Efeitos do fluor em folhas de plantas aquéticas de Salvinia auriculata
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do flior em folhas de plantas aquaticas de Salvinia
auriculata Aubl., visando fornecer subsidios para a utilizagdo dessa espécie, no monitoramento da poluicao
ambiental, causada por esse elemento tdxico. As plantas foram cultivadas sob condi¢des controladas, em vasos
com solucdo nutritiva, e submetidas a aplicacao de chuva simulada contendo KF, nas concentracoes de 0, 13, 26
e 39 mM, pela manh, durante cinco dias sucessivos. Os resultados evidenciaram a ocorréncia de alteracdes
morfologicas, com o desenvolvimento de lesdes nos tricomas e na porg¢do adaxial do limbo foliar. As alteracdes
nas atividades das enzimas peroxidase, polifenol oxidase, superéxido dismutase e catalase indicaram a ocorrén-
cia de danos oxidativos em resposta ao fltor, embora testes relacionados a peroxidagao dos lipidios tenham
apresentado resultados negativos. As alteragdes na concentragdo de pigmentos também direcionam para a
ocorréncia de estresse oxidativo, causado pelo fltor, presente na chuva simulada. Como as alteragdes morfologicas,
enzimaticas e na composicao de pigmentos, de plantas de S. auriculata, sdo passiveis de deteccdo por métodos
relativamente simples, elas podem ser empregadas no biomonitoramento da poluicdo atmosférica, causada por
esse elemento altamente reativo.

Termos para indexagdo: estresse oxidativo, bioindicadores, biomonitoramento.

Fluoride effects on leaves of aquatic Salviniaauriculata

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effects of fluoride on leaves of aquatic Salvinia
auriculata Aubl., to supply subsidies for the use of this species as an environmental pollution bioindicator. The
plants were cultivated under controlled conditions in pots containing nutritive solutions, and were submitted to
simulated rain containing KF, in concentrations of 0, 13, 26 and 39 mM, in the morning, during five consecutive
days. Results evidenced the occurrence of morphological and anatomical damages involving trichome and
adaxial surface of the leaf necrosis. Alterations in the activity of peroxidase, polyphenoloxidase, superoxide
dismutase, and catalase enzymes indicated the occurrence of oxidative damages in response to fluoride, although
lipid peroxidation tests showed negative results. Alterations in pigment concentration also pointed to the
occurrence of oxidative stress, caused by fluoride present in the simulated rain. The morphological, anatomical,
enzymatic, and pigment composition alterations in S. auriculata can be used in atmospheric pollution
biomonitoring, because they are easy to detect through simple methodologies.

Index terms: oxidative stress, bioindicators, biomonitoring.

Introducéo

A sensibilidade dos organismos, a diferentes substan-
cias toxicas, é critério fundamental na escolha de
bioindicadores de poluicdo (Lewis, 1995). Algumas es-
pécies sdo particularmente sensiveis a poluigdo
(bioindicadoras de resposta), enquanto outras, as
bioindicadoras de acumulagdo, podem acumular
poluentes em concentragdes elevadas, sem apresenta-
rem sintomas visiveis (Silva et al., 2000).

Diversas espécies de plantas aquaticas podem agir
como “fitorremediadoras”, removendo residuos sélidos

em suspensdo, nutrientes, metais pesados, bactérias e
outras substancias organicas toxicas encontradas na agua
(Lewis, 1995). A Salvinia spp., uma macrofita livre e
flutuante muito comum em agua doce, sob condicoes
favoraveis é rapidamente disseminada por propagacdo
vegetativa, colonizando extensas superficies de &gua em
um tempo reduzido. As elevadas taxas de crescimento,
e a sensibilidade das plantas de Salvinia a diferentes
agentes toxicos, justificam sua utilizacdo como espécie
“sentinela” e bioindicadora de polui¢do em ecossistemas
aquaticos (Gardner & Al-Hamdani, 1997).
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Espécies que sdo mais sensiveis ao fltor (F) apre-
sentam lesGes em resposta a exposi¢ao rapida
(1 a 3 dias), a concentragdes de HF menores que 1 ppb
(0,8 ug m-3). Concentraces elevadas e exposi¢ao pro-
longada ao F causam danos rapidos e intensos (Weinstein
& Davison, 2003). Normalmente, a concentracéo de F
na precipitacdo atmosférica varia entre 1 € 1000 pug L1
e pode alcancar valores mais elevados, até 10 mg L1,
em areas industriais (Smith & Hodge, 1979). Em aguas
ndo poluidas, a concentracdo de F normalmente varia
entre 0,01 e 0,3 mg L-L. Nas areas proximas as siderdr-
gicas de aluminio, a concentracdo de F, proveniente da
precipitacdo atmosférica, pode alcancar valores até
0,05 mg L-1. Nas proximidades das fabricas de fertili-
zantes fosfatados, a concentracdo desse poluente pode
alcancar valores até 100 vezes mais elevados do que o
normal (Camargo, 2003). Embora a deteccdo de F na
atmosfera, por meio de métodos quimicos, seja precisa,
ela é muito cara (Arndt et al., 1995), o que justifica a
utilizacdo de plantas como bioindicadoras da poluicéo
causada por esse elemento altamente reativo.

De um modo similar a maioria dos poluentes atmos-
féricos, o F penetra nas plantas através dos estdbmatos.
Como consequiéncia, sintomas crénicos tornam-se evi-
dentes, como a murcha dos l6bulos e, em alguns casos,
a ocorréncia de clorose marginal e internerval. Danos
mais intensos causados por F sdo o escurecimento rapi-
do e a morte dos tecidos da folha (Arndt et al., 1995;
Weinstein & Davison, 2003).

Os efeitos do F na vegetacdo ndo sdo limitados aos
danos foliares ou a reducdo do crescimento e da produ-
tividade vegetal; eles também podem resultar em pro-
blemas de satde publica. O F, na forma de HF, pode ser
incorporado & cadeia alimentar e causar “fluorose” em
animais que se alimentam da vegetacdo contaminada
(Weber et al., 1994). Estudos relacionados a ocorréncia
de poluicéo causada por F, na Cidade de Juiz de Fora,
MG, sdo inexistentes. Todavia, 0s niveis de particulas
em suspensdo e de inalantes no ar, em diferentes areas
da cidade, sdo mais elevados do que em grandes cen-
tros urbanos industrializados (Bara, 2002).

O F pode afetar os sistemas enzimaticos e as mem-
branas, alterar e interromper cadeias metabdlicas que
resultam em estresse oxidativo (Arndt et al., 1995). A
sensibilidade das plantas aos danos oxidativos depende
do equilibrio entre os fatores que aumentam a geracédo
de espécies reativas e os compostos celulares com ca-
pacidade antioxidante (Jiménez et al., 1998). As espéci-
es reativas de oxigénio (EROs) encontram-se natural-
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mente presentes em plantas, em diferentes niveis, o que
é resultado do metabolismo aerébio. Sob condigdes nor-
mais, as plantas possuem mecanismos que mantém as
EROs em niveis reduzidos (Scandalios, 1993).

Apesar de o F ser considerado um importante poluente,
uma vez que sua concentragdo em ecossistemas aquati-
cos € aumentada, significativamente, como conseqiiéncia
de atividades antropogénicas, pouco se conhece de seus
efeitos sobre a vida aquatica. Portanto, a implantagdo de
programas de biomonitoramento depende do desenvolvi-
mento de pesquisas prévias, relacionadas a avaliacdo das
alteracbes morfoldgicas, fisioldgicas, anatdmicas e bioqui-
micas, entre outras, causadas pelo F, a fim de esclare-
cer 0s possiveis mecanismos de resisténcia ou
suscetibilidade a esse poluente, em diferentes espécies
vegetais (Silvaet al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de F,
dissolvido em chuva simulada, na estrutura anatémica,
na atividade de enzimas do metabolismo oxidativo, na
peroxidacao de lipidios e na composi¢do de pigmentos
hidrossoluveis e lipossoltveis de folhas de Salvinia
auriculata.

Material e Métodos

Plantas aquaticas Salvinia auriculata Aubl., coletadas
em uma represa em Juiz de Fora, MG, foram usadas nos
experimentos, que foram conduzidos em sala de cresci-
mento, com temperatura controlada (25+3°C), sob radia-
cdo fotossinteticamente ativa de 250 umoles m2s2 e
fotoperiodo de 16 horas. As plantas foram cultivadas em
vasos de polietileno, com solugdo nutritiva (Clark, 1975),
1/3 da forca, pH 6 ajustado a cada dois dias. As plantas
foram submetidas a aplicacéo de 50 mL de chuva simu-
lada com F, pela manha, durante cinco dias sucessivos.
A chuva foi aplicada nas concentracdes de 0, 13, 26 e
39 mM, utilizando-se o KF.

A evolucdo dos sintomas morfologicos da toxidez
foliar, causados pelo F, foi monitorada diariamente. Para
aanalise da morfologia interna, foram coletados peque-
nos fragmentos de folhas, 14 dias ap6s o término da
aplicacdo da chuva simulada. Os fragmentos foram
transferidos para solucdo de AFA 50% (etanol, formol
e acido acético — 9:0,5:0,5; v/v), para paralisar as rea-
¢Oes metabdlicas. Apos dois dias, o material foi transfe-
rido para etanol/agua (7:3; v/v) (Johansen, 1940). Em
seguida a obtencdo dos cortes, os mesmos foram sub-
metidos aos processos de colorag¢do com fucsina basica
e azul de astra (Roeser, 1972) e foram montados em
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glicerina-agua 50% (v/v). Aanalise do material foi feita
em fotomicroscpio.

Os ensaios enzimaticos foram realizados a partir de
tecidos de folhas coletadas 24, 48 e 96 horas, ap6s 0
término da chuva simulada com F. O extrato enzimatico
bruto, usado para determinacdo das atividades
enzimaticas, foi obtido pela homogeneizacéo de 0,2 g de
matéria fresca (MF) de folhas, em 5 mL de tampéo
fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,8, com EDTA 0,1 mM
(Kar & Mishra, 1976). O homogenato foi filtrado atra-
vés de quatro camadas de gaze e, entdo, centrifugado a
6.000 g por 30 min a 2+1°C. O sobrenadante foi usado
nos ensaios enzimaticos.

Para a determinacdo da atividade da peroxidase
(POD), uma aliquota de 25 uL de extrato enzimatico
bruto foi acrescentada a 5 mL de uma mistura de rea-
cao, constituida de tampéo fosfato de potassio 25 mM,
pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM (Kar & Mishra,
1976). Areacdo foi interrompida pela adicdo de 200 uL
de H,SO4 5% (Vv/v), apds incubagdo por 2 min a 25°C.
Entdo, as absorvéncias das amostras foram lidas a
420 nm (Kar & Mishra, 1976). A atividade da POD foi
calculada pela determinacdo da quantidade de
purpurogalina formada, utilizando-se o coeficiente de
extincdo molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance & Maehly,
1955).

Para a determinac&o da atividade da polifenol oxidase
(POL), uma aliquota de 50 puL de extrato enzimatico
bruto foi acrescentada a 5 mL de uma mistura com o
mesmo meio de reacgdo, utilizado para a determinacéo
da atividade da POD, excecdo feita a exclusdo do H,0,.
A mistura foi incubada por 2 min a 25°C, e a reacdo foi
paralisada pela adicdo de 200 uL de H,SO4 5% (v/v)
(Kar & Mishra, 1976). A atividade da POL também foi
calculada pela determinacdo da quantidade de
purpurogalina formada, utilizando-se o coeficiente de
extincdo molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance & Maehly,
1955).

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi de-
terminada pela adi¢do de 100 uL de extrato enzimatico
bruto, a 3 mL de uma solu¢do com L-metionina 13 mM,
riboflavina 2 uM, cloreto azul de p-nitro-tetraz6lio (NBT)
75 uM, e EDTA 100 nM, em tampdo fosfato de sodio
50 mM, pH 7,8 (Del Longo et al., 1993). A reacdo acon-
teceu em uma cdmara, sob a iluminacéo de uma lampa-
da fluorescente de 15W, mantida dentro de uma caixa
coberta com papel aluminio, a 25°C. A reacéo, iniciada
pela ligagcdo da lampada, foi interrompida um minuto
depois pelo desligamento da mesma. A atividade da SOD

foi medida pela diferenga no aumento da absorvéncia
das amostras a 560 nm, subtraido de um “branco” ao
qual o extrato enzimatico bruto ndo foi adicionado. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para inibir, em 50%, a fotorreducédo
do NBT (Giannopolitis & Ries, 1977).

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela
adicdo de 100 pL de extrato enzimatico bruto a 3 mL de
uma solugéo com H,0, 12,5 mM em tampéo fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,a 30°C (Havir & McHale, 1987).
A atividade de CAT foi determinada pela medicéo da
redugdo na absorvancia das amostras a 240 nm, em
consequéncia do consumo de H,0,, usando-se o coefi-
ciente de extingdo molar de 36 M-t cm- (Anderson et al.,
1995).

A peroxidagdo dos lipidios foi determinada de acordo
com a metodologia proposta por Cakmak & Horst
(1991). Amostras de mateéria fresca, de folhas com peso
de 0,2 g foram homogeneizadas em 4 mL de acido
tricloroacético (TCA) 1% (p/v). O homogenato foi fil-
trado através de quatro camadas de gaze e, em seguida,
centrifugado a 6.000 g por 15 min. Entéo, 0,5 mL do
sobrenadante foi acrescentado a 1,5 mL de &cido
tiobarbitdrico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v).
Os tubos foram fechados e incubados sob agitacdo, em
banho maria, a 95°C por 2 horas. A reacdo foi paralisa-
da pela transferéncia dos tubos de reagdo para um ba-
nho de gelo. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 6.000 g por 10 min. A absorvéncia do
sobrenadante foi lida a 532 nm e 660 nm. A concentra-
¢ao do complexo aldeido mal6nico-acido tiobarbitdrico
(MDA-TBA) produzido foi calculada, utilizando-se o co-
eficiente de extingdo molar de 155 mM-1 cm-1 (Heath
& Packer, 1968). A producdo de aldeidos volateis foi
determinada pela metodologia desenvolvida por Santos
et al. (1993).

Para extracdo dos aldeidos, 0,05 g de tecidos foliares
foi transferido para tubos rosqueaveis, com 10 mL de
etanol 2% (v/v). Os tubos foram fechados e agitados a
25°C por 2 horas. Aliquotas de 0,5 mL foram transferidas
para tubos com 0,5 mL de 3-metil-2-benzotiazolinone
hidrazona (MBTH) 0,1% (p/v), seguido pela adicdo de
1,3 mL de FeCl3.6H,0 0,23% (p/v). Apds 2 min de in-
cubagdo, 3 mL de acetona foram adicionados aos tu-
bos. Apos agitacdo dos mesmos, a absorvancia das
amostras foi lida a 635 nm (Harman et al., 1982). A
quantidade de aldeidos voléteis liberados foi expressa em
termos de massa de formaldeido, substancia utilizada como
padrdo numa curva de calibragdo (Reis et al., 1989).
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As concentracgdes de clorofilaa e b e de carotendides
totais foram determinadas pela metodologia de
Lichtenthaler (1987). Amostras de matéria fresca de
folhas com peso de 0,2 g foram coletadas e submetidas
a extracdo, em 5 mL de acetona 80% (v/v) durante
24 horas, sob refrigeracdo. Os extratos com os pigmen-
tos cloroplastidicos foram filtrados, e as amostras fo-
ram submetidas a leitura em espectrofotdmetro.

A concentragdo de antocianinas foi determinada apds
a adicdo de amostras de folhas de 0,2 g a5 mL de solu-
cdo de extracdo, com metanol-HCI 1% (v/v), sob refri-
geracdo, por 24 horas (Downs & Siegelman, 1963). Apds
filtragdo e centrifugacdo a 1.500 g por 10 min, as amos-
tras foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro,
de acordo com a metodologia proposta por Mancinelli
(1990).

O experimento foi conduzido em delineamento intei-
ramente casualizado, com cinco repeticdes por trata-
mento. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

As analises morfoldgicas das plantas tratadas com F
evidenciaram a ocorréncia de areas necréticas na su-
perficie foliar, com formato arredondado e com tonali-
dade marrom escura, cuja intensidade foi diretamente
proporcional a concentracdo de F utilizada; foi, também,
observada nas plantas a ocorréncia de danos parciais
aos tricomas, que se tornaram enrugados e com tonali-
dade marrom escura, semelhante & observada nas
areas necroticas da lamina foliar. Cortes transversais,
realizados em areas afetadas por F, também evidencia-
ram a ocorréncia de danos parciais aos tricomas, tendo
restado de sua estrutura caracteristica apenas a base.
A deterioracdo da epiderme adaxial e da porgao superi-
or do mesofilo também foi observada. Todavia, a por-
cao inferior do mesofilo, formada por grandes camaras
de aerénquimas, foi preservada e permitiu a manuten-
cdo do sistema de flutuagéo.

Danos similares aos observados no presente estudo
séo frequentemente relatados em diferentes tipos de
vegetacdo expostos as emissdes de F, tanto em areas
industriais, quanto sob condicGes controladas (Silvaet al.,
2000; Fornasiero, 2001). Nas concentracfes de F do
experimento, as analises morfoldgicas demonstraram
que plantas de Salvinia auriculata podem ser utiliza-
das como indicadoras da poluicdo, causada pelo F, em
ecossistemas aquaticos, principalmente, pela sensibili-
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dade dessa espécie, que apresenta danos de facil
visualizagéo e quantificacdo, pois as lesdes séo direta-
mente proporcionais a concentragdo de F aplicada.

Nas primeiras 24 horas, apés o término da aplicacdo
da chuva simulada com F, a atividade da peroxidase
(POD) aumentou, significativamente, somente na con-
centracdo de 39 mM, e nenhuma diferenca significativa
na atividade dessa enzima foi observada nas demais con-
centracOes (Figura 1). A atividade da POD, 48 horas
apos o término da chuva simulada com F, mostrou, em
relacdo ao controle, aumentos significativos nos dife-
rentes tratamentos. Entretanto, nenhuma diferenga sig-
nificativa foi detectada entre as concentracdes utiliza-
das. A tendéncia de aumento, na atividade da POD, foi
mantida na analise realizada 96 horas apds o término da
chuva simulada. Nessa analise, foram observados au-
mentos significativos e diretamente proporcionais as con-
centracdes de F utilizadas (Figura 1). De acordo com
Siegel (1993), a atividade da POD ¢ freqlientemente
aumentada em resposta aos estresses, pois a protecao
celular contra reagdes oxidativas é uma das principais
funcdes dessa enzima. O aumento da atividade das PODs
é uma resposta metabdlica relacionada a diferentes ti-
pos de estresses (Cakmak & Horst, 1991; Anderson
etal., 1995; Zhang & Kirkham, 1996; Jiménez et al.,
1998; Moraes et al., 2002).

A atividade da polifenol oxidase (POL) mostrou um
comportamento similar ao observado para a POD (Fi-
gura 1). Nas concentragdes de F de 26 mM e 39 mM, a
atividade da POL aumentou significativamente, em re-
lacdo ao controle, 24 horas ap6s o término da chuva
simulada, sem mostrar diferenca estatistica entre as mé-
dias. Contudo, 48 horas ap6s o término da chuva simu-
lada, a atividade da POL aumentou na concentracao de
F de 39 mM, sem diferencas significativas nas demais
concentracdes. A tendéncia de aumento na atividade da
POL foi mantida na analise realizada, 96 horas apds o
término da chuva simulada, e 0 aumento foi diretamente
proporcional a concentracao de F utilizada.

A atividade da POL tem sido utilizada como
parametro de avaliacdo da peroxidagao de lipidios, e da
producdo de compostos fenolicos (Mayer, 1987). O
acumulo de compostos fendlicos e 0 aumento na ativi-
dade da POL podem gerar substancias reativas, tais
como as quinonas derivadas do acido caféico que, jun-
tamente com outros compostos fendlicos, sdo ativas na
producéo do superdxido (O, = ) e, conseqlientemente,
na peroxidacao de lipidios (Marschner, 1995).
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A atividade da superdxido dismutase (SOD) aumen-
tou, significativamente, em relag&o ao controle, 24 ho-
ras ap6s o término da chuva simulada com F, indepen-
dentemente da concentragdo usada (Figura 1). Esse
comportamento foi observado na anélise realizada,
48 horas ap6s o término da chuva simulada com F, ape-
nas na concentragdo de 39 mM. Contudo, a anélise re-
alizada 96 horas ap6s o término da chuva simulada, no-
vamente, evidenciou que a atividade da SOD, na pre-
senca de F, sofreu aumentos significativos em relacdo
ao controle, principalmente na concentracdo de 39 mM.

Os aumentos observados nas atividades da POD,
POL e SOD indicam que o F apresenta agéo direta so-
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hidroxila), um radical livre de elevada reatividade
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Figura 1. Atividade das enzimas peroxidase (POD), polifenol oxidase (POL), superéxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT ) na matéria fresca (MF) de folhas de Salvinia auriculata, submetidas ao
tratamento com fldor. As barras em cada coluna representam as médias+erro-padréo (n=5).
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ca, devendo ser rapidamente eliminada do metabolismo
(Foyer et al., 1994). Aagdo combinada da SOD, da CAT
e de diferentes PODs, além da atuacdo de substancias
antioxidantes de baixo peso molecular como o ascorbato
pode, efetivamente, eliminar, varrer e imobilizar espéci-
es toxicas de oxigénio (Scandalios, 1993; Siegel, 1993).

A atividade da catalase (CAT), em resposta ao F,
apresentou um comportamento distinto do observado
para POD, POL e SOD. A atividade da CAT se redu-
ziu, significativamente, na anélise realizada 24 horas ap6s
o término da chuva simulada com F, principalmente nas
concentracdes de 26 mM e 39 mM (Figura 1). A ten-
déncia de reducdo na atividade da CAT foi mantida na
andlise realizada 48 horas ap6s o término da chuva si-
mulada, embora sem diferencas significativas entre as
concentracdes de F utilizadas. Esse comportamento tam-
bém foi observado na analise, realizada 96 horas apds o
término da chuva simulada, com a reducdo na atividade
da CAT, principalmente na concentracdo de 39 mM. De
acordo com Zhang & Kirkham (1996), a capacidade de
manutencdo, em niveis elevados, da atividade da CAT,
da ascorbato peroxidase (APX) e da SOD, sob condi-
¢Oes de estresses ambientais, € essencial para a manu-
tencdo do equilibrio entre a formacédo e a remogao do
H,0, do ambiente intracelular. Segundo Cakmak &
Horst (1991), a reducdo na atividade da CAT e o au-
mento nas atividades da POD e da POL indicam que,
em plantas mantidas sob condi¢cGes de estresse, 0
H,0, gerado é mais consumido em processos
oxidativos, como na peroxidacéo de lipidios, do que eli-
minado do metabolismo.

Os aumentos nas atividades da POD, POL e SOD
evidenciam que o metabolismo oxidativo das plantas de
Salvinia auriculata foi ativado em resposta a agéo toxi-
ca do F. Aativacdo de metabolismo oxidativo nas plan-
tas, submetidas a chuva simulada com F, parece resul-
tar na acumulacdo de H,0O, e, por conseguinte, na
peroxidacdo de lipidios. De acordo com Buege & Aust
(1978), a peroxidacao de lipidios tem inicio com a remo-
¢ao de um atomo de hidrogénio das moléculas de &cidos
graxos insaturados. O subseqtiente rearranjo das du-
plas ligagdes resulta na formagao de um dieno-conjuga-
do que, apds o ataque por oxigénio molecular, produz os
radicais peroxilipidicos e os endoperdxidos (Gutteridge
& Halliwell, 1990). A formacdo de endoperdxidos, a
partir de acidos graxos insaturados, que apresentam pelo
menos trés metilenos interrompidos por ligagdes duplas,
pode resultar na formac&o de dialdeido malénico (MDA),
um produto da degradacgdo dos lipidios (Buege & Aust,
1978).
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Os dois testes que poderiam confirmar a ocorréncia
da peroxidacdo de lipidios, nos tecidos tratados com F,
apresentaram resultados negativos. O conteudo de
aldeido maldnico-4cido tiobarbitarico (MDA-TBA), um
indicativo da peroxidacgéo dos lipidios, ndo foi alterado
significativamente pelo aumento da concentracdo de F
na chuva simulada (Tabela 1). Os resultados obtidos, no
ensaio conduzido para detec¢ao da producdo de aldeidos
volateis, com a utilizagdo do 3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazona (MBTH), também néo indicaram diferengas
significativas na producdo dessas substancias, que sdo
diretamente relacionadas aos estresses oxidativos (Ta-
bela 1). Os resultados encontrados nesses dois ensaios
sugerem que o F, nas concentracdes utilizadas, ndo in-
terfere na producéo de aldeido malénico, bem como na
liberacdo de aldeidos volateis e, conseqiientemente, na
peroxidacao dos lipidios. Ambos os testes, todavia, po-
dem ndo ser suficientemente sensiveis para detectar a
producéo dessas substancias, em folhas de S. auriculata
submetidas ao estresse com F.

Sakihama & Yamasaki (2002) relataram, recentemen-
te, que o principal produto de decomposicao decorrente
da peroxidagdo de lipidios, em plantas submetidas ao
aluminio (Al), foi o 4-hidroxi-nonenal (4-HNE), e ndo
substancias reativas com o &cido tiobarbiturico (TBA).
Se algum outro teste for capaz de detectar a peroxidacao
de lipidios, em tecidos de S. auriculata submetidas ao
estresse com F, na mesma faixa de concentragéo avali-
ada no presente experimento, a utilizacdo dos ensaios
do MDA-TBA e do MBTH deveréa ser desaconselhada,
uma vez que os resultados ndo serdo parametros
bioquimicos seguros para 0 monitoramento da polui¢do
atmosférica causada pelo F em plantas dessa espécie.

As concentracOes de clorofila a, clorofila b e de
carotendides totais foram reduzidas, em resposta ao

Tabela 1. Concentracdo do complexo MDA-TBA e de aldeidos
volateis, em folhas (matéria fresca — MF) de Salvinia
auriculata coletadas 24, 48, 72 e 144 horas ap6s o0 término da
chuva simulada, com diferentes concentragdes de flior®.

Concentragdo de fluor (mM) 24 h 48 h 72 h 144 h
MDA-TBA (nmoles de MDA-TBA g”' MF)

0 65,419a 63,311ab  56,000a 74,838a
13 64,516a 63,483a 56,645a 68,516a
26 63,483a 57,161b 56,258a 67,741a
39 63,225a 61,548ab  53,419a 70,064a

Aldeidos volateis (ug de formaldeido g™ MF)

0 25,770a 21,788a 30,678a 24,860a
13 25,108a 23,338a 31,040a 25,036a
26 25,362a 23,185a 29,174b 25,280a
39 25,661a 22,771a 28,341b 25,124a

(MAs médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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aumento da concentragdo de flGor aplicado na chuva
simulada (Figura 2). Em contraste, a concentragdo de
antocianinas aumentou, em resposta ao incremento na
concentracdo de F. Comportamento similar foi obser-
vado por Gardner & Al-Hamdani (1997) em Salvinia,
na presenca de aluminio, e por Wilson & Al-Hamdani
(1997) em Azolla caroliniana, na presenca de cromo.
De acordo com esses autores, a redugéo na concentra-
cao dos pigmentos fotossintéticos pode ser resultante
de danos a estrutura dos cloroplastos, bem como do
aumento da atividade de clorofilases. O aumento da
concentragdo de antocianinas, em plantas aquaticas sub-
metidas a diferentes tipos de estresses, é relatado na
literatura (Doong et al., 1993). Aparentemente, o F tam-
bém interfere na biossintese ou na atividade de enzimas
relacionadas a biossintese ou a degradagéo de pigmen-
tos hidrossoliveis e lipossoluveis, em folhas de
S. auriculata. Alteracdes na composi¢do de pigmentos
resultam em efeitos diretos sobre a fotossintese e, con-
sequentemente, sobre a produtividade das plantas.

Os resultados encontrados no presente trabalho evi-
denciaram que o F, aplicado na forma de chuva simula-
da, causa danos morfoldgicos em folhas de Salvinia
auriculata. Aparentemente, esses danos sdo causados
pelo aumento na producdo de espécies reativas de oxi-
génio, em resposta ao acimulo de F nos tecidos foliares.
Isto é sugerido pelas alteracBes observadas na ativida-
de enzimatica e na concentragdo de pigmentos foliares.

As alteracdes morfoldgicas, enzimaticas e na com-
posicdo de pigmentos, em tecidos foliares de Salvinia

0,5
0,4
0,3
0,2
L [
0,0

Clorofila a Clorofila b

Concentragao

Carotenoides Antocianinas

Pigmentos

|DOmM 013 mM B 26 mM B 39 mM |

Figura 2. Efeitos do flior na composi¢éo dos pigmentos, ex-
traidos da matéria fresca (MF) de folhas de Salvinia auriculata,
clorofilaa (mg gt MF), clorofilab (mg g1 MF), carotenéides
totais (100 x mg g’ MF) e antocianinas (10 x umoles g1 MF).
As barras em cada coluna representam as médias+erro-pa-
dréo (n=5).

auriculata, sdo faceis de serem detectadas, por meio
de metodologias relativamente simples; por isso, tais al-
teragdes podem ser utilizadas no biomonitoramento da
poluicdo atmosférica causada por esse elemento alta-
mente reativo. Embora os dois testes para peroxidacao
de lipidios tenham apresentado resultados negativos, a
possibilidade de que reacGes oxidativas, em resposta ao
F, tenham ocorrido nos tecidos foliares das plantas de
Salvinia auriculata ndo pode ser descartada.

Conclusao

As alteragBes morfoldgicas, enziméticas e na com-
posicdo de pigmentos em Salvinia auriculata podem
ser utilizadas no biomonitoramento da polui¢do atmos-
férica causada pelo fldor.
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