophysiology. Chlorophyll a fluorescence. Electron Microscopy.

Plant anatomy. Biomonitoring studies.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

O fldor (F) e os fluoretos (F’), liberados durante a manufatura de
aluminio, ceramicas, vidros e aco, estdo entre as substancias mais perigosas,
uma vez que o F é o elemento mais eletronegativo e o ametal mais
quimicamente ativo (FORNASIERO, 2001). Em espécies susceptiveis, este
elemento pode causar injurias em concentragdes atmosféricas 10 a 1000 vezes
menores que outros poluentes, tais como o0zénio, diéxido de enxofre, 6xidos de
nitrogénio e pesticidas, além de poder apresentar efeito cumulativo
(WEINSTEIN, 1977).

Na vegetacdo, os danos causados pelo F incluem de injurias visuais
(FORNASIERO, 2001) a alteracbes celulares (MILLER, 1993), fisioldgicas
(BOESE; MACLEAN; EL-MOGAZI, 1995), anatbmicas (OLIVA;
FIGUEIREDO, 2005) e bioquimicas (REDDY; KAUR, 2008), e podem se
estender a outros organismos através da rede tréfica (FORNASIERO, 2003).
Sabe-se que a vegetacdo de determinada area pode continuar a ser influenciada
por emissBes de flior do passado, mesmo que a concentracdo atual de F na
atmosfera ndo represente ameaca (KLUMPP et al., 1996). Alguns trabalhos tém
mostrado o acumulo de F e danos induzidos por este elemento em plantas
localizadas ou transplantadas proximas ou a maiores distancias de fontes
emissoras, tais como necroses foliares (FORTES et al., 2003; KLUMPP et al.,
1996), diminuicdo do crescimento (FORNASIERO, 2003; KLUMPP et al.,
1996; PANDEY, 2005) e altera¢des bioquimicas (FORNASIERO, 2003).

Segundo Weinstein e Davison (2004), ainda ndo é possivel um

entendimento completo dos eventos que ocorrem em plantas expostas ao fluor.
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Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para ampliar o conhecimento a
respeito da influéncia deste poluente em organismos vegetais.

O uso de organismos vivos em programas de monitoramento de poluigédo
atmosférica tem se mostrado muito vantajoso, fornecendo dados ndo possiveis
de serem avaliados pelo monitoramento fisico convencional. Entre estes, pode-
se citar: avaliacdo dos efeitos cumulativos do poluente no organismo, deteccao
de poluentes presentes no ambiente em concentragdes muito baixas, estudo dos
efeitos sinérgicos do poluente com outras substancias ou com fatores ambientais,
e possibilidade de uma abordagem mais realista dos impactos da substancia
poluidora sobre o0 ambiente e o ser humano (FALLA et al., 2000).

Determinadas espécies podem reagir visualmente a um poluente
(bioindicadores), enquanto outras, chamadas biossensores, nao apresentam
sintomas visuais, embora possam acumular o agente estressor ou apresentar
danos em niveis microscopicos, fisiologicos e biogquimicos (TEMMERMAN et
al., 2004). Em ambos o0s casos, mostra-se de maior interesse 0 uso de espécies da
flora local para o biomonitoramento, uma vez que estdo adaptadas as condicoes
ambientais locais, ndo apresentando alteracbes mediadas pelo ambiente que
mascarem 0s sintomas especificos do organismo ao poluente (ELLENBERG,
1991).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos da chuva simulada com
diferentes concentragdes de flior (0, 5, 10, 15 e 20 mg L™) sobre folhas de Vitex
polygama Cham., visando uma possivel indicacdo da espécie como
bioindicadora ou biossensora deste poluente. Isto foi feito através da deteccdo da
ocorréncia ou nao de danos visiveis e de acimulo de flior nas plantas expostas
ao poluente, e da avaliacdo do seu efeito sobre caracteristicas da fluorescéncia

da clorofila a, a ultraestrutura e a anatomia foliar desta espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Poluicdo atmosférica por fldor

O fluor estd naturalmente presente na natureza, em rochas minerais,
solos, gases liberados por vulcdes, na agua e até mesmo em tecidos vegetais e
animais. Entretanto, fontes industriais podem aumentar significativamente a
concentracdo deste elemento no ambiente e nos organismos, podendo resultar
em danos (MILLER, 1993).

Atividades ligadas a fundi¢des de aluminio, producdo de adubos
minerais (como fertilizantes fosfatados), fabricacdo de vidros e ceramicas, entre
outras, podem emitir acido fluoridrico (HF) e tetrafluoreto de silicio (SiF;) na
atmosfera. Estes compostos sdo altamente reativos e de uma a trés vezes mais
téxicos do que outros poluentes comuns, como o oz6nio, dioxido de enxofre,
cloretos e nitrato de peroxi-acetila (PAN). Isto faz com que a presenca de
quantidades relativamente pequenas de F na atmosfera possa causar danos
extensos a organismos vegetais (WEINSTEIN; DAVISON, 2003).
Recentemente, o aumento no uso de pesticidas que apresentam F em sua
constituicdo, como a criolita, também tem constituido importante fonte deste
elemento no ambiente (CAPE; FOWLER; DAVISON, 2003). Na atmosfera, o F
pode ser encontrado na forma gasosa ou particulada, sendo esta Gltima menos
toxica (KOZYRENKO et al., 2007).

Os danos causados pelo fluor sobre a vegetacdo foram reconhecidos ha
mais de um século, e estimularam o desenvolvimento de pesquisas para o
estabelecimento de diretrizes que resultassem em melhoria da qualidade do ar.
Nos ultimos 50 anos, estima-se que as emissdes de F por tonelada de aluminio

tenham diminuido, devido ao avanco do uso de tecnologias mais “limpas”.



17

Entretanto, incidentes como liberac¢des acidentais do poluente podem resultar em
danos agudos na vegetagdo que se estende por varios quildmetros de distancia da
fonte poluidora (CAPE; FOWLER; DAVISON, 2003), uma vez que o F
particulado pode ser transportado pelo vento a distdncias maiores que 100 km
(ROZHKOV; MIKHAILOVA, 1993).

O F néo é biodegradavel, e, portanto, pode se acumular lentamente no
meio ambiente (FORNASIERO, 2003). O acumulo em organismos vegetais
possibilita que este poluente entre na rede tréfica através dos herbivoros e volte
ao solo por meio dos dejetos animais (WEINSTEIN, 1977). Plantas com
elevadas concentracdes de flGor sdo imprdprias para a ingestao pelos herbivoros,
uma vez que, em animais, este elemento pode se acumular nos 0ssos e dentes,
causando lesdes e deformacdes, além de danos no metabolismo destas estruturas
(WEINSTEIN; DAVISON, 2004). Tudo isto aliado ao fato de que tanto as
plantas quanto os animais sdo capazes de desintoxicar este poluente apenas
fracamente, faz com que os danos possam chegar até o ser humano, também por
meio da rede trofica (FORNASIERO, 2003).

2.2 Efeitos do fluor nas plantas

O fldor, encontrado na atmosfera principalmente na forma de acido
fluoridrico (HF) (ARNDT; FLORES; WEINSTEIN, 1995), pode ser absorvido
nas plantas por meio dos estématos (MILLER, 1993). Outras formas pelas quais
0 F pode penetrar nas folhas sdo por difusdo através da cuticula (TRESHOW;
ANDERSON, 1989) e pela base dos tricomas (CHAVES et al., 2002).
Entretanto, acredita-se que a entrada do F ocorre preferencialmente via
estdbmatos, uma vez que este composto se acumula bem menos quando estes se
encontram fechados (MILLER, 1993). Ao entrar na folha, o F pode ser
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transportado no apoplasto através da corrente transpiratoria, se acumulando em
niveis toxicos no apice e nas margens foliares (CHOI et al., 2006).

O F pode entrar no solo por meio de precipitacdo, deposicdo seca e
serrapilheira contaminada (ARNESEN, 1997), e, a partir da lixiviagdo, atingir
corpos d’agua ou lencgdis freaticos (ARNESEN; KROGSTAD, 1998). Por estar
presente no ambiente edafico, este composto pode entrar nas plantas através de
absorcdo pelo sistema radicular. Entretanto, se este poluente estiver presente
tanto no solo quanto na atmosfera, a absorcdo direta do F atmosférico pelas
folhas é predominante (DOMINGOS et al., 2003) ou pode até mesmo mascarar
sua absorcdo pelas raizes (KLUMPP et al., 1996). Braen e Weinstein (1985)
afirmaram que o solo ndo é uma fonte de niveis toxicos de F para a maioria das
plantas. Desta forma, a maioria dos estudos relacionados aos efeitos do F sobre
organismos vegetais se concentra nas alteracdes provocadas nas folhas, devido a
este 6rgdo constituir a principal via de entrada do poluente (DOMINGOS et al.,
2003) e também porque o F se acumula preferencialmente ou somente nos
tecidos foliares (PITA-BARBOSA et al., 2009).

Embora o mecanismo sob o qual o F causa injdrias em plantas ainda ndo
esteja completamente entendido (REDDY; KAUR, 2008), sua toxicidade pode
advir de sua capacidade de reacdo com cétions como o Ca** (desencadeando
uma cascata de efeitos) e o0 Mg?®*, afetando atividades enzimaticas, fisiologicas e
outros processos metabdlicos nas plantas (WEINSTEIN; DAVISON, 2004).

2.2.1 Efeitos em niveis macroscopicos
As injarias morfoldgicas causadas em espécies vegetais pelo F véo

desde niveis macroscopicos até ultraestruturais. Os sintomas visuais dos danos

pelo fluor na vegetacdo geralmente correspondem a necroses marginais € nos
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apices das folhas, separadas dos tecidos saudaveis e ndo afetados por uma linha
fortemente marcada, de cor vermelho-amarronzada. Inicialmente, é detectada
clorose, seguida por desidratacdo do tecido, que muda de cor e se torna necrético
e, eventualmente, pode ocorrer perda da parte necrosada, levando a deformacGes
na forma original da folha (FORNASIERO, 2001).

Outros sintomas visiveis incluem murchamento (FORNASIERO, 2001)
e enrugamento de folhas (CHAVES et al., 2002; SILVA et al., 2000), cloroses
de forma e tamanho irregular (CHAVES et al., 2002; OLIVA; FIGUEIREDO,
2005; PITA-BARBOSA et al., 2009) e descoloragbes ou alteragdes de cor nas
folhas ou em regides das folhas (FORNASIERO, 2001; PITA-BARBOSA et al.,
2009), as quais podem ocorrer devido a uma possivel ligacdo do F aos ions de
Mg (Mg®"), levando a reducdo na biossintese de clorofila (FORNASIERO,
2001).

O flGor também pode alterar a senescéncia foliar, acelerando a abscisédo
de folhas basais de algumas espécies (SILVA et al., 2000). Em tempos de
exposicdo suficientemente longos, a concentragdo minima de fllor capaz de
causar injurias visiveis em plantas é de 0,3 pg m™ de ar (CAPE; FOWLER;
DAVISON, 2003).

E registrada maior ocorréncia de danos visiveis nos apices e margens
foliares, devido ao fato do fldor se acumular preferencialmente nestes locais,
pelo crescimento vigoroso durante a formacdo da folha e pelas altas taxas de
movimento de &gua que ocorrem nestas regibes (LEECE; SCHECTEMA;
WEIR, 1982). Entretanto, também podem ser verificadas injurias na base das
folhas, especialmente naquelas espécies com folhas que acumulam mais agua da
chuva e particulas na base da lamina foliar (CHAVES et al., 2002). H4 também

registros de danos nas regides compreendidas entre nervuras foliares (FORTES,
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2003) e em outras espécies, ainda, as injurias podem se distribuir por toda a
lamina foliar (CHAVES et al., 2002).

A fitotoxidade do flior depende da espécie avaliada, da concentracao do
poluente e do estaddio de desenvolvimento foliar. Ha espécies que apresentam
injurias apenas nas folhas completamente expandidas, ndo sendo detectados
danos nas folhas jovens (FORNASIERO, 2001; PITA-BARBOSA et al., 2009;
SILVA et al., 2000). Em outras, as folhas jovens e em expansdo sdo as mais
sensiveis ao fldor, quando comparadas as folhas completamente expandidas
(CHAVES et al., 2002; SILVA et al., 2000; WEINSTEIN; DAVISON, 2003).

Ha também espécies que ndo demonstram sintomas visuais expressivos
(SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007), ou que ndo apresentam qualquer sintoma
visual em resposta a presenca do flior (CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-
SANTOS, 2010; RIBEIRO, 2008).

Além de sintomas visuais, outros danos macroscopicos podem envolver
a reducdo nas taxas de crescimento (KLUMPP et al., 1996; PANDEY, 2005). O
F pode estimular o alongamento da parte aérea em algumas espécies. Porém, se
o0 alongamento do caule ndo for acompanhado por um aumento na biomassa,
este efeito ndo é tdo benéfico quanto se poderia supor (WEINSTEIN, 1977). O F
também pode interferir na absorcdo, transporte e redistribuicdo de nutrientes nas
plantas, podendo afetar indiretamente a produtividade (OTTO et al., 2007).

A maioria dos trabalhos se concentra na deteccdo de danos visuais e na
concentracdo de F nas plantas, e poucos se direcionam para a avaliagdo dos
danos morfoldgicos, celulares e bioquimicos (FORNASIERO, 2001), essenciais
para o diagnéstico da poluicdo por F, uma vez que geralmente antecedem o0s
sintomas visuais ou ocorrem na auséncia destes (FORNASIERO, 2003;
SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2000).
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2.2.2 Efeitos em niveis microscopicos

Em nivel microscdpio, o F pode causar danos como ruptura da cuticula
(PITA-BARBOSA et al., 2009), erosdo de ceras epicuticulares (SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2007), perda de turgidez de células (PITA-BARBOSA et al.,
2009), distor¢des da forma das células (FORNASIERO, 2001; SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2007), colapso celular (FORNASIERO, 2001; SANT’ANNA-
SANTOS et al.,, 2007) danos na estrutura dos estdbmatos (SANT’ANNA-
SANTOS; AZEVEDO, 2007) e alteracbes no tamanho dos tecidos foliares
(PITA-BARBOSA et al., 2009). E interessante observar que a estrutura da
parede celular pode influenciar o grau de injaria das células. Células vivas do
tecido vascular, por exemplo, podem apresentar menores injarias do que as
células de outros tecidos, devido a maior espessura de suas paredes (SOLBERG;
ADAMS, 1956).

Na fisiologia vegetal, h& registros da acdo do F sobre diversas
caracteristicas. Sobre as taxas respiratorias, pode ocorrer tanto inibicéo
(principalmente devido a inibi¢do de enzimas como a succinato desidrogenase e
a malato desidrogenase) quanto estimulo, que pode estar ligado ao aumento no
uso da rota das pentoses fosfato ou ao aumento da atividade de outras enzimas,
como glicose-6-fosfato desidrogenase, citocromo oxidase, catalase e peroxidases
(MILLER, 1993). Acredita-se que o F possa afetar os estagios iniciais da sintese
de pigmentos ou causar sua destruicdo (MCNULTY; NEWMAN, 1961),
resultando em reducéo no contetido de clorofilas a e b (KUMAR; RAO, 2008) e
de carotendides (FORNASIERO, 2001; MCNULTY; NEWMAN, 1961;
REDDY; KAUR, 2008).

Além disso, outros efeitos adversos incluem alterac6es na fluorescéncia
da clorofila a (BOESE; MACLEAN; EL-MOGAZI, 1995; SINGH-RAWAL;
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JAJOO; BHARTI, 2010) e diminuicdo da &rea foliar e das taxas fotossintéticas
(RATHORE, 1992). Os efeitos sobre a fotossintese podem estar relacionados
aos danos provocados pelo F nos pigmentos fotossintéticos e nos cloroplastos,
0s quais incluem diminuicdo do nimero e aumento do tamanho destas organelas
(WEI; MILLER, 1972), além de alteracdo em sua forma e dispersdo (CHAVES
etal., 2002).

A integridade de membranas é outro fator que pode ser afetado pela
exposicdo ao F. Em plantas expostas ao poluente, pode ocorrer aumento na
permeabilidade de membranas, o qual pode ser detectado através de maior
extravasamento de eletrdlitos (DIVAN-JUNIOR et al., 2007).

Este poluente também pode causar efeitos sobre o metabolismo celular,
porgue interage com muitos compostos presentes na célula. Por exemplo, ele
pode inibir a conversdo de glicose em amido (ASTHIR; SING, 1995). Além
disso, os carboidratos podem também deixar de serem utilizados para 0s
processos de crescimento normais, ocorrendo desvio dos aglcares para a sintese
de compostos fendlicos, tais como as antocianinas (FORNASIERO, 2003). A
producdo de metabdlitos secundarios como estes indica que a planta esta
submetida a estresse, uma vez que o acumulo de compostos fendlicos pode
constituir um mecanismo de defesa dos organismos vegetais, quando submetidos
a determinado agente estressor (VAUGHN; DUKE, 1984).

O F pode reduzir a absorcdo de &gua e a condutividade hidraulica
(KAMALUDDIN; ZWIAZEK, 2003). Sendo assim, as plantas submetidas a esta
substancia podem sofrer estresse hidrico, o qual pode levar ao estresse oxidativo,
com a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). O aumento no nivel
de antocianinas em Hypericum perforatum, por exemplo, pode ser um indicativo

da formacgdo destes derivados toxicos e reativos do oxigénio, uma vez que as
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antocianinas podem tentar sequestrar as EROS e atuar como compostos
protetores (FORNASIERO, 2001).

Os efeitos do F podem também incluir aceleracdo de danos genéticos
(CHOI et al., 2006) e danos citogenéticos. O F pode se ligar ao célcio e destruir
pontes ionicas, resultando em dispersdo de cromossomos (MILLER, 1993).
Além disso, este elemento tem demonstrado efeito mutagénico, principalmente
na forma de HF, podendo causar aberracBes cromossémicas como formacao de
pontes e fragmentacdo de cromossomos (GRITSAN, 1993), além do
aparecimento de nucleos tetrapldides e anafases multipolares (MOHAMED;
SMITH; APPLEGATE, 1966) e da formacdo de células binucleadas e
micronicleos (BALE; HART, 1973).

2.2.3 Efeitos em nivel de comunidades e ecossistemas

Além dos efeitos citados em nivel de individuo, as altera¢cdes podem se
estender a processos da comunidade e do ecossistema como um todo. A
competi¢cdo natural entre as espécies de um determinado ecossistema pode ser
afetada (SILVA et al., 2000) porque, ao levar & supressdo do crescimento de
uma determinada espécie (CHOI et al., 2006), o crescimento de outra (como
uma espécie oportunista) pode ser estimulado (SILVA et al., 2000). Além disso,
sabe-se que a poluicdo atmosférica pode apresentar impactos sobre 0s processos
sucessionais (LEITAO FILHO, 1993). Ha também a possibilidade do F causar
distdrbios na decomposicao de serrapilheira (KLUMPP et al., 1996).

Os efeitos diretos e indiretos do F sobre a vegetacdo, aliados aos danos
causados pelos outros poluentes liberados pelas inddstrias podem, em ultima
instancia, afetar a estrutura e o funcionamento do ecossistema como um todo
(KLUMPP; DOMINGOS; KLUMPP, 2002).
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2.3 Uso de espécies vegetais no monitoramento da poluicao por fldor

O monitoramento das emissdes de flior emprega métodos fisico-
quimicos de alto custo e dificil aplicacdo, ou bioldgicos que muitas vezes
envolvem apenas a observacdo de injdrias em plantas ou animais (OLIVA,;
FIGUEIREDO, 2005). Sendo assim, mostra-se importante e vantajoso o uso de
espécies vegetais em estudos de monitoramento da polui¢cdo ambiental, através
da andlise ndo s6 dos danos macroscépicos, mas também de alteracdes em
caracteristicas bioguimicas, fisioldgicas e celulares (PITA-BARBOSA et al.,
2009; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007). Tais alteracGes tém importante
valor prognostico da injaria das plantas pelo F, além de constituirem uma
ferramenta valiosa para pesquisas basicas sobre o mecanismo de acdo do
poluente (WEINSTEIN; DAVISON, 2003).

Determinadas espécies ndo apresentam sintomas visuais em resposta a
presenca do poluente (biossensores), enquanto outras (bioindicadores) reagem
visualmente a poluicdo (TEMMERMAN et al., 2004). Além disso, determinadas
espécies podem acumular F, sendo denominadas biomonitoras ou
bioacumuladoras, as quais apresentam uma grande importancia ecoldgica
(PITA-BARBOSA et al., 2009).

A utilizacdo de espécies vegetais para monitoramento da qualidade do ar
é justificavel, pois mesmo organismos com auséncia ou menor ocorréncia de
danos visuais podem apresentar alteracGes em caracteristicas microscopicas
(CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-SANTOS, 2010). Sendo assim, em
organismos biossensores, & importante a deteccdo de alteracdes utilizando
técnicas anatdmicas, ultraestruturais, fisiologicas, ou analises bioguimicas
(WEINSTEIN; DAVISON, 2003). O uso de tais técnicas e analises se mostra

fundamental, pois a avaliagdo da presenca de poluentes utilizando apenas dados
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baseados na andlise visual de injarias pode subestimar o potencial de uma
espécie para o biomonitoramento (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007).

Nos estudos de monitoramento de polui¢do usando organismos vegetais,
é importante sempre levar em consideragéo que a tolerancia ou sensibilidade das
espécies pode variar de acordo com fatores climaticos, edaficos e diferencas
genéticas, fazendo com que espécies que se mostrem sensiveis a0 F em uma
regido possam ser menos sensiveis em outra (WEINSTEIN; DAVISON, 2003).
Também existe variacdo no grau de tolerdncia das diferentes espécies de plantas.
Algumas espécies sdo capazes de acumular F em concentracdes de até 4000 ug
g de massa seca, sem apresentar qualquer sinal de injdria, enquanto outras se
mostram extremamente sensiveis a concentragdes menores do que 20 ug g™ de
massa seca (CRONIN et al., 2000). Esta variacdo na tolerancia das plantas a
presenca do flGor pode ser explicada por caracteristicas préprias da espécie e
pela presenca ou ndo de mecanismos de desintoxicagdo (ARNDT; FLORES;
WEINSTEIN, 1995).

Alguns estudos ja tém sido feitos no sentido de analisar e comparar a
resposta de diferentes espécies ao fluor (tanto herbaceas quanto arboreas), com o
objetivo de identificar aquelas que apresentam maior suscetibilidade a este
poluente, e sugeri-las como possiveis bioindicadoras da polui¢cdo atmosférica
(OLIVA; FIGUEIREDO, 2005; SILVA et al., 2000). O melhor bioindicador da
presenca de F corresponde a espécie mais sensivel, na qual sdo detectados
sintomas visuais nas folhas (WEINSTEIN; DAVISON, 2003). Na Europa,
cultivares de espécies do género Gladiolus sdo geralmente utilizadas como
indicadores sensiveis e acumuladores em estudos de monitoramento de F
(KLUMPRP et al., 1997).

Porém, procura-se também identificar espécies mais tolerantes, as quais

podem ser utilizadas no reflorestamento de areas cuja vegetacdo foi afetada pela
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acdo deste poluente (OLIVA; FIGUEIREDO, 2005; SILVA et al., 2000). A
espécie Lolium multiflorum é uma das mais utilizadas como indicadora de
acumulo de F em areas poluidas de diversos paises, sendo considerada resistente
(KLUMPP et al., 1997).

Os bioindicadores também podem ser classificados como ativos e
passivos, caso ocorram naturalmente na area estudada ou caso seja necessaria
sua introducdo. A bioindicacdo ativa é realizada por plantas de espécies com
sensibilidade conhecida, as quais, introduzidas numa é&rea impactada,
apresentam inequivocas respostas a determinado poluente ou a um conjunto
deles (OLIVA; FIGUEIREDO, 2005). Ja a bioindicacdo passiva envolve
organismos que ocorrem naturalmente na area impactada, o que geralmente se
mostra mais interessante, uma vez que espécies exoticas podem ter suas
propriedades alteradas pelas condi¢cdes ambientais, sendo, assim, mascarados 0s
sintomas especificos do organismo ao poluente (ELLENBERG, 1991). Por
exemplo, ao avaliar as respostas de Lolium multiflorum ssp. italicum, Oliva e
Figueiredo (2005) observaram baixas taxas de crescimento e pouca capacidade
de rebrota da espécie sob as condicOes tropicais, 0 que pode indicar que a
espécie ndo se encontra adaptada a tais condi¢des e a necessidade de serem
utilizadas espécies nativas ou adaptadas a regido estudada.

Um cuidado que deve ser tomado no estudo dos efeitos do F sobre a
vegetacdo (e no uso de plantas para monitorar a presenca deste composto na
atmosfera) é que h& muitos fatores climaticos, edaficos e biologicos que
mimetizam os sintomas induzidos por este poluente, como seca, frio, calor,
deficiéncias e excessos de nutrientes, excessos de outras substancias (como
cobalto, niquel, cddmio, aluminio, entre outras), compostos organicos tdxicos
(como pesticidas e herbicidas), danos causados por insetos (minadores e brocas)

e patoégenos (virus, bactérias, micoplasmas, fungos). Para, entdo, determinar o
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que é e 0 que ndo é efeito do F em estudos de campo, é preciso ter algum
conhecimento das concentracfes atmosféricas da substancia, os sintomas devem
acompanhar o padrdo de dispersdo do poluente e as injdrias devem ser
condizentes com as sensibilidades conhecidas das espécies (WEINSTEIN;
DAVISON, 2003).

2.4 Interacdo do flior com outros poluentes

N&o se pode deixar de considerar que o F ndo é o Unico agente
estressante ocorrente em determinada regido impactada por atividades
industriais. Sendo assim, a variacdo na tolerancia das plantas ao F esta ligada
também a presenca ou ndo de outros poluentes, 0s quais podem interagir com o
fldor e intensificar os danos causados por este elemento nas plantas. As fabricas
de fertilizantes, por exemplo, sdo responsaveis por liberar tanto F quanto SO, na
atmosfera (MCCUNE, 1971). Embora o estudo de Pandey (2005) em é&reas a
diferentes distancias de uma indstria de fertilizantes na india tenha detectado o
F como o poluente principal e presente em maiores concentracfes, o autor ndo
descarta que a coocorréncia do SO, possa ter sido responsavel pelo agravamento
dos danos observados nas espécies estudadas, como alteragdes na altura,
diametro basal, area de copa, area e biomassa foliar, biomassa total e
concentracgdes de clorofila, &cido ascorbico e nitrogénio.

Segundo Klumpp et al. (1996), a disponibilidade e a consequente
absorcdo de F do solo aumenta com o aumento da acidez e da mobilizacdo de
aluminio no ambiente edafico. Ao contribuir para a formacgdo de chuva écida, a
liberacdo de SO, na atmosfera (SINGH; AGRAWAL, 2008) pode tornar o F
mais solivel no solo, aumentando a disponibilidade e consequentemente a
fitotoxicidade deste elemento (WAINWRIGHT; SULPHARUNGSUN;
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KILHAM, 1982). Segundo Horner e Bell (1995), isto pode ocorrer porque, em
valores baixos de pH, o F se encontra na sua forma n&o ionica, e isso facilita sua
absorcdo por membranas celulares. A liberacdo de aluminio por industrias
siderdrgicas também contribui para maior disponibilizagdo de F no ambiente
edafico. As plantas absorvem o F mais facilmente quando este forma o
complexo AlF, do que na forma de ions livres em solucdo (TAKMAZ-
NISANCIOGLU; DAVISON, 1988). No Brasil, a ja registrada presenga de
aluminio nos solos do cerrado, algumas vezes em excesso (HARIDASAN,
1982) pode, entdo, ser um fator preocupante da poluicdo por F neste ambiente.

Entretanto, mais estudos devem ser feitos para se ter uma visdo mais
realista de quais podem ser os verdadeiros efeitos dessa combinacdo Al-F sobre
as plantas, uma vez que, segundo Domingos et al. (2003), a absorcédo do F na
forma de complexos de Al-F nos solos contaminados ou a formacao destes
complexos dentro das plantas podem levar a desintoxicacdo dos organismos,
uma vez que ocorrem menos danos (como necrose € morte de células). Klumpp
et al. (1996) também propuseram que um mecanismo de desintoxicagdo mutua
entre Al e F pode explicar os maiores indices de sobrevivéncia e a dominancia
de espécies da familia Melastomataceae em é&reas altamente poluidas por F
proximas a Cubatdo. Segundo este mecanismo, o complexo AlF, ndo atravessa
as membranas celulares, acumulando-se no apoplasto e levando a diminuicao da
toxicidade de ambos os elementos (TAKMAZ-NISANCIOGLU; DAVISON,
1988).

Sendo assim, podem ocorrer interagdes sinérgicas do flior com outros
poluentes presentes no ambiente, 0 que justifica a necessidade de também se

conhecer os demais poluentes presentes em uma dada regido.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O estudo dos efeitos do fluor sobre as espécies vegetais se mostra de
extrema importancia, devido aos danos e alteracbes que pode causar, tanto
isoladamente quando em conjungdo com outras substancias poluidoras, e uma
vez que seus efeitos podem se manifestar ao longo de muito tempo e se estender
a outros organismos da rede trofica.

Além disso, 0 maior conhecimento do efeito deste poluente sobre uma
determinada espécie vegetal auxilia no entendimento de seu mecanismo de acao
e pode possibilitar a utilizacdo deste organismo em programas de monitoramento

da poluicdo ambiental, uma aplicacdo préatica e extremamente vantajosa.
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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o acimulo do fltor e seus efeitos
sobre caracteristicas macroscopicas, a fluorescéncia da clorofila a e a ultra-
estrutura de Vitex polygama Cham. (Verbenaceae). Para isto, plantas desta
espécie foram submetidas a chuvas simuladas contendo 5, 10, 15 e 20 mg L™ de
F, por 15 minutos, durante 10 dias. No tratamento controle, foi utilizada agua
deionizada. Antes do inicio e ao final do experimento, foi avaliada a
fluorescéncia da clorofila a no claro através de fluorémetro portétil, e, ao final
das simulagdes, foram coletadas folhas para quantificacdo do teor de F na massa
seca e para microscopia eletronica de transmissdo. As plantas ndo apresentaram
sintomas de injuria foliar visiveis, e 0 acimulo do poluente s6 foi detectado nas
plantas dos tratamentos que receberam maiores concentragoes de fldor (15 e 20
mg L™), caracteristicas que sugerem consideravel resisténcia da espécie ao
poluente. Foi observado aumento do quenching ndo-fotoquimico (gN) e do
coeficiente devido a extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) nas doses crescentes de
fldor, o que indica aumento da dissipacdo da energia radiante na forma de calor.
Foram detectadas alteragdes ultraestruturais, como danos na estrutura dos
cloroplastos, nas membranas celulares e granulacdo do citoplasma. Os resultados
obtidos demonstram a ocorréncia de danos microscopicos anteriores e na
auséncia de alteragdes visiveis, podendo ter importante valor no progndstico de

danos causados pelo poluente nesta espécie.

Palavras-chave: Ecofisiologia. Biomonitoramento. Estrutura celular.
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ABSTRACT

In this study, we aimed to evaluate fluoride accumulation and its effects
on macroscopic characteristics, chlorophyll a fluorescence and ultrastructure of
Vitex polygama Cham. (Verbenaceae). With this purpose, plants of this species
were submitted to simulated rains containing 5, 10, 15 and 20 mg L™ of F, for 15
minutes during 10 days. In the control treatment, deionized water was used. At
the beginning and at the end of the experiment, chlorophyll a fluorescence was
measured using a portable fluorometer, and at the end of the simulations, leaves
were collected to quantify the F content in the dry mass and for transmission
electron microscopy. The plants presented no visible symptoms
of foliar injury, and the pollutant accumulation was detected only in treatments
with higher ~ fluoride  concentrations (15 and 20 mgL™), which
suggest considerable resistance of the species to the pollutant. An increase
in non- photochemical quenching (gN) and in the coefficient due to non-
photochemical extinction (NPQ) was observed in the increasing fluoride doses,
which indicates higher dissipation of radiant energy as heat. Ultrastructural
changes were detected, such as damages in the chloroplast structure, in cellular
membranes and cytoplasm granulation. The results demonstrate the
occurrence of microscopic damage before andin the absence of visible
alterations, presenting important value in the prognostic of damages caused

by the pollutant in this species.

Keywords: Ecophysiology. Biomonitoring studies. Celular structure.
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1 INTRODUCAO

O fldor é considerado um dos poluentes de maior fitotoxidade
(WEINSTEIN, 1977), podendo ser liberado por atividades antropicas ligadas a
fundicbes de aluminio, produgdo de adubos minerais (como fertilizantes
fosfatados), fabricacdo de vidros e cerdmicas, entre outras (WEINSTEIN;
DAVISON, 2003).

O F absorvido se acumula preferencialmente em margens foliares,
(MILLER, 1993), e pode causar cloroses e necroses foliares (MESQUITA et al.,
2011). Parte do fluoreto dissolvido penetra nas células, onde se acumula em
organelas celulares (como mitocdndrias, cloroplastos e vacutolos), podendo
induzir alteracdes ultraestruturais (FORNASIERO, 2001), anatdémicas
(SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007), bioquimicas (REDDY; KAUR, 2008), e
fisioldgicas as plantas (KUMAR; RAO, 2008).

A andlise da fluorescéncia da clorofila a do fotossistema Il (FSII) é um
método simples, rapido e ndo destrutivo (SCHREIBER, 1978) que constitui um
excelente indicador do estado deste fotossistema e de sua operagdo (LUTTGE,
2008), uma vez que o estado funcional das membranas do tilacoide pode ser
alterado por um determinado agente estressor (BAKER; ROSENQVST, 2004).
Sabe-se que o fldor pode acelerar o fluxo de elétrons do FSII sem, entretanto,
formar um gradiente simultdneo de prétons (BOESE; MACLEAN; EL-
MOGAZI, 1995), além de resultar em distribuicdo de maior quantidade da
energia absorvida em direcdo ao FSI, & custa do FSII (SINGH-RAWAL,;
JAJOO; BHARTI, 2010). O fluor também pode alterar significativamente a
estrutura dos cloroplastos (MILLER, 1993), o que também pode afetar as

caracteristicas da fluorescéncia da clorofila a.
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O wuso de organismos vegetais no monitoramento da poluigdo
atmosférica tem se mostrado muito vantajoso, especialmente se a espécie
pertencer a flora local (ELLENBERG, 1991), devido ao menor custo e a
possibilidade de avaliacdo dos efeitos cumulativos do poluente e de detecgdo de
concentragcdes muito baixas da substancia, entre outras vantagens (FALLA et al.,
2000). Os organismos submetidos ao agente estressor podem demonstrar
sintomas visuais (bioindicadores) ou danos em niveis microscopicos,
fisioldgicos e bioquimicos, na auséncia de alteragbes visiveis (biosensores)
(TEMMERMAN et al., 2004).

A espécie Vitex polygama Cham., popularmente conhecida como
“taruma”, “Maria-preta” e “velame-do-campo”, pertence a familia Verbenaceae
(CANTINO; HARLEY; WAGSTAFF, 1992) e apresenta habito arbdreo ou
arbustivo e ampla distribuicdo, sendo encontrada principalmente nos estados de
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (MOLDENKE;
MOLDENKE, 1957). Esta espécie ocorre na regido de Pocos de Caldas, no sul
de Minas Gerais (BERG et al., 2007), na qual esta instalada uma fabrica de
aluminio e quatro empresas de fabricagdo de cristais (CAPPELLIN, 2008),
atividades que podem liberar F na atmosfera (FORNASIERO, 2001).

Com este estudo, objetivou-se avaliar o acimulo de fltor e alteragdes
causadas por este poluente em caracteristicas macroscopicas, ultraestruturais e
da fluorescéncia da clorofila a em Vitex polygama, as quais podem ser um
importante subsidio para a sugestdo de seu uso no biomonitoramento da

poluicdo atmosférica por fluor.
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2 MATERIAL E METODOS

Mudas da espécie Vitex polygama Cham. (Verbenaceae) foram
fornecidas em tubetes pelo viveiro da CEMIG-Lavras (Companhia Energética de
Minas Gerais). As mudas com cerca de 25,0 cm foram transferidas para sacos
plasticos de 3,0 L, os quais foram preenchidos com mistura de solo, areia e
esterco, em uma proporcao de 2:1:1, respectivamente. As plantas permaneceram
120 dias em casa de vegetacdo do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), para aclimatizacéo, e,
durante este periodo, receberam solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon a 0,5 de
forca ibnica (HOAGLAND; ARNON, 1950) a cada 15 dias, sendo também
irrigadas por agua deionizada, de forma que fosse sempre mantida a capacidade
de campo do substrato.

Sete dias antes do inicio do experimento, as plantas foram transferidas
para o laboratério de Ecologia do Departamento de Biologia da UFLA, para
aclimatizacdo, onde permaneceram até o final das simula¢des de chuva, para que
ndo houvesse grande interferéncia de estressores ambientais na resposta das
plantas aos tratamentos. Ao longo do periodo experimental, as plantas foram
submetidas a fotoperiodo de 12 horas, com radiacdo global em torno de 19,4 +
3,4 W m?, o que correspondeu a um valor médio de 88,2 + 15,4 umol de fétons
m? s, As temperaturas maxima, média e minima durante o periodo foram de:
24,2+1,0;22,4+1,7; 20,8 + 1,3 °C, respectivamente.

Durante 10 dias consecutivos, as plantas foram submetidas a 15 minutos
diarios de chuva simulada, totalizando 9,15 mm dia™ de precipitacdo, a qual foi
aplicada em uma camara construida a partir do modelo proposto por Evans,
Gmur e Costa (1977). Foram utilizados cinco tratamentos: controle (chuva

apenas com agua deionizada) e quatro tratamentos com diferentes concentracGes
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de fltor. Os tratamentos de chuva com F foram preparados mediante a mistura
de flbor, na forma de fluoreto de potassio (KF), em &gua deionizada, nas
seguintes concentracdes: 5, 10, 15 e 20 mg L™. Os valores de pH do tratamento
controle e dos tratamentos com flGor foram aferidos com pHmetro portatil
Hanna HI 98127, e ajustados para 6,0 com solugdo de HCI 2N. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com oito repeti¢cdes por tratamento.

Durante o periodo experimental foram feitas observaces diarias nas
folhas para detec¢do da presenca de injdrias relacionadas a agdo do fllor.

Foram também realizadas medicBes de caracteristicas associadas a
fluorescéncia da clorofila a no claro, antes do inicio das simulacdes (dia 1) e 24
horas ap6s o término do experimento (dia 11). As medicdes foram feitas no
foliolo central de folhas completamente expandidas localizadas no primeiro n6 a
partir do apice caulinar, através da aplicacdo de oito pulsos sucessivos de luz
actinica saturante (PAR) sobre as folhas, utilizando fluorémetro portatil
modulado MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), equipado com pinca
especial para suporte da folha modelo 2030-B (BILGER; SCHREIBER; BOCK,
1995). As caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a no claro mensuradas
foram: quenching ndo-fotoquimico (gN), coeficiente de extingdo néo-
fotoquimica (NPQ), quenching fotoquimico (gP), taxa de transporte de elétrons
(ETR) e produtividade quéantica do fotossistema Il (yield).

Para analise ultraestrutural, foi utilizada Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET). O preparo das amostras e as observa¢ées em MET foram
realizados no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural
(LME) do Departamento de Fitopatologia da UFLA. 24 horas apds a Gltima
simulacdo de chuva, fragmentos foliares de aproximadamente 0,5 cm? foram
retirados do foliolo central de folhas do primeiro né e fixados em solucédo

Karnovsky (glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%), em tampdo
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cacodilato, pH 7,0, 0,05 M + CaCl, 0,001 M). Posteriormente, os fragmentos
foram lavados (trés vezes por 10 minutos) em tampao cacodilato 0,05 M e pds-
fixados em solucdo de tetréxido de dsmio (1%) com o mesmo tampao, por
quatro horas. Em seguida, o material foi contrastado com acetato de uranila,
desidratado em série crescente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100% por
trés vezes) e incluido em resina Spurr. Os blocos obtidos foram desbastados e
cortados em ultramicrétomo para obtencdo de cortes ultrafinos, os quais foram
contrastados com citrato de chumbo e documentados em microscépio eletrdnico
de transmissao Zeiss, com camera digital acoplada (ALVES, 2004).

Para determinacdo do teor de flior, foram coletadas amostras de folhas
inteiras (jovem, em expansdo e completamente expandida) de todas as plantas,
24 h ap6s a dltima chuva. As amostras foram previamente secas em estufa de
circulagéo forgada a 70 °C até se obter massa constante e depois trituradas em
moinho tipo Wiley, a particulas com dimensdes inferiores a 1,0 mm. Aliguotas
de 0,5 g foram submetidas a extracdo com é&cido perclérico 0,1 M (GARCIA-
CIUDAD et al., 1985). Para determinacéo potenciométrica do teor de fltor, foi
utilizado o ajustador de forca i6nica (ORION) proposto por Larsen e
Widdowson (1971), com eletrodo especifico. As anélises de quantificacdo do
fldor foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). Para a anélise dos dados de teor de flior na massa
seca, foi utilizado o teste Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade, através
do programa estatistico Sisvar 5.1 (FERREIRA, 2008).

Para a analise estatistica dos dados de fluorescéncia da clorofila a no
claro, o delineamento experimental foi inteiramente casualisado em esquema
fatorial 5x8 (cinco concentracBes de F e oito intensidades de radiacdo) com trés
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando o efeito

das concentracdes de flior foi significativo, foram construidas regressbes de
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acordo com o ajuste do modelo, por meio do software Sisvar 5.1 (FERREIRA,
2008). A normalidade dos dados foi averiguada através do teste de Shapiro-
Wilk, e, por ndo apresentarem normalidade, os dados de fluorescéncia foram

transformados utilizando a equago (x+1)*° onde x representa a média real.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Anélise visual e acamulo de Flaor
A espécie Vitex polygama Cham. ndo apresentou nenhum sintoma de

injaria foliar aparente com o término do experimento, em nenhum dos

tratamentos com flaor (Figura 1).
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Figura 1 Foliolos de Vitex polygama expostos a diferentes concentragdes de fluoreto de
potassio na chuva simulada, durante 10 dias. A: tratamento controle
OmgLY;B:5mgL*;C:10mg L% D:15mg LY E: 20 mg L™. Barras = 2
cm.

Ribeiro (2008) submeteu quatro espécies a chuva contendo 15 mg L™ de
fldor durante 30 dias, e uma das espécies (Eremanthus erythropappus) ndo
apresentou nenhum sintoma de injaria foliar ap6s o término do periodo de
simulagdes, embora tenham ocorrido alteracBes em caracteristicas fisioldgicas.
Campos, Azevedo e Sant’ Anna-Santos (2010) também ndo detectaram cloroses
ou necroses em Plectranthus neochilus e em Cymbopogon citratus expostas a

concentracdes de 10 e 20 mg L™ de fldor durante 20 e 10 dias, respectivamente,
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porém foi possivel a detec¢do de danos ultra-estruturais. Em espinafre, a
aplicagdo de flGor gasoso alterou caracteristicas da fluorescéncia da clorofila a
sem, entretanto, levar ao aparecimento de sintomas visiveis (BOESE;
MACLEAN; EL-MOGAZI, 1995). Lolium multiflorum, espécie frequentemente
utilizada em estudos de monitoramento de fliior como resistente, ndo apresentou
danos macroscopicos mesmo ao ser exposta a concentracdes mais elevadas de
HF (correspondentes a 0,16 mol L™) nos estudos de Mesquita et al. (2011).

A analise dos teores de flior na massa seca (MS) de Vitex polygama
mostram que apenas as concentracdes mais altas de fldor (15 e 20 mg L™)
foram responsaveis por acumulac@es significativamente maiores do poluente
(F=9,946; p < 0,005), sendo 47,1 e 81,3% maiores do que no tratamento
controle, respectivamente (Gréfico 1). Isto indica que concentracdes mais
elevadas de fluor sdo requeridas para provocar acimulo do elemento em
plantas de Vitex polygama. A exposicdo a concentracfes mais elevadas de F
favorece a maior retengdo do poluente nas folhas (CAMPOS; AZEVEDO;
SANT’ANNA-SANTQOS, 2010).



48

12 -
10 1 7.53a

8 - 6,100

6 i
415c  485c  S06C

Teor de fldor (ug gl MS)

0 . . . . .
0 3) 10 15 20

Concentracdes de fluoreto de potassio (mg L'l)

Gréfico 1 Teor de fldor (ug g™ MS) nas plantas de Vitex polygama expostas a diferentes
concentracBes de fluoreto de potassio (0, 5, 10, 15 e 20 mg L) em chuva
simulada, durante dez dias consecutivos. As barras verticais indicam o desvio
padrdo da média (n=8). Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre
si, segundo o teste Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade.

Os dados obtidos mostram que a espécie apresenta uma acumulagdo
relativamente baixa de flGor, uma vez que, mesmo em ambientes ndo-poluidos,
considera-se normal encontrar niveis de flior até 20 pg g* nas folhas
(FRANZARING et al., 2006; MILLER, 1993; WEINSTEIN, 1977), o que
inclusive justifica a presenca de flor no tratamento controle (MESQUITA et al.,
2011; SILVA et al., 2000). A concentracdo natural de F na massa seca foliar
depende de fatores como caracteristicas do solo e da agua e espécie vegetal

considerada. No feno, por exemplo, registra-se 1,0 pg g de MS como
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quantidade natural de F, enquanto em folhas de batata esta quantidade pode ser
de até 30 ug g* de MS (MILLER, 1993).

O teor maximo de flaor acumulado no presente experimento foi de cerca
de 7,53 ug g™ no tratamento de maior concentracdo de KF na chuva (20 mg L™?).
Sabe-se que, no Brasil, os niveis de F nas folhas de plantas que ocorrem em
areas poluidas, proximas a fabricas de fertilizantes, podem ser até mesmo
maiores do que 600 ug g* (MESQUITA et al., 2011). Entretanto, no campo, 0
fllor pode estar presente em maiores concentracfes e na forma gasosa, sob a
qual o poluente é mais facilmente absorvido (SANT’ANNA-SANTOS, 2008).
Ainda assim, exposicOes de outras espécies as mesmas concentracdes de fluoreto
de potassio e durante 0 mesmo periodo de tempo em laboratério (CAMPOS;
AZEVEDO; SANT’ANNA-SANTOS, 2010; SANT’ANNA-SANTOS et al.,
2007) mostraram maiores taxas de acUmulo do poluente, se comparadas as
apresentadas por Vitex polygama. Segundo Klumpp et al. (1996), as baixas taxas
de acumulacdo aliadas a um longo periodo de exposi¢do ao poluente séo alguns
dos aspectos a serem considerados na proposicdo de uma espécie como
acumuladora de fltor.

Alguns estudos sugerem que plantas sensiveis podem ser injuriadas
quando a concentracdo de F nas folhas é maior do que 30 pg g™ de massa seca
(TRESHOW; ANDERSON, 1989). A relativamente baixa acumulagéo de fltor
apresentada pela espécie Vitex polygama no presente experimento poderia talvez
explicar a auséncia de sintomas visuais. Segundo Silva et al. (2000), em
determinadas espécies, hd uma relagdo entre o grau de injdria e o contetdo de
flaor nas folhas, sendo que maiores graus de injuria estdo associados a maiores
taxas de acumulacdo do poluente. No entanto, Oliva e Figueiredo (2005)
detectaram cloroses e necroses em espécies de gramineas que apresentaram

teores foliares de F entre 4,7 e 27 pg g™ folha, enquanto em Lolium multiflorum,
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ndo foram verificados danos visiveis mesmo em concentracfes tdo elevadas
quanto 180 pg g™ folha (MESQUITA et al., 2011). Isto mostra que a ocorréncia
de injurias visuais ndo esta ligada a um limite de concentragdo de fltor, mas sim
a resposta especifica de cada organismo vegetal ao poluente.

A variagdo de susceptibilidade tanto entre espécies quanto entre
cultivares pode estar associada a diferencas no acumulo, translocacdo e
distribuicdo do F (JACOBSON et al., 1966). Os resultados relativos a baixa
acumulacdo de F e a auséncia de injurias visiveis em Vitex polygama indicam
que esta espécie pode apresentar algum mecanismo que diminua a absorcdo e o
actimulo do poluente. As respostas das plantas ao fliior podem estar relacionadas
a determinadas caracteristicas que variam de uma espécie para outra, tais como
ciclo de vida, anatomia e morfologia da folha e presenca ou auséncia de
mecanismos especificos de desintoxicacdo, transporte e eliminacdo do poluente
(ARNDT; FLORES; WEINSTEIN, 1995).

A espécie Vitex polygama apresenta grande quantidade de tricomas, o
que pode contribuir para sua relativa resisténcia ao poluente. Chaves et al.
(2002) sugeriram o maior nimero de tricomas como uma das caracteristicas que
poderiam estar ligadas & maior resisténcia da espécie Chloris gayana ao fldor,
guando comparada com Panicum maximum. Segundo Garg e Varshney (1980),
maior resisténcia a polui¢éo geralmente ocorre em plantas com maior densidade
de tricomas, sendo que plantas expostas a maior polui¢do atmosférica podem
apresentar maior comprimento e densidade de tricomas foliares. Além disso, a
também ocorréncia de tricomas glandulares na epiderme de ambas as faces pode
representar uma cobertura protetora, impedindo a retencdo do fldor na superficie
foliar por tempo prolongado (RIBEIRO, 2008).
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3.2 Fluorescéncia da clorofila a

O efeito da interagcdo entre os fatores avaliados neste experimento
(concentragdo de fluor e intensidade de pulso de luz actinica saturante) nao foi
significativo para nenhum dos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a (N dia
1: F= 0,434, p= 0,9926; gN dia 11: F= 0,701, p= 0,8539; NPQ dia 1: F= 0,213,
p= 1,00; NPQ dia 11: F= 0,742, p= 0,8109; gP dia 1: F= 0,773, p= 0,7759; gP
dia 11: F= 1,488, p= 0,0867; ETR dia 1: F= 0,655, p= 0,8954; ETR dia 11: F=
1,062 , p= 0,94039; Yield dia 1: F=0,556, p=0,9589; Yield dia 11: F=1,450;
p=0,1014).

Antes do inicio das simulagdes (dia 1), ndo houve efeito da concentracdo
de fluoreto de potassio sobre nenhuma das caracteristicas de fluorescéncia (qN:
F=0,358, p=0,8382; NPQ: F=1,26, p=0,2898; qP: F=0,526, p =0,7169; ETR:
F=0,925, p=0,4518; Yield: F=0,337, p=8525), 0 que indica que as plantas de
todos os tratamentos estavam sob as mesmas condicdes iniciais, e que alteragdes
posteriores nas caracteristicas de fluorescéncia, se houvessem, seriam
possivelmente devido a exposi¢do ao KF.

Vinte e quatro horas ap6s o término das simulagdes (dia 11) foi possivel
verificar que as concentragbes de KF ndo afetaram significativamente o
quenching fotoquimico (F=0,775, p=0,5436), a taxa de transporte de elétrons
(F=0,327, p=0,8591) e a produtividade do fotossistema Il (F=0,132, p=0,9704).
Entretanto, houve efeito significativo das diferentes concentracfes de KF sobre
0 quenching ndo-fotoquimico (F=8,508, p<0,05) e sobre o coeficiente de
extincdo ndo-fotoquimica (F=10,465, p<0,05). O modelo de regressdo linear
mostra que o quenching ndo-fotoquimico aumenta com o aumento das
concentracdes de fllor na chuva simulada (y=0,0127x+0,2036, R*=0,6203)
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(Gréfico 2), o que também ocorre para o coeficiente de extingdo ndo-
fotoquimica (y=0,0169x+0,1791; R?=0,6296) (Gréfico 3).

0.6 - v=0,0127x+0.2036
2=().6203

0.5 -
0.4
Z 0.3
0.2 5
0.1

0_.0 i | i [ i
0 J 10 15 20

Concentracdes de KF (mg L))

Gréfico 2 Quenching ndo-fotoquimico (gN) em individuos de Vitex polygama, em
relagdo as concentracdes de KF na chuva simulada (em mg L™), ap6s 10 dias
de simulacgdes. As barras verticais representam o desvio-padrao da média.
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Gréfico 3 Coeficiente de extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) em individuos de Vitex
polygama, em relacdo as concentragdes de KF na chuva simulada (em mg L
1), ap6s 10 dias de simulagBes. As barras verticais representam o desvio-
padrdo da média.

O aumento do gN ocorre sob o efeito de muitos agentes estressores
sobre as plantas (como luz excessiva, temperaturas altas ou baixas, escassez de
CO,, seca, salinidade, metais pesados). Este aumento esta ligado a perda de
grande parte da energia de excitagdo absorvida na forma de calor, um
mecanismo regulatério e protetor reversivel que envolve modificagdes na
conformacéo das membranas dos tilacoides desencadeadas pelo gradiente de pH
transtilacoidal, estados de transicdo e pela fotoinativacdo do fotossistema Il
(FSIl) (ROHACEK; SOUKUPOVA; BARTAK, 2008). Segundo Lorenzini et al.

(1999), esta perda de energia em calor evita a super-excitacdo do FSII.
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O NPQ (coeficiente devido a extingdo nao-fotoquimica de energia
absorvida) também caracteriza um mecanismo protetor da planta para a
dissipacdo da energia radiante excessiva ndo utilizada nas reagdes fotoquimicas
(SILVA et al., 2011), sendo considerado o principal mecanismo contra danos ao
aparato fotossistético (HORTON; HAGUE, 1998). Ele esta relacionado com a
oxidacdo das xantofilas no ciclo das xantofilas, além de refletir menor obtencdo
de luz pelo complexo antena e inativacdo do FSII (ROHACEK; SOUKUPOVA;
BARTAK, 2008). Segundo Ribeiro (2008), a erosio das ceras epicuticulares em
espécies submetidas ao flldor poderia resultar em maior incidéncia de
luminosidade sobre as folhas, ativando o ciclo das xantofilas. Neste caso, 0s
prétons da zeaxantina se ligam a proteinas do complexo antena, modificando sua
conformac&o e levando a dissipagédo de calor e ao aumento no NPQ (DEMMIG-
ADAMS; ADAMS, 1992).

Os aumentos de gN e NPQ em Vitex polygama demonstram que, mesmo
na auséncia de danos visuais, o fltor constitui um fator estressante para a planta,
e este estresse se manifesta na forma de dissipacdo do excesso de energia. Este
mecanismo pode inclusive ter resultado na ndo-influéncia do fllor sobre a
produtividade quéntica do fotossistema Il (yield) no claro observada neste
estudo. Ao avaliar os efeitos da chuva acida simulada sobre caracteristicas da
fluorescéncia das espécies Schima superba e Pinus massoniana, Liu et al. (2007)
observaram que S. superba é mais resistente, uma vez que foi capaz de dissipar a
energia excessiva, pois apresentou aumento em gN e estado de oxidacdo das
xantofilas um pouco maior do que no tratamento controle. Ja P. massoniana
apresentou diminuicdo no estado de oxidacdo das xantofilas e ndo registrou
variacdo significativa em gN, demonstrando baixa capacidade de dissipar o

excesso de energia e maior susceptibilidade a chuva écida.
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A auséncia de variagdo significativa em gP e ETR de Vitex polygama
indica que o flGor ndo afetou a conversdao da energia radiante em quimica nos
centros de reagdo do FSII (KRAUSE; WEIS, 1991) e o transporte de elétrons na
cadeia fotossintética, respectivamente. No estudo de Ribeiro (2008), que
envolveu o efeito do flior sobre quatro espécies de plantas, a que demonstrou
maior resisténcia ao poluente (Eremanthus erythropappus), apresentando os
menores teores de acimulo e auséncia de danos visuais, demonstrou resposta
ecofisioldgica similar a Vitex polygama, sem alteracdes significativas em qP e
em ETR. J& em Panicum maximum, espécie considerada altamente sensivel ao
fldor devido a capacidade de acumulo de elevados teores do poluente e a
ocorréncia de sintomas evidentes na lamina foliar (DIVAN-JUNIOR et al.,
2007; OLIVA; FIGUEIREDO, 2005), o fluor resultou em diminuicdo
significativa de qP e ETR. Analisando o comportamento destas duas espécies,
pode-se observar, portanto, que a resposta da fluorescéncia da clorofila a de
Vitex polygama no que se refere a estas caracteristicas a aproximam mais de
uma espécie tolerante do que de uma espécie que apresenta sensibilidade ao

elemento.

3.3 Analise ultraestrutural

Os cloroplastos corresponderam a organela que mais apresentou
alteracBes ultraestruturais na presenca do F, em relagdo ao tratamento controle,
tais como maior tamanho (Figuras 2B,C,D,F e 3B,C,F), membrana ondulada
(Figuras 2F e 3C) e formato irregular (2B,C,D e 3B,C,D,E,F).
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Figura 2 Fotomicrografias de clorénquimas de foliolos de Vitex polygama Cham.
(seccdo transversal em microscopia eletrbnica de transmissdo) no
tratamento controle (A) e quando expostos a 5 (B), 10 (C), 15 (D e E) e 20
mg L™ (F) de fluoreto de potassio durante 10 dias. B, C, D, F: cloroplastos
deformados, com maior tamanho e ondulagbes na parede; B, C, D: gréos de
amido de grande tamanho no interior dos cloroplastos; E: destacamento e
rompimento da membrana plasmética (seta); B, E, F: citoplasma com
aparéncia granular. Barra=2 pm.
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Figura 3 Fotomicrografias de clorénquimas de foliolos de Vitex polygama Cham.
(seccdo transversal em microscopia eletrbnica de transmissdo) no
tratamento controle (A) e quando expostos a 5 (B), 10 (C), 15 (D) e 20 mg
L™ (E e F) de fluoreto de potéssio durante 10 dias. B, C, E, F: cloroplastos
deformados, com maior tamanho e ondula¢des na parede; B, C, E: gréos de
amido de grande tamanho no interior dos cloroplastos; B, C, D, F:
citoplasma com aparéncia granular; E: rompimento de vesiculas nas
células, liberando compostos elétron-densos. Barras= 1 pm (F) e 2 um
(A,B,C,D,E).
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A maior ocorréncia de danos nos cloroplastos pode estar ligada ao
maior acumulo de F nesta organela, como foi determinado por Chang e
Thompson (1966), que, atraves do fracionamento de folhas da laranja Citrus
sinensis em componentes subcelulares, demonstraram que os cloroplastos
correspondem a organela de maior acumulacdo de fluoreto. O acumulo de F esta
ligado ao pH do microambiente imediato, sendo que, quanto maior o valor do
pH, maior a acumulacdo do poluente. De acordo com os valores de pH do
apoplasto e dos diferentes componentes celulares, o acimulo do F é, em ordem
decrescente, maior nos cloroplastos, mitocondria e citoplasma, € menor no
apoplasto. Sendo assim, mesmo baixas concentracGes de F no apoplasto podem
levar a altos niveis de concentracdo do poluente nas organelas, resultando em
danos (MILLER, 1993).

Wei e Miller (1972) observaram cloroplastos maiores e com um
envelope parcialmente ou completamente interrompido em folhas de Glycine
max submetidas ao fldor. Estudos ultraestruturais de Fornasiero (2001)
registraram grandes alteracbes na estrutura dos cloroplastos, entre elas:
dificuldade de reconhecimento do sistema lamelar, ruptura do envelope externo,
e aumento em tamanho e em nimero da organela, juntamente com uma reducéo
na concentracdo de clorofilas. Ao analisar cortes transversais da lamina foliar de
Panicum maximum, Chaves et al. (2002) observaram cloroplastos mais
dispersos, em nimero reduzido e maior tamanho nas plantas tratadas com F,
além de desintegracdo destas organelas.

Foram observados grdos de amido de maior tamanho no interior dos
cloroplastos das plantas tratadas com fluor (Figuras 2B,C,D e 3B,C,E), também
observados por outros autores (ELEFTHERIOU; TSEKOS, 1991;
SANT’ANNA-SANTOS, 2008; WEI; MILLER, 1972). Em situacOes

estressantes como a presenca de poluentes, a translocacdo de carboidratos das
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folhas para as raizes pode ser inibida, o que pode levar ao acimulo de gréos de
amido nestas organelas. Esta inibi¢cdo pode ocorrer por inativacdo de células do
floema, as quais sdo responsaveis pela translocagdo dos fotoassimilados para
outros orgaos vegetais (RENNENBERG; HERSCHBACH; POLLE, 1996;
SODA et al., 2000). De acordo com Schmitt e Ruetze (1990), o acimulo dos
grdos de amido nos cloroplastos também pode constituir um indicador da
aceleracdo da senescéncia.

Outra alteracdo detectada nas eletromicrografias foi o destacamento da
membrana plasmaética da parede celular, e seu rompimento (Figura 2E), como
também verificado em Hypericum perforatum por Fornasiero (2001). O F pode
afetar as membranas celulares através de dois mecanismos principais: baixa
disponibilidade de energia para a sintese dos componentes desta estrutura celular
ou hidrdlise dos lipidios da membrana para serem utilizados como fontes
alternativas de energia (BHATNAGAR; BHATNAGAR, 2000). Os efeitos do
poluente sobre as membranas celulares podem resultar em outros danos, como
perda acelerada de eletrélitos (DIVAN-JUNIOR et al., 2007).

Foi também registrada formag&o de pequenos e numerosos vacuolos no
citoplasma celular, ficando este com uma aparéncia granular (Figuras 2B,E,F e
3B,C,D,F), e, em algumas células, rompimento de vesiculas, liberando
compostos elétron-densos (Figura 3E), também outros dos possiveis sintomas
causados pelo F dentro das células (ELEFTHERIOU; TSEKOS, 1991). A
formacdo de vacuolos pode estar ligada ao rompimento do tonoplasto, formando
vesiculas e corpos multivesiculares (WEI; MILLER, 1972). Segundo Miller
(1993), o tonoplasto se mostra a membrana mais sensivel ao F, e sua ruptura
leva a liberacdo de compostos fendlicos e outras substancias organicas que
podem acelerar a degeneracdo de outras organelas, uma vez que induzem

mudancas osmoticas no citoplasma, e exercem efeitos toxicos sobre a célula.
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Isto pode resultar na desintegracdo do citoplasma e de algumas organelas
(CHAVES et al., 2002; WEI; MILLER, 1972).

E importante destacar que todas as concentragdes de KF utilizadas neste
experimento foram responsaveis por causar danos em nivel ultraestrutural, sendo
que os tipos de danos foram basicamente os mesmos em todos os tratamentos
com o poluente. De acordo com Wei e Miller (1972), a concentracao de fltor
parece ndo alterar o tipo de injdria ocorrida nas células, mas sim a taxa e

velocidade de desenvolvimento destes danos.

4 CONCLUSAO

Vitex polygama Cham. apresenta potencial para ser utilizada como
biosensora de poluicdo atmosférica por F, uma vez que ndo apresentou sintomas
visuais quando exposta ao fluoreto de potassio nas concentra¢es e no tempo
utilizados no presente experimento. Além disso, o acumulo do poluente se
mostrou relativamente baixo, apenas ocorrendo nas concentracdes mais elevadas
de KF na chuva.

No entanto, o fltor resultou em maior dissipacdo da energia absorvida
na forma de calor e em danos ultraestruturais. Estas alteracbes se mostram
importantes em programas de monitoramento da polui¢do atmosférica por fluor,
podendo ser utilizadas como biomarcadores, além de ter importante valor na

deteccdo progndstica de injdria pelo poluente nesta espécie.
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho determinar os efeitos do flGor sobre a
anatomia e a ultraestrutura de Vitex polygama Cham. Para isto, plantas da
espécie foram submetidas a chuvas simuladas contendo 5, 10, 15 e 20 mg Lt de
fluoreto de potassio (KF) por 15 minutos durante 10 dias. No tratamento
controle, utilizou-se &gua deionizada. Ao final das simulagdes, fragmentos
foliares foram preparados para analises em microscopia fotdnica e microscopia
eletronica de varredura. Os danos causados pelo flior se concentraram
principalmente na epiderme, sendo detectados acimulo e erosdo de ceras
epicuticulares. Também foi observada colonizacdo das superficies foliares por
fungos, possivelmente como dano direto ou indireto da erosdo das ceras. Os
tratamentos com maiores concentragdes de KF resultaram em deformag@es nas
paredes das células epidérmicas. N&o foi detectada alteragdo significativa na
espessura do limbo e dos tecidos foliares entre o tratamento controle e os
tratamentos com flUor. Os resultados obtidos mostram a epiderme como um dos
primeiros sitios de acdo do flior em Vitex polygama, e sugerem a utilizacdo das
alteracdes neste tecido como biomarcadores em programas de biomonitoramento

que utilizem a espécie.

Palavras-chave: Microscopia eletrbnica de varredura. Ceras epicuticulares.

Anatomia vegetal
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ABSTRACT

In this study, we aimed to determine fluoride effects on the anatomy and
ultraestructure of Vitex polygama Cham. For this, plants of the species were
submitted to simulated rains containing 5, 10, 15 and 20 mg L™ of potassium
fluoride (KF) for 15 minutes during 10 days . In the control treatment, deionized
water was used. At the end of the simulations, leaf fragments were prepared
for analysis in light microscopy and scanning electron microscopy. The damages
caused by fluoride were mainly observed in the epidermis, such as
accumulation and erosion of epicuticular waxes. It was also observed
colonization of leaf surfaces by fungi, possibly as a direct or indirect
damage due to the erosionof the waxes. The treatments with higher
concentrations of KF resulted in deformations of the epidermal cell walls. No
significant change was detected in the thickness of the blade and leaf tissues,
between control and fluoride treatments. The results show the epidermis as one
of the first action sites of fluoride in Vitex polygama, and suggest the use of the
damages in this tissue as biomarkers in biomonitoring studies that involve this

species.

Keywords: Scanning Electron Microscopy. Epicuticular waxes. Plant anatomy.
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1 INTRODUCAO

O fluor pode ser liberado na atmosfera através do aquecimento de rochas
e solos em industrias de fundicdo de aluminio e outros metais ndao ferrosos,
fertilizantes minerais, vidros e cerdmicas (ARNDT; FLORES; WEINSTEIN,
1995), e constitui um dos poluentes de maior fitotoxidade (FORNASIERO,
2001). Em espécies sensiveis, este poluente pode causar necroses e redugdes no
crescimento, mesmo em plantas que se encontram a uma distancia relativamente
grande da fonte emissora (KLUMPP et al., 1996).

Na vegetacdo, a maior parte do fllor é absorvida nas folhas através dos
estdmatos (CHAVES et al., 2002; OLIVA; FIGUEIREDO, 2005), podendo
também entrar em menor proporcao por meio da cuticula (MILLER, 1993) ou da
base dos tricomas (PITA-BARBOSA et al., 2009).

A tolerancia ou sensibilidade das espécies vegetais ao flGor depende de
varios fatores, tais como estagio de desenvolvimento da planta, fatores edéficos,
climaticos e genéticos. Maior nimero de espécies tende a ser tolerante ao
poluente (WEINSTEIN; DAVISON, 2003).

Mesmo quando ndo apresentam injlrias visiveis, plantas expostas ao F
podem acumular este poluente e apresentar alteracbes em caracteristicas
fisioldgicas (BOESE; MACLEAN; EL-MOGAZI, 1995; RIBEIRO, 2008),
anatdbmicas e ultra-estruturais (CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-
SANTOS, 2010; MESQUITA et al., 2011). Algumas destas altera¢des incluem
plasmolise e colapso dos tecidos foliares em regides necrosadas (CHAVES et
al., 2002; FORNASIERO, 2001), erosdo de ceras epicuticulares, danos na
estrutura dos estdmatos (SANT’ANNA-SANTOS et al.,, 2007) e ruptura da
cuticula (PITA-BARBOSA et al., 2009).
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Sabe-se que as alteracBes microscOpicas precedem os danos visiveis
(SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2000). Desta forma,
estudos que envolvam tais alteracBes sdo importantes para a observagdo de
danos decorrentes da presenca do fllor na atmosfera antes mesmo que possam
ser detectadas injurias visuais, além de também auxiliar no entendimento do
mecanismo de acdo do poluente no organismo vegetal (WEINSTEIN;
DAVISON, 2003).

Em estudos de bioindicacdo e biomonitoramento, o uso de uma espécie
naturalmente ocorrente em uma regido que apresenta o poluente estudado se
mostra mais importante e vantajoso. Isto porque, caso sejam estudadas espécies
exoticas, os sintomas especificos do organismo ao poluente podem ser
mascarados pelos efeitos provocados pelas condices ambientais locais
(ELLENBERG, 1991).

Vitex polygama Cham. (Verbenaceae) (CANTINO; HARLEY;
WAGSTAFF, 1992) é uma espécie de ampla distribuigdo no territério brasileiro,
ocorrendo principalmente nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e S8o Paulo. Popularmente conhecida como “tarum@d”, *“velame-do-
campo” e “Maria-preta”, a espécie se apresenta na forma arbustiva ou arbdrea.
Na regido do Sul de Minas Gerais, é considerada importante por responder por
grande parte do numero de individuos em determinadas &areas como no
municipio de Pocos de Caldas (GUIMARAES, 2007), que possui grande
namero de inddstrias de aluminio e cristais, as quais geram fldor como poluente
(CAPELLIN, 2008).

Este trabalho teve como objetivo identificar modificacBes anatémicas e
ultraestruturais provocadas pelo flior na lamina foliar de Vitex polygama. Isto se

torna importante subsidio da atuacdo desta espécie no biomonitoramento da
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poluicdo atmosférica por fltor, além de poder contribuir com informacdes sobre

sua resposta ao poluente.

2 MATERIAL E METODOS

Mudas da espécie Vitex polygama Cham. (Verbenaceae) foram
fornecidas em tubetes pelo viveiro da CEMIG-Lavras (Companhia Energética de
Minas Gerais). As mudas com cerca de 25,0 cm foram transferidas para sacos
plasticos de 3,0 L, os quais foram preenchidos com mistura de solo, areia e
esterco, em uma proporcéo de 2:1:1, respectivamente. As plantas permaneceram
120 dias em casa de vegetacdo do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), para aclimatizagéo, e,
durante este periodo, receberam solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon a 0,5 de
forca idnica (HOAGLAND; ARNON, 1950) a cada 15 dias, sendo também
irrigadas por agua deionizada, de forma que fosse sempre mantida a capacidade
de campo do substrato.

Sete dias antes do inicio do experimento, as plantas foram transferidas
para o laboratério de Ecologia da UFLA, para aclimatizacdo, onde
permaneceram até o final das simulacfes de chuva, para que ndo houvesse a
interferéncia de estressores ambientais na resposta das plantas aos tratamentos.
Ao longo do periodo experimental, as plantas foram submetidas a fotoperiodo de
12 horas, com radiacdo global em torno de 19,4 + 34 W m? o que
correspondeu a um valor médio de 88,2 + 154 pmol de fétons m? s™. As
temperaturas maxima, média e minima durante o periodo foram de: 24,2 + 1,0;
22,4 +1,7; 20,8 + 1,3 °C, respectivamente.

Durante 10 consecutivos, as plantas foram submetidas a 15 minutos

diarios de chuva simulada, totalizando 9,15 mm dia™ de precipitacéo, a qual foi
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aplicada em uma cémara construida a partir do modelo proposto por Evans,
Gmur e Costa (1977). Foram utilizados cinco tratamentos: controle (chuva
apenas com agua deionizada) e quatro tratamentos com diferentes concentragdes
de fluor. Os tratamentos de chuva com F foram preparados mediante a mistura
de flbor, na forma de fluoreto de potéassio, em &gua deionizada, nas seguintes
concentragdes: 5, 10, 15 e 20 mg L. Os valores de pH do tratamento controle e
dos tratamentos com fldor foram aferidos com pHmetro portatil Hanna HI
98127, e ajustados para 6,0 com solucdo de HCI 2,0 N. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e oito
repeticoes.

Para a analise ultraestrutural, amostras foliares foram preparadas e
observadas em microscépio eletrébnico de varredura no Laboratério de
Microscopia Eletrbnica e Analise Ultraestrutural da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Fragmentos foliares foram retirados do foliolo central de folhas
completamente expandidas do primeiro n6 e fixados em solucdo Karnovsky
(glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%), em tampdo cacodilato, ph 7,0,
0,056 M + CaCl, 0,001 M). As amostras foram lavadas (trés vezes por 10
minutos) em tampdo cacodilato 0,05 M. Posteriormente, foi feita pos-fixagdo em
solucdo de tetréxido de 6smio (1,09%) com o mesmo tampdo, por 1 hora. Em
seguida, o material foi desidratado em série crescente de acetona (30%, 50%,
70%, 90% e 100% por trés vezes) e submetido a secagem em aparelho de ponto
critico. Apds a secagem, os especimes foram montados em stubs com fitas de
carbono dupla face, colocadas sobre uma pelicula de papel aluminio, e cobertos
com ouro em evaporador. Foram geradas imagens de cada amostra em
microscépio eletrénico de varredura LEO Evo 40, as quais foram registradas

digitalmente, a aumentos variaveis (ALVES, 2004).
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As andlises anatdmicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia
Vegetal da Universidade Federal de Lavras em Lavras, MG. Para a
caracterizagdo das modificacBes anatdmicas das espécies selecionadas, foliolos
de folhas completamente expandidas localizadas no primeiro n6 foram colhidos
e fixados em F.A.A7 (JOHANSEN, 1940). Em cada tratamento, foi retirado um
foliolo por repeticdo, em um total de cinco repeticdes. Apos fixacdo, regides
medianas dos foliolos foram desidratadas em série etilica e incluidas em
metacrilato (Historesina, Leica Instruments). Utilizando micrétomo de
deslizamento, foram feitas seccBes transversais com 8,0 um de espessura, as
quais foram coradas com azul de toluidina pH 4,7 (O’BRIEN; MCCULLY,
1981). As laminas permanentes foram montadas em balsamo do canada. As
imagens foram capturadas utilizando-se uma camera Moticam 2500 acoplada a
microscépio Olympus CX 41.

Foram medidas as espessuras do limbo foliar (LF), da epiderme da face
adaxial (ED) e abaxial (EB), do parénquima palicadico (PP) e do parénquima
esponjoso (PE). Foram mensurados 25 campos por caracteristicas avaliadas por
repeticdo, utilizando-se o software Image Tool versdo 3.0 para Windows,
disponibilizado pelo University of Texas Health Science Center at Santo
Antonio (EUA). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e cinco repeticdes. Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia (ANAVA) e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott,
em nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa Sisvar 5.1
(FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modificagbes ultraestruturais

Nas superficies abaxial e adaxial de folhas do tratamento controle, foi
possivel observar a presenca de células epidérmicas de contorno sinuoso e com a
porc¢do central elevada, cuticula lisa, e a presenca de muitos tricomas tectores e
glandulares peltados. Os tricomas peltados possuem pedicelo curto e cabeca
ovoide. Os tricomas tectores sdo multisseriados (Figuras 1A e 2A). A folha de
Vitex polygama é hipostomatica e os estbmatos apresentam distribuicdo aleatdria

na epiderme e posicéo projetada (Figura 1A).
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Figura 1 Fotomicrografias da superficie abaxial de foliolos de Vitex polygama no
tratamento controle (A) e quando expostos a 5 (B), 10 (C), 15 (D eE) e 20 (F)
mg L™ de fluoreto de potassio durante 10 dias. B, D, E, F: presenca de hifas
flngicas; C: ruptura da cera epicuticular (seta); E: acumulo de cera
epicuticular (seta). Barras= 10 pm (C) e 20 um (A,B,D,E,F).
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Figura 2 Fotomicrografias da superficie adaxial de foliolos de Vitex polygama no
tratamento controle (A) e quando expostos a 5 (B), 10 (C),15(D)e 20 (Ee F)
mg L™ de fluoreto de potassio durante 10 dias. E, F: presenca de hifas
flngicas (setas claras); C e E: cera epicuticular mais proeminente; B, D, E:
erosdo de cera epicuticular devido ao seu acimulo (setas escuras). Barras=
10um (B) € 20 um (A,C,D,E,F).
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Todas as concentragdes de fluoreto de potassio na chuva simulada (5,
10, 15 e 20 mg L™) foram responsaveis por causar modificacdes na superficie
foliar de Vitex polygama, o que pode ter relagdo com a fitotoxidade do flior. Em
ambas as faces da epiderme, foram detectados o acumulo de cera epicuticular
(Figuras 1E e 2B, C, D e E) e sua eroséo (Figuras 1C e 2B, D, E).

Nas plantas tratadas com flGor, a cera epicuticular apresentou-se mais
pronunciada, trincada em alguns pontos (Figura 1C) e soltando-se em outros
(Figuras 2B,D). A maior proeminéncia da camada de cera epicuticular também
foi registrada em plantas de Lolium multiflorum submetidas a altas
concentracdes de F em decorréncia da degeneracdo de paredes celulares,
levando a deformacéo da superficie foliar (MESQUITA et al., 2011). A eroséo e
descamacdo de ceras epicuticulares também foi detectada por outros autores em
foliolos ou folhas expostas ao F (CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-
SANTOS, 2010; CHAVES et al., 2002; MESQUITA et al., 2011; PITA-
BARBOSA et al., 2009; SANT’ANNA-SANTOS, 2008; SANT’ANNA-
SANTOS; AZEVEDO, 2007, 2010; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007), e
pode ser resultante da perda da integridade da epiderme (MESQUITA et al.,
2011). A erosédo destas ceras pode facilitar a entrada de poluentes presentes na
agua das chuvas na epiderme, uma vez que altera a impermeabilizacdo da
superficie foliar (EVANS, 1982).

Foram também detectadas colonizacBes da superficie foliar de Vitex
polygama por hifas fangicas (Figuras 1B,D,E,F e 2F). A ocorréncia de
infestacdo fungica na superficie foliar de plantas tratadas com F também foi
observada em trabalhos envolvendo o efeito deste poluente (PITA-BARBOSA
et al, 2009; SANT’ANNA-SANTOS, 2008; SANT’ANNA-SANTOS;
AZEVEDO, 2007; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007) e de outros agentes
estressores sobre as plantas, como a chuva acida (SANT’ANNA-SANTOS et al.,
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2006; SILVA et al., 2005) e o glifosato presente em formulagdes herbicidas
(TUFFI-SANTOS et al., 2009). As ceras epicuticulares podem apresentar
compostos secundarios em sua composicao (tais como terpenos e flavondides)
ligados a protecdo da planta contra patdgenos (ALCERITO et al., 2002). Sendo
assim, sua desestruturacdo pode predispor a planta ao ataque destes agentes.
Além disso, 0 aumento da infestacdo flngica também pode ser um dano indireto
decorrente das alteracBes causadas na camada de cera, uma vez que a remocao
ou erosdo deste componente, juntamente com a desestruturacdo da cuticula,
podem resultar em maior umedecimento da folha, o que facilita a invasdo por
patégenos (PITA-BARBOSA et al., 2009; SANT’ANNA-SANTOS et al.,
2007), pois superficies Umidas sdo mais facilmente colonizadas por micro-
organismos (BARTHLOTT, 1981).

A deteccdo de danos microscopicos (como acumulo e erosdo de ceras
epicuticulares e a proliferacdo de fungos) em folhas de Vitex polygama com
aspecto visual sadio reforca o resultado esperado segundo o qual as alteracGes
microscopicas antecedem as macroscopicas, tendo, portanto, importante valor
prognostico na deteccéo de injdrias causadas pelo flior (CAMPOS; AZEVEDO;
SANT’ANNA-SANTOS, 2010; CHAVES et al., 2002; PITA-BARBOSA et al.,
2009; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007).

3.2 Analise anatbmica

As anélises anatdmicas em microscopia de luz mostram que o mesofilo
das folhas de Vitex polygama é dorsiventral e apresenta, em seccao transversal,
epiderme das faces adaxial e abaxial unisseriadas, parénquima palicadico
composto por duas a trés camadas de células e parénguima esponjoso, composto

por 3 a 4 camadas de células e com muitos espacos intercelulares (Figura 3). Em
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plantulas de Vitex megapotamica, a descricdo anatdmica se mostra bastante
similar, com epidermes unisseriadas em ambas as faces da folha e mesofilo
heterogéneo dorsiventral, com uma camada de células de parénquima palicadico
e de 3 a4 de lacunoso (COSMO et al., 2009).
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Figura 3 Seccdo transversal da estrutura foliar de Vitex polygama em microscopia de
luz, no tratamento controle (A) e quando exposta a 5 (B), 10 (C), 15 (D) e 20
mg L? (E) de fluoreto de potassio. D: formato celular alterado (seta). E:
alteracéo na parede anticlinal de células epidérmicas (seta). Barra=50 um
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A andlise anatbmica mostra que as principais altera¢cdes provocadas
pelo flior em Vitex polygama ocorrem nas células epidérmicas da face
adaxial, e constituem alteracdes na forma destas células (Figura 3D), e
distor¢BGes em sua parede anticlinal (Figuras 3D, E), especialmente em plantas
expostas as maiores concentra¢des de KF (15 e 20 mg L-1). Sant’ Anna-Santos
e Azevedo (2007) também detectaram células epidérmicas com forma alterada
em plantas de Magnolia ovata expostas a chuva simulada contendo este
poluente. O registro de injarias iniciais na epiderme da face adaxial pode
refletir o fato de este tecido sofrer o impacto direto das gotas de chuva
(ALVES; OLIVA-CANO, 1993).

Em outras espécies, foram detectados danos anatbmicos mais severos.
Em Hypericum perforatum, o flGor levou ao colapso total de células de todos os
tecidos, alterando intensamente toda a arquitetura foliar (FORNASIERO, 2001).
Em plantulas e mudas de Spondias dulcis, ocorreram &reas necrosadas
generalizadas, plasmdlise e colapso de células do mesofilo, sendo que apenas as
regibes estomaticas se apresentaram nitidas em certas regides (SILVA et al.,
2000). Chaves et al. (2002) observaram plasmolises e necroses de células
epidérmicas, erosdes nas superficies das folhas e desintegracdo do contetdo
celular nas células do mesofilo de Panicum maximum e Chloris gayana, além de
hipertrofia e necrose de células do mesofilo de P. maximum.

A ndo-ocorréncia de danos anatdmicos muito severos reforca a relativa
tolerancia de Vitex polygama ao F. Mesquita et al. (2011) estudaram o efeito
deste poluente sobre duas espécies e, por motivos de comparacdo, utilizaram
uma espécie considerada sensivel (Gladiolus spp.) e outra tolerante (Lolium
multiflorum) ao poluente. Enquanto em Gladiolus foram detectadas
degeneracdes celulares, alteragdes do arranjo de células e colapso da parede de

algumas células, em L. multiflorum as injarias anatdmicas nas folhas expostas as
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maiores concentracfes de HF corresponderam principalmente a irregularidades
no formato de células epidérmicas, enquanto nas menores concentracdes, nao
houve danos aparentes na estrutura celular e na anatomia desta espécie.

N&o foram detectadas alteracdes na espessura do limbo foliar (F=0,385;
p=0,8187), da epiderme adaxial (F=1,326; p=0,2689), do parénquima pali¢adico
(F=1,992; p=0,1051), do parénquima esponjoso (F=2,496; p=0,0505), e da
epiderme da face abaxial (F=1,571; p=0,1916) entre as plantas de Vitex
polygama do tratamento controle e as expostas a chuvas simuladas com flior
(Tabela 1).

Tabela 1 Efeitos de diferentes concentracBes de fluoreto de potassio na chuva
simulada, ap6s 10 dias, sobre as seguintes caracteristicas estruturais de
foliolos de Vitex polygama: espessuras do limbo foliar (LF), da epiderme
da face adaxial (ED), do parénquima palicadico (PP), do parénquima
esponjoso (PE) e da epiderme da face abaxial (EB).

Concentracdo
de fldor (mg
LY/ LF ED PP PE EB
Espessura
(um)
0 118,88 a 1731 a 59,04 a 29,88 a 12,07 a
5 11731 a 15,38 a 64,89 a 28,37 a 10,78 a
10 119,24 a 17,63 a 63,73 a 25,56 a 11,65 a
15 121,47 a 16,78 a 65,52 a 27,97 a 11,98 a
20 120,60 a 17,17 a 63,85a 31,19a 11,15a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, segundo o teste Scott-Knot a 5%
de probabilidade.
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Em Magnolia ovata, também ndo foram detectadas diferencas
significativas na espessura da epiderme e do mesofilo em plantas submetidas e
ndo submetidas ao tratamento com flior (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007).
Pita-Barbosa et al. (2009) também ndo detectaram altera¢Ges significativas na
espessura do limbo, das epidermes e do mesofilo de Brachiaria brizantha,
embora o fldor tivesse resultado em reducdo da espessura destes caracteres em
Brachiaria decumbens, o que os levou a caracterizar B. brizantha como mais
resistente a chuva com fldor, em relagdo a B. decumbens (PITA-BARBOSA et
al., 2009).

Em espécies cujas alteracdes em niveis macro e microscopicos
demonstram elevada sensibilidade ao poluente, como Spondias dulcis
(SANT’ANNA-SANTOS, 2008; SANT’ANNA-SANTOS; AZEVEDO, 2007;
SILVA et al., 2000), o flGor pode causar reducdo na espessura dos tecidos
foliares (SANT’ANNA-SANTOS, 2008; SANT’ANNA-SANTOS; AZEVEDO,
2007). Também houve reducdo na espessura da lamina foliar de quatro espécies
de hortalicas (SANT’ANNA-SANTOS; AZEVEDO, 2010) e em Hypericum
perforatum (FORNASIERO, 2001) expostos ao poluente. A diminuigdo da
espessura do limbo foliar pode constituir plasticidade anatdmica em resposta a
poluentes atmosféricos, uma vez que pode ser causada por uma reducdo dos
espacos intercelulares (ALVES et al., 2001), a qual dificulta a circulacdo dos
gases toxicos dentro da folha (ELEFTHERIOU, 1987).

Sendo assim, a auséncia de efeitos sobre a espessura do limbo e dos
tecidos foliares de Vitex polygama pode ser considerada como uma caracteristica
de toleréncia da espécie as concentracdes e ao tempo de exposicdo ao fltor

utilizado
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4 CONCLUSAO

Os danos ocorridos na epiderme de Vitex polygama (como acimulo e
erosdao das ceras epicuticulares e deformacGes na parede das células
epidérmicas) podem ter importante valor progndstico na deteccdo de danos
causados pelo poluente.

Os resultados obtidos reforcam a possibilidade de uso da espécie como

biossensora da poluicdo por este elemento.
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