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RESUMO

MARQUES, Ana Paula Pires. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco de 2016.
Acumulo e fitotoxidade do fluor em Arabidopsis thaliana (BrassicaceaeQrientadora:

Aristéa Alves AzeveddCoorientadores: Alice Pita Barbosa e Adriano Nunes Nesi.

O flaor (F), elemento mais eletronegativo da tabela periddica, é liberado para atmosfera
por diversas atividades industriais, sendo facilmente absorvido pelas plantas através das
folhas. A sua facil absorcdo e alta reatividade com biomoléculas torna o F um dos
poluentes atmosféricos mais fitotoxicos, pois gera danos oxidativos e altera o
desenvolvimento celular. Embora existam muitas informagdes sobre os efeitos do F na
fisiologia e estrutura das plantas, ainda é necessario compreender melhor os mecanismos
de tolerancia desenvolvidas pelas plantas em resposta ao estresse, e iISSO se torna mais
facil em uma espécie modelo. Além disso, conhecer os efeitos do F sobre uma espécie
modelo de ensaios moleculares é extremamente importante para que andlises posteriore
de transcriptoma, proteoma e metaboloma sejam realizadas afim de elucidar os
mecanismos de acdo do poluente. Arabidopsis thaliana € uma planta modelo muito
utilizada em trabalhos moleculares e ecotoxicoldgicos e, apesar das inUmeras vantagens
de se trabalhar com essa espécie, sdo raros os estudos sobre os efeitos do F na mesme
Desta forma, objetivou-se compreender os efeitos do & ¢naliana, e os mecanismos

de defesa dessa espécie envolvidos no combate a fitotoxidez causada por este elemento.
Para isso, plantas de A thaliana foram submetidas a nevoeiros com 0, 20, 40 e 80 mg F
L por dez dias consecutivos, aplicando-se 15 mL de solu¢do duas vezes ao dia. Ao
término do experimento foram feitas coletas para a determinacdo do teor de F, e para
avaliagcbes das alteracbes morfoanatébmicas, micromorfoldgicas, e fisiologicas. A
thaliana acumulou altissimas concentracdes de F nas folhas, mesmo nas plantas expostas
a 20 mg F %, as quais ndo desenvolveram sintomas visuais de fitotoxidez, o que a
caracteriza como espécie hiperacumuladora e tolerante. Nos tratamentos com 40 e 80 mg
F L1, necroses foliares iniciaram com 96 e 48 h, respectivamente, apos a primeira
aplicacdo dos nevoeiros, ocorrendo como pequenas manchas acinzentadas distribuidos
pela lamina foliar, incluindo margem e &pices. Foi observada reducéo na producdo de
biomassa e murcha foliar em funcdo do aumento de F nos nevoeiros. Os danos na
superficie das folhas foram caracterizados pelo aspecto plasmolisado das células, erosao

das ceras epicuticulares, deformacdes das cristas estomaticas e da base dos tricomas, alén



da ruptura da parede periclinal externa das células epidérmicas. Estruturalmente, foram
observadas deformagGes nas nervuras medianas das folhas, reducdo do tamanho dos
feixes vasculares, e estreitamento da lamina foliar nas regides onde as células do
parénquima lacunoso colapsaram. Entretanto, nos locais com ocorréncia de hipertrofia
celular e aumento do numero de células no mesofilo houve um aumento da espessura. A
face abaxial da folha foi mais afetada pelo F do que a adaxial, sendo observadas
reentrancias, reducao do tamanho das células e ruptura da epiderme nessa face, enquantc
gue a epiderme da face adaxial se manteve intacta. Foi verificado aumento significativo
na area dos elementos de vasos na nervura mediana em folhas expostas ao poluente ma:s
sem injuria aparente. O F aumentou os niveis de aldeido maldnico, indicando a ocorréncia
de estresse oxidativo, o qual contribuiu para a reducdo da assimilacdo interna de carbono
(A), pigmentos fotossintetizantes (por degradacéo) e respiragAoA(&m disso, o F

elevou a concentragéo interna de carbonpdg@ducao da condutancia estomaticp (g
ocasionada pela obliteracdo dos ostiolos por fragmentos de ceras epicuticulares, e perda
da turgidez pelas células-guarda. Esses resultados sugerem aparentes limitacdes
bioquimicas a fotossintese, com possiveis reducfes da atividade de enzimas do ciclo de
Calvin, tais como a RuBisCO. A thaliana demonstrou elevada tolerancia ao F, ja que a
menor concentracao utilizada neste trabalho (correspondente ao dobro da detectada em
regibes poluidas) ndo promoveu danos severos e ainda resultou no elevado acumulo do
poluente nos tecidos. A thaliana € uma espécie promissora em estudos sobre os

mecanismos moleculares de combate ao estresse oxidativo causado pelo F.



ABSTRACT

MARQUES, Ana Paula Pires. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2016.
Phytotoxicity and accumulation of fluoride in Arabidopsis thaliana (Brassicaceae).
Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-advisers: Alice Pita Barbosa and Adriano Nunes
Nesi.

The fluorine (F), most electronegative element of the periodic table, is released to
atmosphere from various industrial activities, being easily absorbed by the plants through
the leaves. Its easy absorption and high reactivity with biomolecules makes the F one of
the most phytotoxic air pollutants because it generates oxidative damage and changes the
cellular development. Although there are a lot of information about the effects of F in
physiology and structure of plants, it is still necessary to better understand the
mechanisms of tolerance developed by plants in response to stress, and it becomes easier
in a kind model. Also, knowing the effects of F on a kind model of molecular assays is
extremely important for further analysis of transcriptome, proteome and metabolome are
carried out in order to elucidate the mechanisms of action pollutant. Arabidopsis thaliana
is a model plant widely used in molecular and ecotoxicological studies and, despite the
many advantages of working with this kind are few studies on the effects of F in it. Thus,
this study aimed to understand the effects of F in A thaliana, and the defense mechanisms
of this kind involved in combating toxicity symptoms caused by this element. Thus, plants
of A thaliana were submitted to fog with 0, 20, 40 and 80 m¢ Fot.ten consecutive

days, applying 15 ml of solution twice daily. At the end of experiment were made
collections for determining the F content, and evaluations of morphoanatomic,
Micromorphological, and physiological. A thaliana accumulated extremely high fluoride
concentrations in leaves, even in plants exposed to 20 myg WHich did not develop

visible symptoms of phytotoxicity, which characterized as tolerant hyperaccumulato
species. In the treatments with 40 and 80 mg'Fdliar necrosis started with 96 and 48

h, respectively, after the first application of fogs, occurring as small gray spots distributed
by leaf blade, including margin and apexes. There was a reduction in biomass production
and leaf wilt due to the increase of F in the fogs. Damage to the leaf surface were
characterized by the appearance of cells plasmolisado, erosion of the waxes, deformations
of stomatal crests and the base of trichomes, beyond the rupture of the outer wall
paraclinal of epidermal cells. Structurally, the median veins of the leaves deformations

were observed, reducing the size of vascular bundles, and narrowing of the leaf blade in

Xi



the regions where the cells of the spongy parenchyma collapsed. However, in areas with
occurrence of cellular hypertrophy and an increase in the number of mesophyll cells was
increased thickness. The abaxial side of the leaf was more affected by the adaxial F,
recesses being observed, reduction of cell size and epidermis break this surface, while the
adaxial epidermal remained intact. significant increase was seen in the area of vessel
elements in the midrib in leaves exposed to the pollutant but no apparent injury. F
increased malondialdehyde levels, indicating the occurrence of oxidative stress, which
contributed to the reduction of carbon internal assimilation (A), photosynthetic pigments
(degradation) and respiration (Rd). Furthermore, the F increased internal concentration
of carbon (C) and reduced stomatal conductance (gs) caused by obstruction of ostia
fragments by epicuticular waxes, and loss of turgor the guard cells. These results suggest
apparent biochemical limitations to photosynthesis, possible reduction of the enzyme
activity of the Calvin cycle, such as RuBisCO. A thaliana showed high tolerance to F,
since the lower concentrations used in this study (corresponding to double the detected in
polluted areas) did not cause severe damage and even resulted in increased accumulation
of pollutant tissue. A thaliana is a promising species in studies of the molecular

mechanisms of combating oxidative stress caused by F.
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INTRODUCAO GERAL

A poluicdo do ar, decorrente da expansdo urbana e industrial, gera impactos a
saude animal e a vegetacdo (Khavaninzadeh et al. 2014). A regido sudeste brasileira
possui algumas cidades com intensa atividade siderurgica, as quais emitem uma grande
guantidade de poluentes para a atmosfera (Klumpp et al. 1995; Mackowiak et gl. 2003)
dentre eles o fluor (F). Sua emissao ocorre, principalmente, na forma de &cido fluoridrico
(HF), através da siderurgia de aluminio (Weinstein e Davison 20@8)ducdo de
fertilizantes fosfatados (Loganathan et al. 2004), e a fabricacdo de vidros e ceramicas
(Cape et al. 2003).

O F é o elemento mais eletronegativo da tabela periddica e, por isso, altamente
reativo com biomoléculas, alterando atividades de enzimas do metabolismo basal. Além
disso, é facilmente absorvido pelas plantas, o que o torna um dos poluentes atmosféricos
mais fitotéxicos (Ruan et al. 2003). A folha é a principal via de absorcao e acimulo do F
gasoso ou em solucdo, sendo, portanto, o 6rgdo mais afetado por este poluente (Li et al.
2011; Baunthiyal et al. 2014). O F penetra nas folhas através dos estdomatos
(Pulyaevskaya et al. 2011), cuticula e tricomas, sendo conduzido na forma idnica via
simplasto através de canais de anions (Zhang et al. 2016).

Uma vez no citoplasma, o F interage com membranas e biomoléculas,
promovendo o0 estresse oxidativo, a inativacdo de proteinas e mutacdes no DNA
(Kamaluddin e Zwiazek 2003; Li et al. 2011). Essa interacdo altera varios processos
fisiol6gicos e bioquimicos vitais, como a fotossinteaesspiracdo, o transporte de agua
e aproducédo de compostos de defesa (Kamaluddin e Zwiazek 2003; Baunthiyal et al.
2014; Ram et al. 2014). Além disso, o estresse oxidativo gerado pelo F pode afetar a
estrutura das células e tecidos, desencadeando a morte celular, que resulta no surgimento
e desenvolvimento de sintomas visuais (Li et al. 2011).

No interior das folhas, os ions de F sédo conduzidos pelo xilema, través da corrente
transpiratoria, principalmente para as margens e o apice, onde se acumulam. Essas regioes
geralmente sdo as primeiras a apresentarem injurias visiveis, como clorose e necrose
(Pulyaevskaya et al. 2013ant’ Anna-Santos et al. 2012; Baunthiyal et al. 2014). Outros
sintomas visuais, como a deformacao das folhas e a reducéo do crescimento das plantas,
foram relatados em espécies expostas a esse poluente (Ram et al. 2014). Além disso,

alguns autores ja observaram reducdo no sistema radicular, que levou a diminui¢cdo no



teor de vérios nutrientes, como o Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, N, P, K e Mo (Elloumi et al.
2005; Panda 2015).

O aparecimento e a severidade das injurias depende do tempo de exposicao ao F,
da sua concentracdo na atmosfera e das caracteristicas morfoanatémicas/fisiolégicas da
espécie estudada (Weinstein e Davison 2003; Baunthiyal et al. 20t44nna-Santos
et al. 2014), as quais conferem maior ou menor tolerancia ao poluente. Estudos realizados
no Brasil demonstraram as vantagens do uso de plantas bioindicadoras em ambientes com
alto teor de F atmosférico (Silva et al. 2000; Cape et al. 2003; Fornasiero 2003;
Sant’ Anna-Santos et al. 201®ant’ Anna-Santos et al. 2014), bem como a importancia
do conhecimento sobre o acimulo deste elemento em espécies utilizadas na alimentacao
humana (Campos et al. 20184nt’Anna-Santos e Azevedo 2010). Apesar da grande
guantidade de informacdes sobre os efeitos do F em diversas espécies vegetais, ainda nao
foram esclarecidos os mecanismos de tolerancia/susceptibilidade das espécies ao
poluente. As informacdes geradas pelos estudos morfoanatémicos e fisiol6gicos podem
subsidiar trabalhos de fitorremediacdo e de biologia molecular que identifiquem
genes/transcritos envolvidos no combate ao F em espécies tolerantes. Além disso, a
identificacdo de espécies sensiveis e a selecdo de caracteres indicativos da presenca do F
constitui uma importante informagéo para trabalhos de bioindicagcdo. Nesse contexto, o
uso de uma espécie modelo facilta o estudo e a compreensdo das estratégias
desenvolvidas pelas plantas em resposta ao F.

Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), espécie originaria de regibes da Europa,
Asia e América do Norte (Hoffmann 2002), é uma planta modelo em trabalhos de biologia
molecular, genética, bioquimica e fisiologia vegetal (Krizek et al. 2003; Lee et al. 2005),
por apresentar vantagens, como pequeno porte, ciclo de vida curto e genoma reduzido e
completamente sequenciado. O pequeno tamanho dessa espécie possibilita o seu cultivo
em espacos reduzidos de laborat6ério, permitindo obter um grande nimero de plantas em
um ambiente restrito. O ciclo de vida completo de A thaliana é de aproximadamente 40
dias, durante o qual ha a produgédo autogamica de uma grande quantidade de sementes
(Meinke 1998). Além disso, cerca de 85 % do seu genoma € constituido por genes
codificantes, o que facilita a compreenséo mais rapida das funcfes codificadas por cada
gene (Bevan e Walsh 2005; Lee et al. 2005).



A thaliana ja foi empregada em diversos estudos ecotoxicologicos (Krizek et al
2003; Drazkiewicz et al. 2004; Guo et al. 2008; Besson-Bard et al. 2009) e as suas
respostas a varios outros poluentes atmosféricos, como dioxido de carbono (Easlon et al.
2015), diéxido de enxofre (Van der Kpet al. 1997; Kubo 1999) e 6xido nitrico (%
al. 2012) j& foram bem caracterizadas. Alguns autores j& investigaram os efeitos do F
sobre parametros fisiolégicos de células de A thaliana cultivadas in vitro (Pulyaevskaya
etal. 2011), bem como seu efeito no transporte de agua pelo seu sistema radicular, quando
associado ao cloreto de sédio (Lee e Zwiazek 2015).

Apesar de todas as vantagens de utilizar uma espécie modelo em estudos de
poluicdo ambiental, a fim de compreender os mecanismos controladores das respostas aos
poluentes, praticamente nada se conhece sobre os efeitos do F nos diversos aspectos
fisiol6gicos e anatdbmicos de A thaliana. Além disso, ndo é conhecido se essa espécie é
tolerante ou sensivel ao poluente e isso € fundamental para a realizacdo de estudos
posteriores com A thaliana.

OBJETIVOS
- Determinar o potencial acumulador de F das plantas de Arabidopsis thaliana.
- Determinar a fitotoxidade causada pelo F em A. thaliana.
- Avaliar as respostas morfoanatémicas e fisiol6gieas thaliana ao F.

HIPOTESE
- O F é absorvido pelas folhas e acumulado na parte aérea de Arabidopsis thaliana
causando danos oxidativos aos tecidos foliares que culminam em alteragbes

metabolicas/fisioldgicas e estruturais.
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CAPITULO 1

Alteracdes morfoanatdomicas das folhas da espécie modelo Arabidopsis thaliana

(Brassicaceae) induzidas pela hiperacumulacéao de flior

RESUMO - O fluor (F) é um dos poluentes atmosféricos mais fitotoxicos, geralmente
associado ao aparecimento de lesdes macro e microscopicas nas folhas de plantas
susceptiveis. A fim de avaliar os efeitos do F na estrutura e micromorfologia de
Arabidopsis thaliana, o seu acimulo nas folhas e o grau de tolerancia desta espécie ao
poluente, as plantas foram expostas a nevoeiros simulados com fltor (0, 20, 40 e 80 mg
F L1, aplicando-se 15 mL de solucido duas vezes ao dia, por dez dias consecutivos.
Amostras de folhas com e sem sintomas aparentes foram coletadas para anélises
microscoépicas, de crescimento e determinacdo do teor de F na matéria seca (MS). A
thaliana acumulou concentracdes elevadas de F nas folhas (entre 1367 ggl@8F0

glde MS), o que a caractericomo uma planta hiperacumuladora (teor acumulado > a

1000ug F gt de MS). Plantas expostas a 20 mgF(toncentracdo considera elevada)

ndo desenvolveram sintomas visuais de fitotoxidez até o fim do experimento, apesar de
apresentam algumas alteragcdes anatbmicas, evidenciando relativa tolerancia dessa
espécie ao poluente. As necroses iniciaram 96 e 48 h apds a primeira simulacdo, nas
plantas expostas a 40 e 80 mgE kespectivamente, principalmente como pequenas
manchas acinzentadas distribuidos por toda lamina foliar. Nestas concentracdes, o F
induziu a murcha da folhas e promoveu reducdo do crescimento da parte aérea. A face
abaxial da folha foi a mais afetada pelo poluente, sendo observadas alteracées anatdbmicas
em todos os tratamentos com F, mesmo na auséncia de sintomas visuais (28)mg F L
ressaltando a importancia da micromorfologia e anatomia no diagnéstico preciso da
poluicdo por F. A superficie das folhas apresentou erosédo das ceras, deformacdo nos
estdmatos e tricomas e ruptura da epiderme. Estruturalmente, foi observada deformacéo
na nervura mediana, reducdo do tamanho dos feixes vasculares, aumento na area dos
elementos de vaso, hipertrofia celular e maior compactacdo do mesofilo foliar pelo
aumento do numero de células. As alteracbes anatdmicas observadas séo tipicas da
fitotoxidez causada pelo F, constituindo-se parametros eficientes no diagndéstico de
espécies susceptiveis ao poluente.

Palavras-chave:Acumulo de fldor, necrose, anatomia foliar.



Morphoanatomic changes of the leaves of the model species Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae) induced by fluoride hyperaccumulation

ABSTRACT - Fluorine (F) is one of the most phytotoxic air pollutants, usually
associated with the onset of macroscopic and microscopic lesions on the leaves of
susceptible plants. In order to evaluate the effect of F on structure and ultrastructure of
Arabidopsis thaliana, its accumulation in the leaves and the degree of tolerance of this
kind the pollutant, the plants were exposed to mist simulated fluoride (0, 20, 40 and 80
mg F L1), applying 15 ml of solution twice daily for ten consecutive days. Leaf samples
with and without apparent symptoms were collected for microscopic analysis, growth and
determination of F content in dry matter (DM). A thaliana accumulated elevated
concentrations of F in the sheets (between 1367 and 1080 g' DM), which
characterizes it as a hyperaccumulatiant(aggregate content > 1000 ug F gt DM).

Plants exposed to 20 mg Fl(concentration considered high) did not develop visual
symptoms of phytotoxicity to the end of the experiment, despite having some anatomical
changes, showing relative tolerance of this species to the pollutant. The necrosis began
96 and 48 h after the first simulation in plants exposed to 40 F and 80'yngdpectively,
especially as small gray spots distributed over the entire leaf blade. At these
concentrations, the F induced wilting leaves and promoted reduction of shoot growth. The
abaxial leaf was the most affected by the pollutant, anatomical changes being observed
in all treatments F, even in the absence of visual symptoms (20 iy Ritshlighting

the importance of its morphology and anatomy in accurate diagnosis of pollution by F.
the surface of the leaves showed erosion of waxes, deformation in stomata and trichomes
and break the skin. Structurally, deformation was observed in the midrib, reducing the
size of the vascular bundles, increase in the area of vessel elements, and cellular
hypertrophy greater compression of the leaf mesophyll by increasing the number of cells.
The anatomical changes observed are typical of phytotoxicity caused by F, being efficient

parameters in the diagnosis of species susceptible to pollution.

Keywords: Fluoride accumulation, necrosis, leaf anatomy.



Introducéo

O flaor (F) é o halogénio mais abundante na crosta terrestre (Weinstein e Davison
2003), ocorrendo principalmente na forma de minerais nos solos e de acido fluoridrico
(HF) na atmosfera (Camargo 2003). Esse elemento € emitido para a atmosfera através de
erupcoes vulcanicas, e por diversos processos industriais (Weinstein e Davison 2003;
Loganathan et al. 2004). Por ndo ser um elemento essencial para o crescimento das
plantas, concentragdes atmosféricas de F acima de 1 mg&olaltamente fitotoxicas
(Barbier et al. 2010).

A absorcdo do F atmosférico pelas plantas ocorre, preferencialmente, via
estbmatos (Pulyaevskaya et al. 2011), cuticula e tricomas (Baunthiyal et al. 2014) das
folhas, os quais sdo drasticamente afetados na presenca desse poluente. Injurias foliares,
como cloroses e necroses, assim como, a reducdo do crescimento das plantas, sdo 0s
principais sintomas visuais de fitotoxidez induzida pelo F (Pulyaevskaya et al. 2011; Ram
et al. 2014). Entretanto, algumas espécies vegetais podem acumular grandes quantidades
de F em seus tecidos (> 1000 pg ¥ de MS), o que as caracterizam como
hiperacumuladoras, e podem ndo desenvolver sintomas visuais de fitotoxidez, sendo
consideradas tolerantes ao poluente na avaliagdo deste aspecto por alguns autores
(Baunthiyal e Ranghar 2015). Entretanto, mesmo n&o desenvolvendo injurias visiveis, as
plantas podem apresentar mudancas estruturais nos 6rgaos expostos ao poluente, tais
como sinuosidades e achatamento da parede externa das células epidérmicas e reducac
da espessura da epiderme e da lamina foliar (Silva et al. 2830\ nna-Santos et al.

2012). Outras alteracbes observadas em folhas sintomaticas, como: deformacdes nos
estdbmatos, tricomas e nervura mediana; ruptura da epiderme e erosdo das ceras
epicuticulares; retracdo do parénquima clorofiliano; hipertrofia celular e acumulo de
grdaos de amido nos cloroplastos foram atribuidas a poluicdo atmosférica por F
(Fornasiero 2001Silva et al. 2000; Wang et al. 201®int’ Anna-Santos et al. 2014)
Deste modo, o uso integrado da sintomatologia com analises microscépicas contribui para
a elucidacdo dos mecanismos de fitotoxidez do F e na determinacdo da
tolerancia/sensibilidade da espécie (Silva et al. 2000; Fornasiero 2001; Fornasiero 2003;
Sant’ Anna-Santos et al. 201&ant’ Anna-Santos et al. 2014).

A captacéo de F pelas plantas e o seu acumulo nos tecidos oferecem riscos a saude

humana, uma vez que o mesmo é transferido, através da cadeia alimentar, aos mais altos



niveis troficos (Valdez-Jimenez et al. 2011). Portanto, 0 modo de acdo deste poluente,
nas diferentes espécies vegetais, tem atraido cada vez mais a aten¢édo dos pesquisadore:
(Ruan et al. 2003; Baunthiyal et al. 20%4nt’ Anna-Santos et al. 2014; Boukhris et al.

2015).

Arabidopsis thaliana, espécie modelo amplamente distribuida pelas regifes
temperadas, é uma das plantas mais utilizadas em estudos moleculares, genéticos,
bioquimicos e fisiologicos (Krizek et al. 2003; Lee et al. 2005). O uso dessa planta em
ensaios ecotoxicologicos vem crescendo nos ultimos anos (Drazkiewicz et al. 2004; Guo
et al. 2008; Besson-Bard et al. 2009; Shi et al. 2012; Easlon et al. 2015), de modo que,
alguns autores ja relataram os efeitos da exposicdo ao F sobre alguns parametros
fisiol6gicos de A thaliana (Pulyaevskaya et al. 2011; Yang et al. 2015; Lee e Zwiazek
2015). Porém, o presente trabalho € o primeiro a investigar alteracées morfoanatémicas
de A thaliana quando expostas ao F. Além disso, é extremamente importante ressaltar
que as caracteristicas morfoanatémicas sao responsaveis pela maior ou menor tolerancia
das plantas aos poluentes atmosféricos (Weinstein e Davison 2003). A estrutura simples
e delicada das folhas de A thaliana (Boeger e Poulson 2006) pode torna-la mais
susceptivel a acdo do F atmosférico, promovendo o0 surgimento de alteracbes
microscopicas e injdrias visuais, o que facilitaria a melhor compreensédo dos mecanismos
de acdo deste poluente em plantas. Além disso, estudos anatdmicos podem subsidiar o
entendimento de como 0s processos fisioldgicos e bioquimicos séo alterados.

Nesse sentindo, foram avaliados os efeitos da exposicdo prolongada (10 dias
consecutivos, correspondentes a 25% do ciclo de vida da planta) de A thaliana ao F em
nevoeiros simulados, estimando o seu potencial acumulador e o grau de tolerancia ao
poluente. Para alcancar este objetivo, foi feita uma analise integrada que combina
caracterizacao visual e anatébmica, micromorfolégica e micromorfométrica. Além disso,
foi testada a seguinte hipétese: O F acumulado nas plantas de A thaliana expostas ao

poluente induz alteracbes morfoanatdmicas nas folhas desta espécie.

Material e métodos
Condigdes de cultivo e delineamento experimental
As sementes de Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia-00(Covild type”

(WT) foram semeadas em vasos de cultivo (5 x 55 mm; 80 ml) contendo substrato
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comercial Tropstrato HT®. Apos a semeadura, 0os vasos foram mantidos em camara fria
a 4 °C por quatro dias (estratificacdo), e, em seguida, foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura controlada (18 °C), fotoperiodo (16 h), luminosidade (~100
umol fétons rtst). As plantas usadas no experimento possuiam cerca de 21 dias, e
permaneceram nas mesmas condicdes de cultivo descritas acima até o final do
experimento. A adubacgao foi realizada semanalmente com a solu¢do nutritiva Biofert
Universal (NPK 6:4:4 + 10 nutrientes).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com quatro tratamentos (0, 20, 40 e 80 mg¥F & cinco repeticbes para cada andlise
(uma planta por vaso). O F foi fornecido na forma de KF (pH 6,0), enquanto o controle
recebeu apenas agua desionizada (pH 6,0). As aplicacdes foram realizadas durante de
dias consecutivos na forma de nevoeiro, sendo aplicado 15 mL de solucéo, duas vezes ao
dia, em cada planta, afim formar e manter as gotas d’agua/solu¢des em contato com a
superficie da folha por mais tempo. As concentra¢gdes de F, o volume aplicado e a duracdo
do experimento foram definidos em testes preliminares, de acordo com relatos anteriores
na literatura para outras espeéctem(’ Anna-Santos et al., 2006; 2014), tamanho e ciclo
de vida da planta (cerca de 40 dias), respectivamente. Ao término do experimento,
amostras foliares da regido mediana das rosetas, foram coletadas e destinadas as andlise:
descritas a seguir.

Determinacao do teor de F

As folhas foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 70 °C, por 72 h e
reduzidas em moinho tipo Willey a particulas com dimensdes inferiores a 1 mm. A
extracdo foi realizada a partir de 0,15 g de folhas secas e moidas, utilizando-se acido
sulftrico (1 N) por 20 min a 50 °C. Em seguida, foi adicionado hidroxido de sodio (1N)
e 0 ajustador de forca idnica TISAB (Fialho 1997). A determinacdo potenciométrica do
teor de F na solucéo resultante foi realizada com eletrodo seletivo de F idnico.

Caracterizacgdo visual e andlise de crescimento
As plantas foram observadas diariamente durante todo o experimento, e a
progressao dos sintomas foi registrada através de fotografias tiradas em dias alternados

(camera digital Cyber-Shot DSC-W310, Sony Corporation, Japao), a partir do inicio dos
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sintomas até o dia seguinte a ultima aplicacdo de F, em folhas expandidas e nao
senescentes.

O efeito do F no crescimento de A thaliana foi mensurado, um dia apds ao término
das aplicacdes, pela determinacédo da biomassa fresca das folhas. Foram coletadas todas
as folhas e pesadas em balanca de preciséo analitica, obtendo-se a massa de matéria fresc
(MF).

Andlise micromorfologica

Amostras da por¢cdo mediana das folhas expandidas foram fixadas em solug&o
Karnovsky (Karnovsky 1965), desidratadas em série etilica e secas ao ponto critico
(aparelho Critical Point Dryer, Modelo CPD 030, Balzers, Liechtenstein). Os fragmentos
foram cobertos com ouro em metalizador (Sputter Coater modelo FDUO010, Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein) e as imagens foram registradas em microscopio eletronico de
varredura com camera digital acoplada (modelo JSM - 6010 LA, Joel, Tokyo, Japé&o) do
Laboratoério de Microscopia Eletrénica do Departamento de Fisica (DPF) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV).

Caracterizagdo em microscopia de luz

Amostras da por¢cdo mediana de folhas em expansao e expandidas, ambas
contendo a transicdo entre uma regido visualmente saudavel e uma injuriada, foram
fixadas em solucdo Karnovsky (Karnovsky 1965), desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). Cortes
transversais (8 um de espessura) foram obtidos em micr6tomo rotativo de avancgo
automatico (modelo RM2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield, lllinois, EUA) e
corados com azul de Tadlina 0,05 % (pH 4,7) (O’Brien ¢ Mc Mully 1981). As laminas
permanentes foram montadas em Permount e fotografadas em microscopio de luz
(modelo AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japdo) com camera digital acoplada
(modelo Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha), localizado no

Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.
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Analises micromoformétricas

As analises micromorfométricas foram realizadas em regibes visualmente
saudaveis das folhas, ndo correspondentes a regido de transicdo com necroses. Seccoe:
transversais da regido mediana foram obtidas e fotografadas como descrito acima. Foram
mensuradas a espessura da lamina foliar e a areaisl@esnentos de vaso com maior
didmetro da nervura mediana.

Para cada avaliacéo, foram usadas cinco repeticdes por tratamento, seis laminas
por repeticdo, cinco cortes por lamina, e seis medicdes por parametro, totalizando 450
medi¢cOes em cada parametro por tratamento. As medi¢des foram realizadas no software
Image Pro-Plus, versédo 4.1 para Windows® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA).

Estatistica
Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o

programa Assistat (versao 7.6 beta).

Resultados
Acumulo de F na parte aérea

O teor de F nas folhas de A thaliana cresmeufuncdo do aumento da
concentracdo deste poluente no nevoeiro (Fig. 1). As plantas expostas a 20, 40 e 80 mg F
L1 apresentaram, respectivamente, concentracdo cerca de 76,4; 187,5 e 575,6 vezes
maiores desse ion em relagcdo ao controle, o qual apresentou aproximadamgiiej18

1 de massa de matéria seca.

Injurias foliares visiveis e analise de crescimento

No controle, as folhas de A thaliana apresentavam cor uniforme, verde-escuro
brilhante, sem injlrias (Fig. 2A). Nas folhas expostas a 40 e 80 myg &slsintomas
visuais iniciaram 96 e 48 h, respectivamente, apds o primeiro nevoeiro com F (Fig. 2B e
C). As necroses, as quais apresentaram coloragcédo acinzentada, foram mais severas nas
plantas expostas a 80 mg B [Fig. 2D e E). As folhas da regido mediana das rosetas

apresentaram menor tamanho em fungcéo do aumento da concentracdo de F nos nevoeiros
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(Fig. 2E). Nao foram observadas injarias foliares nas plantas expostas a 20 na¢gF L
o fim do experimento (Fig. 2D e E).

As injurias visiveis geralmente surgiram como peguenas necroses pontuais,
espalhadas por toda lamina foliar, que se expandiram, com o0 passar do tempo de
exposi¢do, passando a ocupar areas maiores da superficie foliar (Fig. BE;N&G-
plantas expostas a 80 mg £ las folhas apresentavam, inicialmente, cloroses marginais
extensas, que rapidamente progrediram, originando as necroses (Fig. 2B edgCjoses
ocorreram, mais frequentemente, nas margens da porcdo mediana (Eif), 3Dnos
apices das folhas (Fig. 3C e E), tornando-os quebradicas. Nas areas necrosadas, as
margens se dobraram na direcdo da face abaxial da folha. Cloroses subjacentes as
necroses apicais foram visualizadas apenas nas folhas expostas a 80 (RigF3E).

A visivel reducdo do tamanho das plantas expostas a 40 e 80 mignBsL
nevoeiros (Fig. 2D) resultou da queda da producdo de biomassa, a qual foi 36 e 53
menor que o observado no controle (Fig. 4).

Danos nas superficies foliaresnicromorfologia

As folhas de A thaliana sdo pilosas com tricomas tectores pluricelulares
ramificados em ambas as faces foliares, anfiestoméaticas (estbmatos anomociticos) com
maior densidade de estdmatos na face abaxial, e constituidas por células epidérmicas de
paredes sinuosas (Fig. 5A e B, 6A, 7A e E).

Todos os tratamentos com F provocaram danos micromorfolégicos na epiderme
da face abaxial e adaxial das folhas (Fig. 5; 6; 7). Apesar das deformacdes observadas em
ambas as faces serem as mesmas, ressalta-se que estas foram mais proeminentes na fac
abaxial da folha. A epiderme abaxial apresentou reentrancias profundas e achatamento
das células (Fig. 5C), além de rupturas em algumas regides, expondo as células do
mesofilo (Fig. 5D). Na superficie adaxial ocorreu a ruptura da parede periclinal externa
das células epidérmicas, permitindo a visualizacao de seu interior (Fig. 5E). Em ambas
as faces da epiderme foram observadas erosao da cera epicuticular e perda de turgor das
células, resultando em rugosidades na superficie celular (Fig. 5F).

As células epidérmicas que circundam os tricomas, targidas no tratamento
controle (Fig. 6A), mostraram aspecto plasmolisado (Fig. 6B) e dobras na parede

periclinal externa, além da presenca de hifas fungicas (Fig. 6E). Além disso, foram
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observadas concavidades (Fig. 6E) e dobramentos (Fig. 6C) na base dos tricomas,
completo colapso das células epidérmicas que circundam o tricoma (Fig. 6D), e perda de
turgescéncia do tricoma colabado (Fig. 6F).

Os danos nos estébmatos foram mais acentuados nas maiores concentrcdes de
nos nevoeiros e mais frequentes na superficie abaxial da folha (Fig. 7F - G). Na face
adaxial, 0 aspecto das ceras epicuticulares foi alterado (Fig. 7C), as cristas estométicas se
tornaram sinuosas e enrugadas (Fig.efQ), flacidas e rompidas (Fig. 7E), havendo
reducao do ostiolo (Fig. 7D) e a sua obliteracdo pelas ceras erodidas (Fig. 7E). Ja na face
abaxial, o contorno das cristas estomaticas foi completamente alterado, e os estdmatos
aprofundados na epiderme, devido a perda de turgescéncia das células-guarda
(plasmolise) e flacidez da crista estomatica (Fig. 7F). Ocorreu ainda, o rompimento da
crista estomatica (Fig. 7G) e o colapso dos estdmatos, mantendo-os completamente
fechados (Fig. 7H).

Alteracdes anatémicas na lamina foliamicroscopia de luz

Ao microscopio de luz, observou-se a cuticula delgada da epiderme unisseriada
constituida por células isodiamétricas e tabulares na face adaxial da folha e por apenas
células tabulares na face abaxial (Fig. 8A e D, 9A e B). O mesofilo dorsiventral,
constituido por uma a duas camadas de células de parénquima palicadico e trés a cinco
camadas de células alongadas periclinalmente no parénquima lacunoso, possui feixes
vasculares de pequeno porte com poucos elementos de conducdo (Fig. 8D, 9A). Na
nervura mediana, o Unico feixe vascular é circundado por colénquima e parénquima de
preenchimento (Fig. 8A, 9B).

As folhas das plantas de A thaliana expostas ao F apresentaram diversos danos
estruturais, inclusive aquelas sem injlrias visuais, do tratamento com 20 adERm L
todos os tratamentos com F foram observadas alteracfes no contorno da nervuea median
(Fig. 8B e C), dobras na base dos tricomas e aumerst@sp@acos no parénquima
lacunoso, com aparente reducéo da quantidade de células (Fig. 8E). Outras modificagfes
também foram observadas, como estreitamento da lamina foliar em toda a sua extenséo
ou em algumas porcdes (Fig. 8F), reducdo do tamanho das células epidérmicas e
sinuosidade da epiderme da face abaxial da folha, em consequéncia da formacéao de

reentrancias (Fig. 8G).
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Os danos descritos acima foram agravados nas plantas expostas as maiores
concentracdes de F no nevoeiro (40 e 80 mg-F ICélulas epidérmicas da face abaxial
da folha e do parénquima lacunoso colabaram, culminando na formac&o de uma grande
lacuna. Nessas regides, as células da parénquima palicadico e da epiderme da face adaxia
da folha permanecem intactas (Fig. 8H). Em muitos locais onde ocorreu aumento do
namero de células, com o parénquima palicadico e o lacunoso tornando-se mais
compactos (Fig. 8l). Outras regibes da lamina tiveram o padrdo de diferenciacdo do
mesofilo modificado, adquirindo aspecto homogéneo ao invés de dorsiventral (Fig. 8J e
K).

A ocorréncia de hipertrofia celular foi frequente nas folhas dos tratamentos com
40 e 80 mg F . Houve vacuolizacdo das células do mesofilo, que ocasionou aumento
extremo de tamanho (Fig. 8J). A transicao entre a necrose e o mesofilo saudavel é abrupta,
sendo constituida por células de tamanho reduzido e isodiamétricas (Fig. 8K).

As folhas em expansao, expostas ao F, apresentaram poucas alteragdes estruturais,
as quais se assemelharam as observadas nas folhas expandidas. O processo de divisac
celular foi afetado apenas nos tratamentos com 40 e 80 mMg® aumento do nimero
de células no mesofilo levaram a maior compactac¢ao do parénquima palicadico e reducéo
dos espacos intercelulares no parénquima lacunoso, conferindo um aspecto homogéneo
ao mesofilo (Fig. 9D). A redugédo do tamanho da nervura mediana e a ocorréncia de
necroses marginais, com as mesmas caracteristicas apresentadas anteriormente (Fig. 9C),
foram observadas apenas no tratamento com maior concentracdo de F no nevoeiro (80
mg FL™). A nervura mediana apresentou aumento no tamanho dos espacos intercelulares
na regido cortical (Fig. 9C). Nao foram observadas modificagdes nas folhas em expanséo

expostas a 20 mglF™.

Alteracdes micromorfométricas

Todas concentracdes de F tiveram efeito significativo sobre a espessura da lamina
foliar, havendo aumento da espessura da lamina foliar em aproximadamente 14, 16 e 19
% nas plantas expostas a 20, 40 e 80 ing, Fespectivamente, em relac&o ao tratamento
controle (Fig. 10A). A area dos elementos de vaso das folhas tratadas com 40 e 80 mg F
L1 foram cerca de 30 e 40 %, respectivamente, maior que a do controle (Fig. 10B). As
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plantas submetidas ao tratamento com 20 g Rdo apresentaram alteragdes na area
dos elementos de vaso.

Discusséo

Este trabalho constitui o primeiro relato acerca da toleréancia de A thaliana ao F
e a sua hiperacumulacédo nas folhas, assim como os danos morfoanatdémicos induzidos
pelo poluente. As plantas expostas ao F acumularam elevadas concentracdes do poluente
(entre 1367 e 10300 pg de B NIS) em suas folhas. Na maioria das espécies vegetais
localizadas em ambientes nédo poluidos, o teor de F nos tecidos é de, geralmente, entre 1
e 15ug F g* MS (Weinstein e Davison 2003; Franzaring et al. 2007), sendo este teor
determinado pela concentracdo atmosférica do poluente, tempo de exposicdo e a
capacidade de absorcdo das espécies (Baunthiyal et al. 2014). Espécies
hiperacumuladoras de F concentram teores do poluente acima deglB0§ de MS
em seus tecidos (Baunthiyal e Ranghar 2015), assim como € descrito para Camellia
sinensis L. (Theaceae), espécie hiperacumuladora e tolerante ao poluente (Ruan et al.
2003; Baunthiyal e Ranghar 2015; Camarena-Rangel et al. 2015). Assim, os elevados
teores de F determinados nas folhas das plantas de A thaliana expostas ao F revelaram o
seu potencial hiperacumulador.

Concentragdes naturais de F na chuva ndo ultrapassam 0,1 tgdérém, em
ambientes proximos a fontes poluidoras, essa concentragdo pode chegar a 10 mg F L
(Smith e Hodge 1979). Portanto, as concentracdes de F testadas neste estudo estdo acime
das encontradas em atmosferas poluidas, mesmo 20 rhgaRual ndo gerou necroses
em A thaliana, até orfi do experimento, mesmo acumulando mais de 1808 L.

Spondias dulcis Forst F. (Anacardiaceae), espécie nativa sensivel ao F, quando exposta a
20 mg F [*nos nevoeiros durante quatro dias consecutivos desenvolveu necroses foliares
24 h apo6s a primeira aplicacdo, mesmo acumulando apegas B! (Sant’ Anna-Santos

et al. 2012). A concentracdo de F acumulada nos tecidos vegetais e a sensibilidade ao
poluente variam entre as espécies (Mesquita et al. 2011). Plantas de Gladiolus sp.
apresentam necroses foliares ao acumularemug5F g MS, enquanto Lolium
multifiorum podem acumular até 18@ F g* MS sem apresentar sintomas (Mesgetta

al. 2011). Deste modo, A thaliana se demonstrou muito mais tolerante ao F que S. dulcis,

Gladiolus sp. e L.multiflorum.
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Apesar de apresentar tolerancia, o incremento de F nos tecidos das plantas de A
thaliana expostas a 40 e 80 mg ¥ ultrapassou o limiar suportado pela espécie,
culminando na reducédo do tamanho das folhas e a ocorréncia de cloroses e necroses
foliares. O F é conhecido por afetar a expansdo da folha, reduzindo o seu tamanho
(Baunthiyal et al. 2014), assim como foi observado em A. thaliana que apresentou folhas
com tamanho visivelmente reduzido. Na maioria das espécies, 0s sintomas da toxidez
pelo F sdo descritos como cloroses e necroses no apice e margem das folhas (Fornasiero
2001). Geralmente, as injurias se iniciam como cloroses, que se entendem em direcao a
nervura mediana e base foliares, progredindo posteriormente para necroses (Weinstein e
Davison 2003; Mesquita et al. 2011). Diferente desse padrédo, em A thaliana as injarias
geralmente surgiram como pequenas necroses acinzentadas espalhadas por toda a lamine
foliar, 0 que pode ser atribuido as elevadas concentracdes de F utilizadas no experimento.
Necroses e cloroses estdo relacionadas a reducdo de pigmentos fotossintetizantes nas
folhas, decorrente da degradacao ou inibicdo da biossintese pelo F (Fornasiero 2003;
Oliva et al. 2005).

O F pode também afetar o crescimento das plantas, diminuindo o comprimento da
raiz e da parte aérea e a producdo de biomassa desses 6rgdos, como foi observado err
plantas de Coffea arabi@Amygdalis communi expostas ao poluente (Elloumi et al.
2005; Mesqua et al. 2011). No presente estudo, foi observada redugcédo de biomassa
fresca da parte aérea das plantas de A thaliana expostas a 40 e 8¢ .nyaufglLet al.

(2015) em um estudo anterior havia relatado que o F reduz o comprimento da raiz e a
producdo de biomassa fresca da raiz e parte aérea em plantas de A thaliana. Portanto, a
reducdo do crescimento das plantas desta espécie € uma resposta comum ao estresse
induzido por F, tanto em nevoeiros quanto em meio de cultivo.

A descricdo da superficie da folha de A thaliana, assim como da suaianato
realizadas no presente trabalho estdo de acordo com a observacgdes anteriores feitas por
Boeger e Poulson (2006)\s folhas das plantas expostag-apresentaram deformacoes
micromorfolégicas e anatdmicas em ambas as faces foliares, sendo a face abaxial mais
afetada, diferente ao que normalmente acontece em plantas submetidas a chuva com F.
Geralmente, a face adaxial das folhas possui mais alteragdes, com 0s sintomas iniciando
preferencialmente nessa face, devido ao contato direto com o poluente (Pita-Barbosa et

al. 2009). As folhas de A thaliana se dispdem rente ao substrato, com a face abaxial
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permanecendo continuamente em contato direto com os ions de F advindos de um filme
de agua formado apos aplicacdo do nevoeiro na superficie do substrato, o que explica o
fato desta face ser a mais danificada pelo poluente. Além disso, a ocorrénciasle lesde
mais acentuadas nessa face pode estar relacionada a sua maior densidade de estématos
gue seria porta de entrada do poluente (Campos et al. 2a#tQAnna-Santos et al.

2014).

Alteracdes na superficie das folhas semelhantes as descritas nestes trabalho ja
foram observadas tanto em espécies herbaceas, como Brachiaria sp., Plectranthus
neochiluse C. citratus, quanto em espécie arbdéreas, como S. dciarabica, mesmo
na auséncia de sintomas visuais de fitotoxidez (Silva et al; 38@0Anna-Santos et al.

2006; Pita-Barbosa et al. 2009; Campos et al. 28id; Anna-Santos et al. 2012; Wang

et al. 2013Sant’ Anna-Santos et al. 2014). Os danos micromorfolégicos na lamina de A
thaliana estao, provavelmente, associados a altera¢gfes na cuticula e ceras epiguticulares
assim como foi observado em S. dulcis quando exposta Sanf*Anna-Santos et al.

2012). Assim, a erosao das ceras epicuticulares em A thaliana facilitou a penetracao do
poluente e infestacéo por hifas fangicas, provavelmente, pelo maior umedecimento da
superficie da folha na auséncia destes compostos hidrofobicos (Pita-Barbosa et al. 2009;
Sant’ Anna-Santos et al. 2014).

Modificacdes no relevo da superficie foliar, como as rugosidades observadas no
presente trabalho, sdo comumente relatadas como efeito da poluicdo por F em outras
espécies vegetais (Pita-Barbosa et al. 2009; Campos et alS20Bnna-Santos et al.

2012) e podem ser atribuida a perda de turgor das células epidérmicas e a ruptura da
parede celular (Mesquita et al. 2011). O rompimento tanto da parede celular quanto das
préprias células epidérmicas das folhas de A. thaliana expdem os tecidos vegetais mais
internos aos efeitos diretos do F, agravando ainda mais a acao do poluente, assim como
foi observado em S. dulcis p&ant’Anna-Santos et al. (2014). Em C. arabica, foi
demonstrado que a degeneracdo da parede celular conduziu a formacao de regibes com
depressdes nas folhas (Mesquita et al. 2011), semelhantes as observadas neste estudo.

LesBes semelhantes as observadas nos tricomas de A thaliana foram descritas
para outras especies herbaceas, como BrachiarmPsmeochilus, sendo a base dos
tricomas identificada como o sitio preferencial de entrada do F em solu¢cdo na folha
(Chaves et al. 2002; Pita-Barbosa et al. 2009; Campos et al. 2010). Diferente do
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observado em plantas de C. arabica, na qual ha o aumento da abertura estomética em
funcdo da quebra da crista estomatica (Mesquita et al. 2011), em A thaliana foi observada
reducao do ostiolo e a sua obliteracao por fragmentos de ceras epicuticulares, sendo estas
alteracOes também descritas em espécies de hortalicas como Plectranthus neochilus, C.
citratus e S. dulcis quando expostas ao F (Pita-Barbosa et al.S2608;nna-Santos e
Azevedo 2010; Campos et al. 2010).

A andlise estrutural das injurias provocadas pelo F em espécies vegetais tém sido
usado em varios estudos para avaliar o verdadeiro dano causado pelo poluente (Chaves
et al. 2002; Silva et al. 2005; Pita-Barbosa et al. 2009; Campos et al. 2010; Mesquita
al. 2011; Wang et al. 2018ant’ Anna-Santos et al. 2014), ja que os danos séo bastante
caracteristicos. Alteracdes anatbémicas induzidas pelo F foram mais pronunciadas nas
folhas expandidas de A thaliana que nas folhas em expanséao, provavelmente, pelo maior
tempo em contato com poluente. O aumento dos espacos intercelulares observado no
parénquima lacunoso de folhas expandidas e na nervura de folhas em expanséo pode ser
associada a interacdo do F com o Ca, que compde a lamela média, formandaCaF
desestrutura, tornando o tecido mais frouxo (Abdallah et al. 2006).

As folhas de A thaliana apresentaram regidées com espessura aumentada, a qual
foi atribuida a ocorréncia de hipertrofia e ao aumento do numero de células no mesofilo
Em Joannesia princeps foi observada a formacéo de um tecido de cicatrizagdo (a partir
das células do parénquima) nas regides adjacentes as necroses, em plantas expostas :
chuva acida (Silva et al. 2005). Em A. thaliana na regido de transi¢do entre a necrose € 0
mesofilo saudavel € constituido por células com aspecto indiferenciado, mas nao constitui
um tecido de cicatrizacédo tipico. Por outro lado, ressalta-se que em outras regides foi
observada reducao da espessura da lamina, o que foi atribuido ao colapso do mesofilo,
como também foi observado na espécie sensivel S. dulcis (Silva et alS2008nna-

Santos e Azevedo 2010).

O contorno da nervura alterada, associado a reducdo no diametro dos feixes
vasculares distribuidos pelo mesofilo e 0 aumento no diametro dos elementos de vaso
indicam a acao do F na diferenciacdo dos elementos de condugdo em plantas de A
thaliana, assim como também foi relatado para Chloris gayana (Chaves et al. 2002). Em

folhnas de plantas de Gladiolus sp. expostas ao poluente houve colapso das células
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condutoras nos feixes vasculares e degeneracgéo do feixe vascular, indicando um deposito
de F proximo as terminagdes do xilema (Mesquita et al. 2011).

Em sintese, os resultados deste estudo revelaram a hiperacumulacédo de F nos
tecidos foliares de A. thaliana e a maior tolerancia desta espécie ao poluente, quando
comparada a outras espécies vegetais ja submetidas experimentalmente ao F. As analises
microscépicas foram essenciais para a adequada e precisa caracterizacao dos sintomas
induzidos pelo poluente e devem ser utilizadas em associacdo com a caracterizacao
morfologica. Os sintomas observados em A. thaliana em resposta ao F ndo séo
especificos dessa espécie, sendo observadas em um grande numero de plantas de
diferentes familias e hébitos, demostrando-se eficientes no diagnosticos correto de

poluicdo por F.
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Legendas das figuras

Figura 1. Teor de fltor g g * MS) nas folhas de Arabidopsis thaliana expostas a
concentragdes crescentes desse poluente em nevoeiro simulado, durante dez dias
consecutivos. Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 5). Letras diferentes indicam

diferencas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 2. Sintomas de fitotoxidez observados nas plantas de Arabidopsis thaliana
expostas a nevoeiros simulados com fltor (20, 40 e 80 mg)Rlurante dez dias
consecutivos. A tratamento controle (sem flGor) -BNecrose marginal na base da folha
(40 mg F 1), 96 h apos o inicio dos nevoeir@s- Necroses marginais na regido apical

e basal da folha (80 mg FY), 48 h apds o primeiro nevoeiro.-CReducdo do tamanho

das plantas apés dez dias de exposicdo (esquerda => direita: 0, 20, 40 e 83,mg F
respectivamente). E Reducdo no tamanho das folhas apés dez dias de exposicao
(esquerda => direita: 0, 20, 40 e 80 mg'¥respectivamente).

Figura 3. Necroses apicais e marginais observadas nas folhas de Arabidopsis thaliana
expostas a nevoeiros com F por dez dias. A-e/pice (A) e margem (B) no controle.

C — Pequenas necroses apicais (40 mgtr D — Necrose na margem (40 mg E)LE —

Apice da folha necrosado, associada a clorose (seta) (80 My IF-LEntensa necrose

marginal (80 mg F £).

Figura 4. Massa de matéria fresca das folhas das plantas de Arabidospsis thaliana
expostas a nevoeiros com fltior (0, 20, 40 e 80 mg)Fdor dez dias consecutivos. Barras
verticais indicam o desvio padrdo (n = 5). Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 5. Efeitos do flior na superficie abaxial (C-D) e adaxial (E-F) das folhas das
plantas de A thaliana (micrografias eletrénicas de varredura). A-eTEtamento
controle: células turgidas na face adaxial (A) e abaxial (B)F€nda na epiderme (=>)

e paredes externas das células achatadas (20 MgP+ Ruptura da epiderme expondo

as células do mesofilo (=>) (20 mg B)LE - Ruptura da parede periclinal externa das
células epidérmicas, expondo-as ao poluente (=>) (40 mg)FA- Erosdo da cera

epicuticular e alterac&o do relevo celu0® mg F LY). Sc— sem cera; Ce com cera.
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Figura 6. Alteracdes na base dos tricomas de Arabidopsis thalina induzidos pelo fltor.
(A-D) — Superficie adaxial da folha. (E e F)Superficie abaxial das folhas. -A
Tratamento contole: células turgidas-—-Bichatamento da parede periclinal externa das
células (=>) (20 mg F£). C— Dobras na base do tricomas (=>) (40 mg4 D—C¢élulas
epidérmicas da base dos tricomas colabadas (80 ) E . Dobras na parede externa
das células (=>), concavidade na base dos tricomas, e hifas flngicas (20%ndrF L
Perda de turgescéncia do tricoma e erosdo da cera epicuticular (80 HgHF + hifa

fungica; Ce- cera epicuticular.

Figura 7. Deformacdes nos estdbmatos de Arabidopsis thaliana induzidos pelo flaor
(micrografias eletrénicas de varredura). (A, C-H-ace adaxial das folhas; (B, F-H)

Face abaxial das folhas. A e B Tratamento controle. G Sinuosidade da crista
estomatica e aspecto das ceras epicuticulares alterado (=>) (20hdF- reducéo do
ostiolo e rugosidade da crista estomatica (40 mg)FE — Crista estomatica flacida e
rompida e ostiolo obliterado por fragmentos de cera (=>) (80 Im. F— Sinuosidade

da crista estomaética (=>), e aspecto plasmolisado das células guardas (PG)m@F
Crista estomatica rompida (=>) (40 mgLF). H — Colapso do estdmato e crista

estomatica enrugada (=>) (80 mgB. Ce- cera epicuticular; Cs crista estomatica.

Figura 8. Efeito do flior (20, 40 e 80 mg FY.na estrutura de folhas expandidas de
Arabidopsis thaliana. A Nervura mediana no controle. B e-GContorno da nervura
alterado (=>) em 20 e 80 mg F Lrespectivamente. DMesofilo no controleE — Dobra

na base do tricoma») e aumento doespacos no parénquima lacunoso (=>) (20 mg F
LY). F— Estreitamento da lamina foliar (=>) (80 myH. G- Reentrancias na epiderme
(=>) (20 mg F ). H— Grande lacuna (=>) no mesofilo (40 mg® L1 — Compactacéo
do mesofilo pelo aumento do nimero de células (40 mgd) FJ Hipertrofia celular, e
desorganizagdo do mesofilo (=>) (80 mg B.LK — Regido de transi¢cdo (=>) entre a
necrose e mesofilo ndo alterado. Ebpiderme abaxial; Ed Epiderme adaxial; Es
estdbmato; Fv feixe vascular; Ht hipertrofia; Mc— mesofilo compacto; Ne necrose;
Nm — nervura mediana?| — parénquima lacunoso; Ppparénquima palicadico; T

tricoma.
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Figura 9. Alteragdes anatomicas nas folhas em expansdo das plantas de A thaliana
expostas ao flior em nevoeiros, por dez dias. A-&CBntrole. A- Nervura mediana. B

— Lamina foliar entre nervuras. € Espacos intercelulares de tamanho anormal na
nervura mediana (=>) e necrose na lamina foliar (80 mg)FD — Mesofilo mais
compacto e alteragéo no padrao de diferenciacdo com aumento do nimero de células (40
mg F L1). Eb- epiderme abaxial; Ed Epiderme adaxial; Es estomato; Fv- feixe
vascular; Ne- necrose; nervura mediana;-Pparénquima lacunoso; Ppparénquima

palicadico.

Figura 10. Parametros estruturais da lamina foliar de plantas de Arabidopsis thalina
expostas a diferentes concentracgdes de fltor (0, 20, 40 e 80 HgA-LEspessura da
lamina foliar (um). B- Area dos seis elementos de vasos de maior diametro no feixe
vascular da nervura mediana f)nA barras verticais indicam o desvio padrdo (n =5), e

letras diferentes indicam diferenca significativa (Tukey 5 %).
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CAPITULO 2
Tolerancia de Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) ao fldor: Aspectos fisioldgicos

RESUMO - O objetivo deste estudo foi investigar os danos induzidos pelo fltor (F) em
aspectos fisiolégicos de Arabidopsis thaliana. As plantas foram expostas a nevoeiros
simulados contendo 0, 20, 40, e 80 mg¥ &plicados duas vezes ao dia, por dez dias
consecutivos. Ao término do experimento foram determinados o teor de F, nutrientes,
aldeido malénico (MDA), compostos fendlicos soluveis (CFS), acgUcares, pigmentos
fotossintéticos, eletrélitos extravasados, teor relativo de &gua nas folhas (TRA) e
avaliados aspectos das trocas gasosas. O tratamento com F aumentou os niveis de MDA,
indicando a ocorréncia de estresse oxidativo, o qual foi atribuido a reducédo da assimilacao
interna de carbono (A), pigmentos fotossintetizantes (por degradacao) e respigacao (R
Além disso, foi observada elevacao da concentracao interna de carane@icdo da
condutancia estomatica s[g Esses resultados sugerem a ocorréncia de limitacbes
bioquimicas a fotossintese. A. thaliana demonstrou tolerancia ao F, ja que a menor
concentracdo utilizada neste trabalho (correspondente ao dobro da detectada em regides
poluidas) ndo promoveu danos severos e ainda resultou no elevado acumulo do poluente
nos tecidos, revelando-se, portanto, uma espécie promissora para estudos de mecanismos

moleculares envolvidos nas respostas a poluigédo por F.

Palavras-chave:Hiperacumulacéo, estresse oxidativo, danos fotoquimicos.
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Tolerance of Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) fluoride: Physiological aspects

ABSTRACT - The objective of this study was to investigate the damage induced by
fluoride (F) in physiological aspects of Arabidopsis thaliana. Plants were exposed to
simulated fog containing 0, 20, 40, and 80fig* applied twice daily for ten consecutive

days. At the end of experiment it was determined the F content, nutrients,
malondialdehyde (MDA), soluble phenolics (SPC), sugars, photosynthetic pigments,
extravasated electrolytes, relative water content in leawa&CjRand evaluated aspects

of gas exchange. Treatment with F increased MDA levels, indicating the occurrence of
oxidative stress, which was attributed to the reduction in internal carbon assimilation (A)
photosynthetic pigments (for degradation) and respiration (Rd). Moreover, it was
observed increase in carbon internal concentration (C) and reduced stomatal conductance
(gs). These results suggest the occurrence of biochemical limitations to photosynthesis.
A thaliana showed tolerance to F, since the lower concentrations used in this study
(corresponding to double the detected in polluted areas) did not cause severe damage and
even resulted in increased accumulation of pollutant tissues, revealing therefore a
promising species for studies of molecular mechanisms involved in responses to pollution
by F.

Keywords: Hyperaccumulation, oxidative stress, photochemical damage.
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Introducéo

O flbor (F) € um halogénio ndo essencial altamente toxico para a maioria das
plantas e animais (Barbier et al. 2010). A forma inorganica desse elemento € a
predominante no ambiente, existindo como minerais (fluoropatita, fluorita e criolita) nos
solos e como &cido fluoridrico na atmosfera (Camargo 2003). O F € emitido para a
atmosfera em diversos processos industriais, como na producéo de fertilizantes fosfatados
(Loganathan et al. 2001), aluminio, vidro e ceramica (Cape et al. 2003). A principal via
de entrada do F atmosférico nas plantas € a folha, sendo, portanto, o 6rgao mais afetado
pelo poluente (Weinstein e Davison 2003; Li et al. 2011). O F penetra nas folhas atraves
dos estdomatos (Pulyaevskaya et al. 2011), cuticula e tricomas, sendo conduzido pelo
mesofilo foliar através de canais de anions presentes nas membranas plasmaticas (Zhang
et al. 2016).

No interior das folhas, o F pode interagir com membranas, proteinas e &cidos
nucléicos, afetando a atividade de enzimas do metabolismo central e induzindo o estresse
oxidativo (Li et al. 2011). Este efeito € associado com reducdes nas taxas fotossintéticas,
além do aumento da producao de compostos de defesa, como compostos fendlicos, e da
taxa respiratoria (Ram et al. 2014). Sabe-se que o F altera a disponibilidade de alguns
nutrientes, pois inibe o crescimento das raizes, reduzindo a absorcdo dos minerais
(Elloumi et al. 2005; Barbier et al. 2010; Panda 2015). Como consequéncia, 0
crescimento e o0 acumulo de biomassa sao prejudicados (Mori et al. 2015) e sintomas
visuais, como cloroses e necroses foliares, podem ocorrer em espécies susceptiveis
(Fornasiero 2003Fant’ Anna-Santos et al. 2014).

As cloroses surgem em funcéo da degradacéo das clorofilas, que acompanha o
acumulo de F nos cloroplastos, indicando um decréscimo da capacidade metabdlica desta
organela, enquanto as necroses evidenciam a completa desintegracao estrutural, derivada
do processo de morte celular programada (Miller 1993). Os mecanismos de acao do F em
espécies sensiveis tém sido extensivamente estudados (Elloumi et al. 2005; Pulyaevskaya
et al. 2011 Sant’ Anna-Santos et al. 201&ant’ Anna-Santos et al. 2014). Entretanto, o
atual conhecimento sobre como as plantas toleram esse poluente ainda é limitado (Zhang
et al. 2016).

Dentre as espécies vegetais mais estudadas atualmente destaca-se a planta modelc

Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), por apresentar uma série de vantagens, como
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pequeno porte, ciclo de vida curto, genoma reduzido e completamente sequenciado
(Krizek et al. 2003; Lee et al. 2005). A thaliana tem sido amplamente utilizada em
estudos ecotoxicolégicos (Drazkiewicz et al. 2004; Guo et al. 2008; Besson-Bard et al.
2009) e as respostas dessa espécie a varios outros poluentes atmosféricos, como o0s
diéxidos de carbono (Easlon et al. 2015) e de enxofre (Van der Kooij et al. 1997; Kubo
1999), bem como o 6xido nitrico (Shi et al. 2012), ja foram bem caracterizadas. Com
relacdo aos efeitos do F sobre essa espécie, alguns autores avaliaram parametros
fisiologicos de células de A thaliana cultivadas in vitro (Pulyaevskaya et al. 2011), bem
como seu efeito no transporte de agua pelo sistema radicular, quando associado ao cloreto
de sodio (Lee e Zwiazek 2015). J& foi relatado também que o F na forma de é&cido
perfluoro-octanoico (PFOA) € mais citotoxico a A thaliana que o fluoreto de sodio (NaF)
(Yang et al. 2015). Apesar da existéncia desses trabalhos, informacfGes sobre as
consequéncias do excesso de F sobre as funcgdes fisioldgicas de A thaliana ainda sao
bastantes preliminares e escassas.

Neste estudo, testamos a hipétese de que o acumulo de F nos tecidos foliares de
A thaliana induz a ocorréncia de estresse oxidativo, o qual altera o metaboliseno dess
espécie, causando danos fotoquimicos e bioquimicos que reduzem processos fisioldgicos
vitais. Os danos fotoquimicos e bioquimicos foram determinados através de abordagens
integradas, que combinam analises de estresse oxidativo e defesa antioxidante, estado
nutricional e de hidratacdo das plantas, medidas de trocas gasosas e pigmentos

fotossintéticos.

Material e métodos
Condicdes de cultivo e delineamento experimental

As sementes de Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia-00(CoWvild type”
(WT) foram semeadas em vasos de cultivo (5 x 55 mm; 80 ml) contendo substrato
comercial Tropstrato HT®. Apos a semeadura, 0os vasos foram mantidos em camara fria
a u°C por quatro dias (estratificacdo), e, em seguida, foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura controlada (18 °C), fotoperiodo (16 h), luminosidade (~100
umol fétons fs?t). As plantas usadas no experimento possuiam cerca de 21 dias, e

permaneceram nas mesmas condicbes de cultivo descritas acima até o final do
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experimento. A adubacgao foi realizada semanalmente com a solu¢do nutritiva Biofert
Universal (NPK 6:4:4 + 10 nutrientes).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com quatro tratamentos (0, 20, 40 e 80 mg-Fe_cinco repeticbes (uma planta por vaso).
O F foi fornecido na forma de KF (pH 6,0), enquanto o controle recebeu apenas agua
desionizada (pH 6,0). As aplicacbes foram realizadas durante dez dias consecutivos na
forma de nevoeiro, sendo aplicado 15 mL de solucéo, duas vezes ao dia, em cada planta.
As concentracdes de F, o volume aplicado e a duracdo do experimento foram definidos
em testes preliminares, de acordo com relatos anteriores na literatura, tamanho e ciclo de
vida da planta, respectivamente. Ao término do experimento, amostras foliares da regiao

mediana das rosetas, foram coletadas e destinadas as analises descritas a seqguir.

Determinagao do teor de F e nutrientes

As folhas foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 70 °C, por 72 h e
reduzidas em moinho tipo Willey a particulas com dimensdes inferiores a 1 mm. A
extracdo foi realizada a partir de 0,15 g de folhas secas e moidas, utilizando-se acido
sulfarico (1 N) por 20 min a 50 °C. Em seguida, foi adicionado hidroxido de sédio (1N)

e 0 ajustador de forca idnica TISAB (Fialho 1997). A determinacdo potenciométrica do
teor de F na solugéo resultante foi realizada com eletrodo seletivo de F idnico (Thermo
Scientific Fluoride lons Selective Electrode, Massachusetts, EUA).

Os micronutrientes (Fe, Mn, Zn e Cu) e macronutrientes (P, K, Ca e Mg) foram
determinados nas raizes e folhas, segundo Tedesco et al. (1995). As amostras secas €
trituradas foram pré-digeridas em solucao nitroperclérica (acido nitrico e acido perclérico
3:1 v/v) a temperatura ambiente por 12 h, e digeridas a 200 °C em bloco digestor. O
estratos obtidos foram lidos em espectrobmetro de emissdo atbmica com plasma

indutivamente acoplado (ICP-AES).

Avaliacao do estresse oxidativo

O extravasamento de eletrélitos foi determinado através da condutividade elétrica
da agua Milli-Q (5 mL), na qual seis discos foliares de 1 cm de diametro foram incubados
por 12 h a temperatura ambiente. A condutividade elétrica inicial da agudai @erida

e, em seguida a condutividade finab) @i obtida apds o aquecimento das amostras em
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banho-maria a 95 °C por 30 min. O extravasamento de eletrdlitos (EE) foi determinado
através da equacédo: EE (%) = (C1/C2) x 100, onde os resultados sdo expressos como
porcentagem do total de condutividade (Szalai et al. 1996).

A concentracdo de aldeido malénico (MDA) foi determinada através do método
do acido tiobarbitarico (TBA), segundo o protocolo adaptado de Hodges et al. (1999).
Cerca de 0,1 g de folhas maceradas em féram homogeneizadas em solugéo de acido
tricloroacético (TCA) 0,1 % + triton 1 %. Os extratos foram centrifugados (10.000 x g
15 min, 4 °C.) e a solucdo de TBA 0,5 % + TCA 20 % foi adicionada ao sobrenadantes.
As amostras permaneceram em banho-maria por 30 min a 95 °C e as reacdes foram
paralisadas por imersdo em gelo (15 min). A concentracdo de MDA foi determinada em
espectrofotdmetro (VersaMax, Molecular Device) a 440, 532 e 600 nm (Du e Bramlage
1992.

Compostos fendlicos soluveis (CFS)

Os compostos fenélicos foram extraidos de 0,1 g de folhas usando MCA (metanol:
cloroférmio: agua, 6: 2,5: 1,5 v/v), segundo Sanchez-Viveros et al. (2011). Os teores de
CFS nos extratos foram determinados pela reacdo comioliaiteu (1N) e carbonato
de sddio 20 %. As reagBes ocorreram durante 30 min sob agitagcdo em termomixer a 300
g e as leituras foram realizadas a 765 nm em espectrofotdmetro. A curva padrao de

referéncia foi estabelecida com &cido tanico (0 a 100 pg)mL

Teor relativo de 4gua nas folhas (TRA)

O teor relativo de agua foi mensurado em seis discos foliares de 1 cm de diametro
retirados de duas folhas completamente expandidas e ndo senescentes por repeticao (n=5).
Os discos foram pesados imediatamente apds a excisdo, registrando-se a massa de matériz
fresca (MF). Determinou-se a massa de matéria turgida (MT) ap6s 24 h de embebicéo
dos discos em agua destilada (no escuro a 17 °C). As amostras foram secas em estufa de
ventilagédo forcada a 70 °C por 48 h, obtendo-se a massa de matéria seca (MS). O TRA
foi calculado segundo a férmula desenvolvida por Gonzalez-Vilar (2001), na qual TRA
= (MF - MS) / (MT - MS) x 100.
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Quantificacdo de agucares

A concentracdo de glicose, frutose e sacarose presente nas raizes e folhas de A
thaliana foi determinada pelo método de Fernie (2011). Primeiramente, adicionou-se
etanol 98 % a uma massa seca de 0,02 g e 0,015 g de folhas e raizes, respectivamente. As
amostras foram aquecidas (80 °C por 20 min) e agitadas (500 x g) em termomixer durante
a extracdo. Apos agitacao, centrifugou-se o extrato (16200 x g) e o sobrenadante recolhido
em microtubos para posterior quantificacéo. Posteriormente, esses passos foram repetidos
com alcool 80 e 60 %. Os extratos obtidos nas trés etapas foram recolhidos e misturados,
e adicionados a um mix constituido por ATP, NADP e G6PDH preparados em solucao
tampdo HEPES 0,1 M. As leituras das absorvancias foram realizadas a 340 nm em
espectrofotdbmetro apds adicdo sequencial das enzimas hexocinase, fosfoglicose

isomerase (PGI), g-frutosidase.

Trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas [taxa de assimilacdo liquida deA)CO
condutancia estomaticasfgconcentracdo interna de €(@;) e respiragcdo g foram
obtidos com analisador portatil de gas a infravermelho [modelo Li-6400XT (LI-COR
Biosciences Inc., Nebraska, USA) equipado com camara de fluorescéncia integrada
(modelo LI-6400-40, Lincoln, NE, USA)]. As medicGes foram realizadas em folhas
completamente expandidas, a cada trés dias (3, 6 e 10 dias ap6s o inicio do nevoeiro
simulado), sob irradiancia de 700 umol fétoré $W, concentracdo atmosférica de £0O
de 400 pmol mot e temperatura de 25 °C.

Pigmentos fotossintéticos

Para a determinacao dos teores de carotenoides (Crt), clorofilaap ¢@nbfila
b (Chb) e clorofilas totais (Chiy) foram utilizados dois discos foliares de 0,6 cm de
didmetro por repeticdo. Os discos foram pesados, homogeneizados com carbonato de
calcio, e os pigmentos foram extraidos com acetona 80 % (v/v) (Lichthenthaler 1987,
adaptado). As concentracbes de Crt, sCBhl, e Chla+p foram determinadas em
espectrofotdmetro a 470, 646 e 663 nm. Todo o processo de extracdo foi realizado com

pouca luz para evitar a degradacéo das clorofilas nas amostras.
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Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o programa Assistat
(versao 7.6 beta) e SAS (versédo 9.1).

Resultados
Teor de F e de nutrientes

O teor de F nas folhas de A thaliana cresceu em funcdo do aumento da
concentracdo do poluent® nevoeiro. As plantas expostas a 20, 40 e 80 mg F
apresentaram, respectivamente, uma concentracdo cerca de 76,4; 187,5 e 575,6 vezes
maior desse ion em relacdo ao tratamento controle (Fig. 1), o qual apresentou
aproximadamente 18y F g* de massa de matéria seca.

O F afetou mais o teor nutricional da raiz que o da parte aérea das plantas expostas
a 40 e 80 mg E1 nos nevoeiros simulados. Os teores de nutrientes quantificados na raiz
e folhas das plantas tratadas com 20 g Rao diferiram em relagcdo ao controle. As
concentracbes de Ca nas raizes nao foram afetadas pelo F, porém na padasaérea
plantas expostas a 80 mg ¥ houve redugdo em 27 % no teor deste nutriente em relacdo
ao controle (Tab. 1).

Nas raizes das plantas tratadas com 40 e 80 miy &slconcentracdes de K, P e
S diminuiram em aproximadamente 49, 33 e 44 %, respectivamente, enquanto houve um
aumento de 17 % no teor de K na parte aérea das plantas expostas a 8¢.n@sF L
nutrientes Mg, Cu e Fe apresentaram reducdo aproximada de 41, 33 e 44 %,
respectivamente, nas raizes das plantas tratadas com 80 Tg\& ¢oncentracbes de
Zn e Mn tanto na parte aérea quanto na raiz ndo foram alteradas pelo F (Tab. 1).

Estresse oxidativo e defesa antioxidante

As duas maiores concentracbes de F resultaram no aumento significativo do
extravasamento de eletrolitos e do acumulo de MDA nas plantas. O percentual de
eletrolitos extravasados nas plantas tratadas com 40 e 80 migfdt 230 %e 281 %
maior que o controle, respectivamente, enquanto o de MDA foi 67 e 79 %. A ocorréncia

de estresse oxidativo ndo foi observado nas plantas expostas a 20%(¥id- 2A e B)
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Apesar da ocorréncia de estresse oxidativo nas plantas tratadas com 40 e 86 g F L
teores de CFS nao diferiram entre os tratamentos (Fig. 2C).

Quantificacdo de acucares

Os efeitos do F sobre o conteddo de acucares nas plantas de A thaliana séo
mostrados na Fig. 3. Os teores de glicose e frutose foram afetados apenas nas plantas
expostas a 80 mg FL Nas folhas, o contetido de glicose foi 70 % menor que o controle
(Fig. 3A), enquanto o de frutose aumentou em 107 % (Fig. 3B). Nas raizes, a
concentracdo de glicose se manteve constante, ndo diferindo entre os tratamentos (Fig.
3A), porém a frutose foi reduzida em 64 % em comparacdo ao controle (Fig. 3B). A

sacarose nao foi detectada nas amostras analisadas.

Teor relativo de agua

O F reduziu o TRA das folhas de A thaliana, evidenciando a ocorréncia de déficit
hidrico nas plantas expostas ao poluente. As plantas submetidas a 20 rthg F L
demonstraram um decréscimo aproximado de 11 % no TRA em relacéo ao controle. Nos
demais tratamentos com F apresentaram TRA cerca de 14 % menores que o controle. O
TRA néo apresentou diferenca entre os tratamentos com F nos nevoeiros (Fig. 4).

Trocas gasosas

Ja na primeira avaliag&o as plantas tratadas com 80 mgrésentaram reducdo
de 53% nos valores de A, em relacédo ao controle. Ndo houve variacdo dos valores de A
no tratamento com 80 mg F!Lao longo do periodo de avaliacdo (Fig. 5A). As plantas
tratadas com 20 e 40 mg FlLapds 10 dias de exposicdo, apresentaram redugio
aproximada de 35 % nos valores de A em relacdo ao controle (Fig. 5A). Os valares de
nos tratamentos com 20 e 40 mg F apresentaram reducdo de 22 e 36 %,
respectivamente, da segunda para a terceira avaliacdo (reducao dentro do tratamento ao
longo do periodo de avaliagéo) (Fig.)5A

Os valores desgacompanharam a queda em A em plantas expostas a 80 tng F L
no nevoeiro, mostrando valores 26 % menores que o controle, na primeira avaliagao (Fig.
5B). Os valores desgeste tratamento se mantiveram constantes ao longo do periodo de
avaliacdo (Fig. 5B). O tratamento com 40 mg Fapresentou reducéo de 19 e 36% em
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relacdo ao controle, na segunda e terceira avaliacao, respectivamente (Fig. 5B). Apés dez
dias de exposicdo ao F, as plantas tratadas com 20 rifgaprésentam uma reduc&o
significativa de g(20%) em relacdo ao controle. Apesar dessa reducédo, os valokes de g
determinados em 20 mg F'Indo variaram ao longo do tempo de avaliacéo (Fig. 5B).
Ainda na terceira avaliago, plantas expostas a 80 migapresentaram valores de2g
e 39 % menores em relagdo aos tratamentos com 20 e 40 tgeSpectivamente (Fig.
6B).

As plantas expostas a 40 e 80 mgFapresentaram os valores@ieaumentados
ao longo do tempo (variagdo dentro do tratamento em diferentes avaliacées), com o
aumento ocorrendo da segunda para a terceira avaliacdo no tratamento com 46 mg F L
e da primeira para a segunda avalia¢do no tratamento com 80 g fietanto, apenas
as plantas expostas a 80 mg ¥ diferiram do controle, apresentando um aumento
aproximado de 16 % em relag&o ao controle, tanto na segunda quanto na terceira avaliacao
(Fig. 5C).

Em geral, todos os tratamentos apresentaram aumente amidhgo do tempo
de avaliacdo. Porém, esse incremento foi diferente entre os tratamentos, sendo mais
acentuado quanto menor a dose de F presente nos nevoeiros (Fig. 5D). Desta maneira,
enquanto o tratamento controle apresentou um aumento de 136 % na respiracao da
primeira para a terceira avaliagdo, os tratamentos com 20, 40 e 80 ftauFEntaram
apenas 101, 74 e 56 %, respectivamente, no mesmo intervalo de tempo. Na ultima
avaliacdo, os valores de &feriram apenas entre 80 mg E ¢ o controle, havendo uma

reducao de 26 %.

Pigmentos fotossintéticos

O F reduziu gradualmente o teor de{Gtds folhas de A thaliana, de modo que
os tratamentos de 20, 40 e 80 mg Fapresentaram 34, 41 e 48 %, respectivamente,
menos Chique o controle (Fig. 6A). Os teores de £&&1Chla+pdiminuiram cerca de 20
e 22 %, respectivamente, nas maiores concentracdes de F (40 e 80Y)ngrk telaca
ao controle (Fig. 6B e C). Em 20 e 40 mg &, las concentracbes de carotenoides
permaneceram estatisticamente constantes (Fig. 6D), enquanto 80 fapFekentou
uma queda de 29 % no teor desse pigmento em relacdo ao controle.
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Discussao

Este trabalho é o primeiro relato dos mecanismos fisiologicos de A thaliana
envolvidos na sua tolerancia ao F. O estresse oxidativo induzido pela hiperacumulacao
de F na espécie gerou danos fotoquimicos e possivelmente bioquimicos nas plantas
expostas a 40 e 80 md_E, o que revela a elevada tolerancia da mesma ao poluente, visto
que estas sdo concentracfes quatro e oito vezes maiores, respectivamente, as observada
em regifes poluidas com F. O teor de F nas folhas de espécies hiperacumuladoras
ultrapassa 1000 pg F'gRuan et al. 2003Baunthiyal e Ranghar 2015). A thaliana
acumulou mais de 1300 pg B 1S em suas folhas quando expostas a 20 mgdein
apresentar sintomas visuais de fitotoxidez (Capitulo 1).

As plantas hirperacumuladoras estabilizam o F nas paredes das células através de
complexos formados com o calcio (Ca), evitando a sua entrada no simplasto. Portanto, a
maior ou menor toleréncia de uma espécie ao F estd também relacionada ao maior teor de
Ca nos tecidos vegetais (Baunthiyal et al. 2014; Boukhris et al. 2014). As plantas de A
thaliana expostas a 20 e 40 mgFrifo diferiram do controle quanto a concentragdo de
Ca presente em suas raizes e partes aéreas. Ja foi demonstrado que concentracdes
citosolicas de Ca aumentadas estdo geralmente associadas a ocorréncia de estresse
abidtico nas plantas (Albrecht et al. 2003). Portanto, a estabilizacdo do F pelo Ca reativo
tem sido sugerida como um dos primeiros mecanismos envolvidos na desintoxicacao do
F em espécies tolerantes (Ruan et al. 2003; Baunthiyal et al. 2014), e possivelmente, esta
atuando em A thaliana.

No nosso estudo, foi observado que o poluente teve maior efeito sobre a absorcéo
de nutrientes do que no transporte destes para a parte aérea das plantas de A thaliana. A
absorcéo de P, S e K foi reduzida desde a concentracéo de 40 merglianto Mg, Cu
e Fe diminuiram apenas no tratamento com 80 mg.FOLF interfere indiretamente na
absorgéo de P, S e K através da inibicdo de ATPases nas células da raiz (Murphy e Coll
1992; Baunthiyal et al. 2014), e diretamente nos teores de Mg, Cu e Fe, tornando-os
indisponiveis por meio da formag&o de complexos com baixa solubilidade (Panda 2015).
Desta forma, a interferéncia indireta do poluente na absor¢do de nutrientes € mais
susceptivel de ocorrer nesta espécie que a direta. Entretanto, foi observado acumulo de K
na parte aérea das plantas expostas a 80 migned.nevoeiros, o que pode indicar um

importante papel desempenhado pelo elemento nas respostas fisioldgicas de A. thaliana
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ao F. O K atua na regulacao da pressdo osmotica na planta, impulsionando o fluxo da
seiva a partir das raizes para a parte aérea (Lebaudy et al. 2007).

As concentracfes de Zn e Mn tanto na raiz quanto na parte aérea das plantas nao
foram influenciadas pelo F, assim como foi observado em C. sinensis quando submetida
a 30 mg F K¢ por 30 dias (Ruan et al. 2003). Injdrias cronicas causadas pelo poluente
em espécies sensiveis sdo associadas a reducgdo no teor foliar de Mn, Zn, Mg e Fe (Panda
2015), porém essa relacdo nao foi observada no presente estudo. Apesar de Mg e Fe serem
importantes para a biossintese de clorofilas, as cloroses observadas nas folhas das plantas
de A thaliana expostas 80 mg F (Cap. 1) ndo podem ser atribuidas aos teores destes
nutrientes, uma vez que néo diferiram do controle. No geral, diferente do observado na
espécie sensivel Amygdalus communis (Rosaceae), cujo o estado nutricional das folhas
foi mais afetado que o das raizes (Elloumi et al. 2005), o estresse oxidativo induzido pelo
F alterou mais o teor de nutrientes da raiz que o da parte aérea em A thaliana
provavelmente pela degradacao/inativacdo das proteinas transportadoras de membranas
(Panda 2015).

Estresses abiodticos sdo frequentemente relacionados a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que promovem a peroxidacdo dos fosfolipidios das
membranas, produzindo MDA, e afetando a sua integridade funcional (Gunes et al. 2007)
No interior das células, as ROS causam danos as macromoléculas celulares e aumentam
o teor de ions no citosol, que sdo detectados pelo método de condutividade elétrica (Li et
al. 2011). As maiores concentracdes de F nos nevoeiros (40 e 80 mig\g€raram
danos oxidativos em A. thaliana, evidenciados pelo aumento no teor de MDA e eletrélitos
extravasados, ndo sendo detectados niveis consideraveis destes parametros no tratamentc
com a menor concentracdo do elemento. Um estudo recente demonstrou que o acumulo
de F na forma de acido perfluoro-octandico (PFOA) em A. thaliana pode causar estresse
oxidativo, enquanto a sua forma inorganica (NaF) nao teve efeito sobre o conteudo de
MDA produzido. Nossos resultados revelam a tolerancia desta espécie ao poluente, ja que
a concentracdo de 20 rid_?, considerada elevadissima por ser o dobro da encontrada
nas chuvas em atmosferas poluidas (Smith et al. 1979), ndo ocasionou estresse oxidativo
em plantas de A thaliana.

O estresse oxidativo desencadeado por 40 e 80 rmqiBd_promoveu o aumento

da producdo de compostos fendlicos soluveis (CFS) nas plantas de A thaliana, ao
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contrario do que j& foi observado em outras espécies. Compostos antioxidantes, como 0s
fendlicos, desempenham um papel importante nos mecanismos de defesa das plantas sob
estresse oxidativo (Ram et al. 2014). A producéo de CFS é uma resposta comum a maioria
das espécies vegetais sob estresse induzido pelo F (Mesquita et aSaa@®na-

Santos et al. 2014). Porém, constatamos que em A. thaliana, esses metabdlitos
secundarios ndo compdem os mecanismos de defesa antioxidante em resposta ao F. O
estresse causado por 0zonio, dioxido de enxofre e dioxido de cobre elevam a atividade de
peroxidases nas plantas de A thaliana, mostrando que essa € uma reposta comum a
diferentes poluentes atmosféricos nesta espécie (Kubo 1999; Drazkiewicz et aé 2004)
provavelmente, podem atuar na defesa antioxidante de A thaliana ao F.

Geralmente, enzimas antioxidantes agem em conjunto com compostos nhao
enzimaticos, como prolinas e acucares, na eliminacdo sinérgica de radicais livres,
protegendo as membranas celulares de danos oxidativos (Mascher et;al.a3002 et
al. 2003). Plantas de A thaliana expostas a 80 mg Bdumularam altos niveis de
frutose na parte aérea sem que ocorresse aumento nos teores de glicose. Possivelmente,
via da sacarose sintase (SUSY) foi privilegiada em plantas de A. thaliana por converter
sacarose em frutose com economia de uma molécula de ATP (Huber e Huber 1996). Desta
maneira, as plantas aumentam a quantidade de acUcares redutores, como a frutose, de
maneira energeticamente mais favoravel, e os usam no combate ao estresse gerado pelo
poluente. Ja foi demonstrado um aumento no teor de acucares redutores concomitante a
diminuicdo da concentracdo de sacarose na parte aérea das plantas expostas ab F (Gadi
al. 2012; Baunthiyal et al. 2014; Ram et al. 2014) e que em espécies sensiveis a sintese
destes carboidratos € inibida pelo poluente (Elloumi et al. 2005), sugerindo que a frutose
pode estar atuando na atenuacéo dos danos oxidativos prosnmelafF em A thaliana
A reducéo do teor de glicose e frutose na raiz das plantas tratadas com 80" mode L
estar relacionada com efeito inibitério do poluente no transporte de carboidratos das
folhas até as raizes, assim como ja foi observado com o asaidtAfina-Santos et al.

2014). Em A thaliana foi descrita a reducdo do didmetro dos feixes vasculares
distribuidos pela lamina foliar (CAP. 1), que pode ser indicativo de reducdo no transporte
de fotoassimilados da parte aérea para a raiz.

Além do estresse oxidativo, o F pode levar a ocorréncia de déficit hidrico pela

inibicdo da aquisicdo de agua pelas raizes ou do seu transporte pela planta (Ram et al.
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2014), tal como foi observado nas plantas de A thaliana expostas a todas as
concentracdes do poluente. Os agucares juntamente com o K, atuam como osmolitos por
auxiliarem na reducao do potencial hidrico das raizes ou das folhas durante o déficit
hidrico, aumentando a absorcdo de agua pelas plantas ou reduzindo a sua perda pelas
folhas (Kamaluddin e Zwiazek 2003; Lebaudy et al. 2007; Ram et al. 2014). Assim, 0
aumento de K e frutose na parte aérea das plantas pode indicar uma estratégia de
regulacdo osmatica nesta espécie.

O déficit hidrico induzido pelo F pode promover, ainda, a perda de turgor nas
células-guarda dos estdbmatos, ocasionando a reducdo do tamanho do ostiolo e
consequentemente, a diminui¢cdo da condutancia estomética (Weinstein e Davison 2003),
como verificado no Capitulo 1. Além disso, a obliteracdo dos ostiolos por ceras
epicuticulares erodidas e o colabamento das células guarda observadas nas folhas de A
thaliana expostas ao poluente (Cap. 1) também impdem restricdes difusionais a entrada
de CQ (Elloumi et al. 2015).

O estresse oxidativo proporcionou a reducdo da concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos nas folhas de A thaliana. Assim, tanto limitacBes difusivas quanto
fotoquimicas promoveram o decréscimo da taxa fotossintética nas plantas desta espécie.
A diminuicdo da fotossintese é correlacionada com a diminuigdo da abertura estomatica,
capacidade de interceptacdo de luz e de fixacdo de €@dninando na reducao do
crescimento das plantas (Mosast al. 2002; Mesquita et al. 2011). Foi observado um
gradiente de sensibilidade ao F pelos pigmentos fotossintéticos ¥Chlhl, >
Carotenoides), indicando que a £pdssa ser o principal pigmento envolvido na reducao
da fotossintese. Este mesmo gradiente ja foi relatado para plantas de Citrullus lanatus sob
estresse induzido pelo poluente (Ram et al. 2014).

O F pode ativar enzimas que degradem €llhl,, ou ainda inibir a biossintese
dessas moléculas e, por consequéncia, reduzir a fotossintese (Li et al. 2011). Entretanto,
ja foi demonstrado que reducdes nas taxas fotossintéticas podem ocorrer sem que haja
degradacéo ou limitacdo na producgédo dos pigmentos (Kamaluddin e Zwiazek 2003).
Neste contexto, restricdes a difusdo de: @éla reducdo da condutancia estomatica
podem estar atuando (Weinstein e Davison 2003). Danos ocasionados aos estdématos,

como a reducédo da turgescéncia das células-guarda e subsidiarias, observados em plantas

52



de A thaliana (Cap. 1) podem modificar as taxas fotossintéticas, assim como foi
observado anteriormente em outras espécies (Baunthiyal et al. 2014).

Apesar do F ter causado limitacGes difusivas em A thaliana, a concentracdo
interna de C@cresceu nas folhas das plantas tratadas com 80 mig Este aumento,
associado a inibicdo da fotossintese, € atribuido a possiveis danos gerados a enzima
Ribulose 1,5 Bisfosfato Carboxilase Oxigenase (RuBisCo), prejudicando a fixacdo de
CQOp. Fluoretos geralmente atuam inativando a atividade de enzimas envolvidas na
fotossintese, como a RuBisCo e a ATPase sintase (Baunthiyal et al. 2014; Panda 2015).
A inibicdo da atividade de ATPases na mitocbndria promove menores taxas respiratérias
mediadas pelo baixo consumo de oxigénio (Miller 1993). O aumento da respiragéo celular
das plantas de A. thaliana, em decorréncia do inicio do florescimento (dados néo
mostrados), foi maior no controle em relacdo aos tratamentos com F. Desta maneira, no
altimo dia de avaliacdo, a respiracdo das plantas foi tanto maior quanto menor a
concentracdo do poluente nos tratamentos, demonstrando o seu efeito inibitério nest
espécie. Por serem sensiveis aos ions de F, as enzimas da via glicolitica e do ciclo de
Krebs séo inibidas pela reacéo entre o poluente e aminoacidos funcionais em seus sitios
ativos (Barbier et al. 2010). Portanto, ja € conhecido o efeito inibidor do poluente na
respiracdo celular e consequente diminuicdo da producdo de ATP (Baunthiyal et al.
2014).

De forma geral, todos esses processos fisiolégicos foram alterados pelo estresse
oxidativo decorrente da hiperacumulacdo do F nas folhas das plantas de A thaliana
expostas ao poluente. Os danos fotoquimicos e bioquimicos foram maiores e ocorreram
mais rapidamente quanto maior a concentragédo de F nos nevoeiros. Mesmo acumulando
altas concentracdes desse elemento toxico em seus tecidos, plantas de A thaliana
submetidas ao tratamento com 20 mg ¥ rdo apresentaram grandes alteragdes
fisiologicas, revelando a grande tolerancia desta espécie ao F. No presente estudo, a
tolerancia observada pode estar relacionada a estabilizacdo do F pelo Ca das paredes
celulares e pelo aumento na concentracdo de K, frutose e, provavelmente, da atividade

enzimas antioxidantes nas folhas.
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Tabelas

Tabela 1 Teores de macro e micronutrientes determinados na raiz e folha de Arabidopsis thaliana, apds dez diagideexpmsinos

nevoeiros (0, 20, 40 e 80 mg F)L

Nutrientes Fldor no nevoeiro (mg L-1)
Macro/Micro 0 20 40 80
(dag/kg) / (mg/kg) Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha

P 0,52+0,09a 089+0,03a 047+004ab 089+005a 0,37+0,06bc 0,87+0,03a 035+0,05c 0,85+0,05a
K 1,37+031a 3,77+0,22b 136+021a 394+0,18b 0,70£0,20b 3,94+0,23b 0,74+0,17b 4,40x0,15a
Ca 068+0,04a 244+0,17a 0,76+0,21a 2,32+0,11a 0,83+0,07a 2,17+0,18a 0,74+0,02a 1,77+0,26Db
Mg 0,32+0,12a 0,71+0,103a 0,30+0,06ab 0,67+0,03a 0,24+0,04ab 061+0,13a 0,19+0,05b 0,77+0,17a
S 0,70+£0,13a 125+0,32a 0,57+0,03a 104+0,17a 0,39+0,05b 106+0,13a 0,42+0,04b 1,02+0,08a
Cu 33,00+£398a 1155+1,19a 3529+7,81a 10,66 +0,70 at 27,88 + 6,16 at 10,17 £ 0,66 at 22,18 +2,53b 9,76 +£1,05b
Fe 4491 £ 718 a 1456 +15,2a 2889+110ab 150,7+19,3a 3763+x1l16ab 161,1+56,2a 2517+682b 177,9%+62,4a
Zn 227,4+47,1a 96,52+9,48a 186,1+459a 82,61+154a 170,7+20,1a 79,61+102a 184,7+37,8a87,27+12,1a
Mn 114,3+35,6a 83,90+236a 101,1+354a 146,3+117a 107,4+119a 84,22+32,7a 129,9+83,3a63,86+20,5a

Médias seguidas por letras diferentes na horizontal indicam diferenga significativa entre os tratamento4).uRag& valor representa

a média de cinco repeticoes.
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Legendas das figuras

Figura 1. Teor de fllor g g * MS) nas folhas de Arabidopsis thaliana expostas a
concentracdes crescentes desse poluente em nevoeiro simulado, durante dez dias
consecutivos. A barras verticais indicam o desvio padrdo (n = 5), e letras diferentes

indicam diferenca significativa (Tukey 5 %).

Figura 2. Estresse oxidativo e resposta antioxidante em plantas de Arabidopsis thaliana
expostas, por dez dias, ao fltor (0, 20, 40 e 80 n¢)mas nevoeiros. A- Percentual de
eletrélitos extravasados. B Conteudo de aldeido malénico.-CTeor de compostos
fendlicos sollveis. A barras verticais indicam o desvio padrédo (n = 5), e letras diferentes

indicam diferenca significativa (Tukey 5 %).

Figura 3. Aclcares quantificados nas folhas e raizes de Arabidopsis thaliana expostas ao
fldor (0, 20, 40 e 80 mg F1) em nevoeiros, por dez dias consecutivos.@licose. B-
Frutose. A barras verticais indicam o desvio padréo (n = 5), e letras diferentes indicam

diferenca significativa (Tukey 5 %).

Figura 4. Percentual de 4gua nos tecidos foliares de Arabidopsis thaliana, apds dez dias
de exposic¢éo ao fltor (0, 20, 40 e 80 mg™¥. IA barras verticais indicam o desvio padr&o

(n = 5), e letras diferentes indicam diferenca significativa (Tukey 5 %).

Figura 5. Parametros fotossintéticos avaliados em folhas de Arabidopsis thaliana exposta
ao flior em nevoeiros simulados (0, 20, 40 e 80 mg'Fpor trés, seis e dez dias
consecutivos. A- Assimilacao liquida de CQA). B — Condutancia estomaticas(gC —
Concentragéo interna de €@C). D — Respiracdo noturna {R A barras verticai
indicam o desvio padrdo (n = 5); letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos dentro do mesmo tempo de avaliacdo, enquanto letras
minusculas denotam diferenca significativa entre os diferentes tempos de avalicdes dentro

do mesmo tratamento (Tukey 5 %).

Figura 6. Teor de pigmentos fotossintetizantes nas folhas de Arabidopsis thaliana
expostas a nevoeiros com fltor (0, 20, 40 e 80 mg)FA — Clorofila a. B— Clorofila
b. C- Clorofila totais. D- Carotenoides. A barras verticais indicam o desvio padrao (n =

5), e letras diferentes indicam diferenca significativa (Tukey 5 %).
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, constatou-se a hiperacumulagéo defélinas de A thaliana e a
relativa tolerancia desta espécie ao poluente. Os danos microscopicos foram observados
em folhas com e sem necroses, sendo estes semelhantes aos observados em muitas outra
espécies, constituindo-se excelentes indicadores para a poluicdo orestresse
oxidativo gerado pelas as mais elevadas concentracoes de F alteraram 0S processos
fisiologicos avaliados, indicando a ocorréncia de danos fotoquimicos e bioquimicos nas
plantas. As plantas submetidas a 20 mg ¥Facumularam altas concentra¢des do
poluente, mas nao apresentaram grandes alteracbes anatbmicas e fisiologicas,
corroborando a tolerancia desta espécie ao F. Os resultados revelam o potencial emprego
desta espécie em trabalhos posteriores de engenharia genética para a selecédo de genes d
tolerancia ao poluente, gerando informag8es que possam ser utilizadas na bioindicacéo e

fitorremediacéo da poluicdo causada por F.
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