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RESUMO - (Efeitos fitotoxicos do fluoreto na morfoanatomia foliar de Brachiaria brizantha (Hochst. Ex A. Rich.) Stapf e Brachiaria decumbens Stapf
(Poaceace)). Visando avaliar os efeitos do fluoreto sobre capim-braquiaria, plantas de Brachiaria brizantha ¢ B. decumbens foram submetidas a nevoeiros
simulados com fluoreto (10 pg ml'). Amostras foliares de por¢des aparentemente sadias foram coletadas 24 horas apds a tltima exposi¢do para analises
microscopicas. Folhas, raizes e rizomas foram submetidos a quantificagéo do teor de fluoreto. As folhas apresentaram necroses pequenas e esparsas. Somente
as folhas acumularam fluoreto, apresentando teores 4,4 ¢ 5,2 vezes maiores que no tratamento controle, em B. brizantha e B. decumbens, respectivamente,
nao havendo diferenca no potencial acumulador das duas espécies. As principais altera¢cdes micromorfologicas observadas foram lesdes proximas aos
tricomas, sugerindo que estes sejam as vias preferenciais de entrada do poluente nas plantas. Por¢des foliares, visualmente sadias, de ambas as espécies
apresentaram danos microscopicos antes do surgimento de sintomas, havendo perda da turgidez das células buliformes em B. brizantha e de todos os
tecidos em B. decumbens. Alteragdes micromorfométricas foram observadas somente em B. decumbens, indicando sua maior sensibilidade ao fluoreto, em
comparagdo com B. brizantha. A realizagio de experimentos de longa duracdo sera fundamental para elucidar o potencial bioacumulador de B. brizantha.
Palavras-chave: anatomia vegetal, capim-braquidria, necrose

ABSTRACT - (Phytotoxic effects of fluoride in leaf morpho-anatomy of Brachiaria brizantha (Hochst. Ex A. Rich.) Stapf and Brachiaria decumbens
Stapf (Poaceae)). To assess the effects of fluoride on signal grass, plants of Brachiaria brizantha and B. decumbens were submitted to simulated fluoride
fog (10 ug ml"). Leaf fragments from apparently healthy portions were colleted 24 hours after the last exposure and used for microscopic analysis.
Roots, leaves and rhizomes were submitted to fluoride content quantification. The leaves presented small, sparse necroses. The accumulation of fluoride
was observed on the leaves only. B. brizantha and B. decumbens presented, respectively, 4.4 and 5.2 times more fluoride than the control treatment. No
difference was observed concerning the accumulation potential of both species. The main micromorphological alterations observed were injuries near the
trichomes, therefore, suggesting that these are the preferential routes by which pollutants enter the plants. Visually healthy leaf portions of the two species
showed microscopic damages before symptoms appeared, presenting turgidity loss in the bulliform cells of B. brizantha and in all tissues of B. decumbens.
Micromorphometric alterations were observed only in B. decumbens, indicating higher sensibility to fluoride in comparison to B. brizantha. Further studies
of long duration will be essential to determine the bioaccumulation potential of B. brizantha.

Key words: plant anatomy, signalgrass, necrosis

Introduciao baixas de fliior, na faixa de 0,6 pg m3, podem ser toxicas
a espécies sensiveis. Entretanto, algumas espécies denomi-

O fldor, na condigdo de poluente atmosférico, apresenta . N ..
nadas bioacumuladoras sdo menos sensiveis a poluentes

grande importancia em funcdo de sua elevada fitotoxidade
(Weinstein & Davison 2003); préximo a fontes emissoras,
sua concentracdo pode chegar a 12,87 ug m>. Por ser
cumulativo, o fliior pode ser repassado aos animais ao lon-
go da cadeia alimentar e, por sua vez, ao homem, podendo
causar doengas (Loganathan ef al. 2004). A intoxicagdo por
fldor pode ser cronica ou aguda. A cronica, mais comum,

atmosféricos e capazes de acumular elementos toxicos em
seus tecidos (De Temmerman ez al. 2004).

A sensibilidade das plantas ao flior depende de fatores
genéticos, edaficos, climaticos, dentre outros (Weinstein &
Davison 2003), sendo a selegcdo de espécies adaptadas ao
clima tropical imprescindivel em estudos de biomonitora-

denomina-se fluorose, resultando em disturbios na forma-
¢do do esmalte dentario (DenBesten 1999). A aguda ¢ rara
e gera alteragdes musculares, gastrointestinais e nervosas
(Lucioli et al. 2007). Dessa forma, plantas com elevadas
concentragdes de fllior sdo improprias para a ingestdo por
herbivoros pois causam disturbios metabdlicos severos em
animais (Sun & Su 1985).

A principal via de entrada do fltior nas plantas ¢ a folha,
sendo também o érgao vegetal mais sujeito a agdo deste po-
luente (Fornasiero 2001). Quando na forma gasosa, a entrada
do fluor se da através dos estomatos (Miller 1993), porém,
em solug@o, este elemento pode ser absorvido por toda a
superficie foliar. Segundo Sharma (1985), concentragdes

mento (Chaves ef al. 2002; Oliva & Figueiredo 2005). Dentre
as espécies vegetais, atualmente em estudo, destacam-se
as gramineas, por possuirem ampla distribuicdo geogra-
fica nas regides tropical e subtropical e elevadas taxas de
crescimento, o que sugere a possibilidade do emprego de
espécies sensiveis ou acumuladoras como indicadoras da
presenca de flior no ambiente (Oliva & Figueiredo 2005).
No Brasil, Oliva & Figueiredo (2005) avaliaram a sensibi-
lidade de dez espécies de gramineas tropicais, selecionando
Panicum maximum cv. Colonido como espécie sensivel que,
posteriormente, foi utilizada por Divan Junior ef al. (2007)
como indicadora da presencga de fluoreto nas adjacéncias de
uma fonte emissora.
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A avaliagdo da sintomatologia, método mais utilizado
para avaliar a sensibilidade de espécies vegetais a diversos
fatores estressantes, freqiientemente requer validacdo adi-
cional com interpretacdo microscépica (Vollenweider et al.
2003; Reig-Arminafia et al. 2004) sendo que, nos ultimos
anos, diversos autores tém utilizado a anatomia vegetal como
ferramenta no estudo dos efeitos de poluentes em plantas
(Fornasiero 2001; 2003; Chaves et al. 2002; Sant’ Anna-
Santos et al. 2006; 2007; Sant’Anna-Santos & Azevedo
2007, Silva et al. 2005a; 2005b; 2006; Maranho et al. 2006;
Alves et al. 2008; Pedroso & Alves 2008).

Na bovinocultura, espécies do género Brachiaria sdo
as mais utilizadas como forrageiras. Atualmente, o capim-
braquiaria ¢ cultivado em 80 milhdes de hectares, sendo B.
brizantha e B. decumbens as espécies predominantes (Bod-
dey et al. 2004). Considerando a ampla utilizagao de B. bri-
zantha e B. decumbens como forrageiras na alimentacéo de
bovinos, objetivou-se avaliar o potencial fitotoxico do fluor
utilizando pardmetros morfoanatdmicos e a capacidade de
acumulacdo deste elemento, contribuindo com informagdes
sobre a sensibilidade destas espécies ao poluente. Testaram-
se as hipoteses de que, ao serem expostas ao fllor, as plantas
acumulariam o poluente em seus tecidos e responderiam
com sintomas macroscopicos ¢ injurias microscopicas nas
porgdes sem danos aparentes.

Material e métodos

Foram utilizadas as gramineas Brachiaria brizantha (Hochst. ex A.
Rich.) Stapf e B. decumbens Stapf, forrageiras amplamente empregadas
como pastagem, selecionadas por apresentarem crescimento rapido, fator
essencial para a caracterizagdo das respostas ao tratamento com fltior
(Silva et al. 2000).

O plantio foi realizado em substrato comercial Natura Tropical, com-
posto de origem mineral enriquecido com humus. Foram utilizados vasos
plasticos com capacidade para 0,65 L, acondicionados a 1 m do chdo em
bancada coberta por plastico transparente, a fim de evitar entrada de agua.

Em cada vaso, dez gramas de sementes foram plantadas a lango e co-
bertas por uma camada de 1 cm de substrato. Apos a germinagao, quando
as plantas atingiram cerca de 10 cm, realizou-se desbaste para uniformizar
o estadio de desenvolvimento, deixando 15 plantas por vaso, seguindo
protocolo proposto por Chaves et al. (2002).

O experimento foi composto por dois tratamentos e o delineamento
experimental realizado em blocos ao acaso, com cinco vasos por trata-
mento. Dentre as 15 plantas de cada vaso, trés foram marcadas para o
acompanhamento do surgimento e evolucdo dos sintomas em resposta ao
tratamento com fltor.

Ao atingirem o estadio de quatro folhas, as plantas foram expostas
aos tratamentos, sendo submetidas a dez dias consecutivos de nevoeiros,
segundo metodologia proposta por Silva ef al. (2000). Durante cada simu-
lagdo, as plantas foram expostas a 5,7 mm de nevoeiro. O tratamento com
fltior foi preparado com 10 mg L' de F- na forma de KF (pH 6,0), com
o intuito de simular a concentragdo de fluor observada nas adjacéncias
de areas poluidas (Smith & Hodge 1979). Com um pulverizador manual
foram distribuidos, uniformemente, 200 ml de solug@o sobre a superficie
vegetal. No tratamento controle utilizou-se apenas agua destilada (pH 6,0).

A coleta do material vegetal foi realizada 24 h ap6s a ultima aplicag@o
de nevoeiro simulado, amostrando-se folhas expandidas. As folhas foram
digitalizadas em scanner e a area ocupada pelas manchas cloréticas e
necroticas (porcentagem de area foliar com injuria) foi mensurada com
auxilio do software Image Pro-Plus versdo 4.1 para Windows®. Utilizou-
se a seguinte escala proposta por Silva et al. (2000): levemente injuriada
(com manchas necréticas e clordticas esparsas), moderadamente injuriada
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(com 30 a 50% da area foliar injuriada), muito injuriada (com 50 a 70%
da area foliar necrosada) e extremamente injuriada (com mais de 70% de
area foliar necrosada).

Para a quantificagdo do conteudo de fluor nos tecidos vegetais foram
coletadas folhas, raizes e rizomas das plantas (n=5), 24 h apés a tltima
pulveriza¢do. As amostras foram previamente secas em estufa a 70°C e
reduzidas, em moinho do tipo Wiley, a particulas com dimensdes inferiores
a 1 mm. Aliquotas de 0,5 g de cada repeti¢do foram submetidas a extragdo
em acido perclorico 0,1 M (Garcia-Ciudad et al. 1985), utilizando-se
ajustador de forga i6nica (Larsen & Widdowson 1971) para determinagao
do teor de fluor com eletrodo ion especifico. As analises foram conduzidas
em duplicata e repetidas duas vezes.

Para microscopia eletronica de varredura foram retirados fragmentos
da por¢do mediana de folhas expandidas (n=3). No tratamento com fltior
foram feitas coletas de porgdes foliares sadias situadas proximas as injurias.
As amostras foram coletadas 24 h ap6s o término das simulagdes, fixadas
em solugdo de glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4%) em tampao
cacodilato de sodio (pH 7,2) (Karnovsky 1965). Apds desidratagdo em
série etilica e secagem ao ponto critico (equipamento modelo CPD 020,
Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), os fragmentos foliares foram cobertos
com ouro em metalizador (modelo FDU10, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein)
e, em seguida, observados e documentados em microscopio eletronico
de varredura com camera digital acoplada (modelo Leo 1430 VP, Zeiss,
Cambridge, Inglaterra) do Nuicleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

Amostras foliares do tratamento controle e de por¢des foliares nao-
injuriadas do tratamento com flior (n=5) foram fixadas em FAA, por 48
horas, e estocadas em etanol 70%. Realizou-se a desidrata¢do do material em
série etilica, seguida pela inclusdo em metacrilato. Secgdes transversais com
3 um de espessura, obtidas em micrétomo rotativo de avango automatico
(modelo RM2155, Leica Microsysems Inc., Deerfield, USA), foram coradas
com azul de toluidina pH 4,0 (O’Brien & McCully 1981) e montadas em
resina sintética Permount. Para analise micromorfométrica foram mensura-
das as areas em secgdo transversal da epiderme das faces adaxial e abaxial,
do mesofilo e do limbo. Foram realizadas 9 medidas/repeti¢ao/parametro,
totalizando 36 registros por repeticdo com auxilio do software de analise
de imagens Image Pro-Plus versdo 4.1 para Windows®. As observagdes e
documentagcdo fotografica foram realizadas em fotomicroscopio (Olympus
AX70TRF) com camera digital acoplada.

As médias obtidas, referentes aos dados de area foliar injuriada, acimulo de
fltior nos tecidos e area foliar em secgdo transversal foram comparadas pelo Tes-
te t com varidncias estimadas separadamente, em nivel de 5% de significancia.

Resultados e discussio

No tratamento controle, as folhas de ambas as espécies
apresentaram coloracdo verde brilhante (Fig. 1A, 1D). Nas
plantas expostas ao fluor, cloroses de forma e tamanho
irregular e coloragdo verde-opaca foram observadas, prin-
cipalmente, nas margens foliares, conforme observado por
Chaves et al. (2002) em folhas de P. maximum e Chloris
gayana expostas ao poluente. Como o fliior ¢ um elemento
eletronegativo, ele pode se ligar ao Mg?* formando comple-
x0s responsaveis pelo surgimento de zonas sem coloragdo em
algumas porgoes das folhas, devido a redug@o na biossintese
de clorofila (Fornasiero 2001). Com o decorrer do tempo de
exposicdo, as cloroses evoluiram para necroses pequenas
e esparsas localizadas nas margens e no apice das folhas
expostas ao fluor (Fig. 1B, 1C, 1E-F).

As lesdes observadas surgiram cinco dias apos o inicio
da exposi¢do ao fluor. Resultado semelhante foi observado
por Oliva & Figueiredo (2005), que ao estudar os efeitos do
fluor (15 ug mL") em dez espécies de gramineas verificaram
que em B. decumbens os primeiros sintomas surgiram a partir
do quarto dia de exposi¢@o ao poluente.
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Figura 1. Sintomas da toxidez de flior em folhas expandidas de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. e Brachiaria decumbens Stapf. A e D - Controle.

B, C, E e F - Folhas cloréticas e com necroses apicais e marginais.

Ao final do experimento, observou-se uma pequena area
foliar necrosada nas plantas de B. brizantha (3,17 +1,23%)
e B. decumbens (4,42 = 1,37%) expostas ao fluor, ndo tendo
sido observada diferenca significativa entre as duas espécies
(p > 0,05). De acordo com a escala proposta por Silva et al.
(2000), ambas as espécies de Brachiaria sdo classificadas
como levemente injuriadas em resposta ao poluente, ja que
as lesdes ocuparam uma area foliar inferior a 5%.

As folhas jovens ndo apresentaram injurias, como tam-
bém observado por Fornasiero (2001), em H. perforatum.
Entretanto, folhas jovens de P. maximum e C. gayana sdo
as mais sensiveis ao flior, como relatado por Chaves et al.
(2002). Assim, a fitotoxidade deste poluente depende princi-
palmente da espécie avaliada, do estadio de desenvolvimento
foliar e da concentragdo do poluente.

As folhas expostas ao poluente acumularam flaor
(p<0,05) em concentragdes 4,4 ¢ 5,2 vezes maiores que nas
plantas controle, em B. brizantha e B. decumbens, respecti-
vamente (Tab. 1), ndo havendo diferenga significativa entre
as duas espécies. Nas raizes e rizomas ndo houve acumulo
significativo do poluente (p>0,05), o que corrobora os dados
de Ledbetter et al. (1960), que constataram que a folha ¢ o
principal sitio de acumulagdo de fltior nas plantas.

Ao microscopio eletronico de varredura observou-se,
nas folhas de ambas as espécies, a presenga de corpos de
silica, células-guarda halteriformes e tricomas em forma de
espinho, morfologicamente semelhantes a actleos (Fig. 2A,
3A), sendo observados macropélos somente em B. decum-
bens (Fig. 3B). Nas duas espécies, os principais danos foram
observados nas adjacéncias dos tricomas. Em B. brizantha,
o flor ocasionou a ruptura da cuticula na proximidade dos
pélos actlleos, promovendo o rompimento da parede do pélo
ou até mesmo seu completo destacamento do tecido epidér-
mico, levando a exposi¢do da por¢do interna da célula (Fig.
2B-E). Ja em B. decumbens, as lesdes causadas pelo flior
estavam associadas aos macropélos, que tiveram a cuticula
rompida, levando a perda da célula apical do tricoma (Fig.
3C-E). Para Pushnik & Miller (1990), o fliior ndo se distribui
uniformemente na folha, tendendo a se acumular nas areas
proximas ao ponto de entrada, como estdmatos e/ou trico-
mas, onde ocorrem os maiores danos. Em Panicum maximum
e Chloris gayana, os dados obtidos por Chaves ef al. (2002)
indicam a base dos tricomas como a via preferencial de en-
trada do fltior, em solugdo, nas folhas. Nas folhas expostas
ao poluente, em ambas as espécies, ocorreu infestagdo por
hifas nas proximidades de areas com ceras epicuticulares



1030 Pita-Barbosa et al.: Efeitos fitotoxicos do fluoreto na morfoanatomia foliar de Brachiaria brizantha...

Figura 2. Micromorfologia foliar de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. A - Controle: pélo aculeo (Pa). B-G - Fluor. B - Ruptura da cuticula (Rc). C -
Ruptura dos pélos aculeos (setas). D-E - Cicatrizes da queda de pélo (*). F-G - Erosdo da cera epicuticular (Ec) e hifas (Hf). Mi = micropélo.

Tabela 1. Concentragdo de fluoreto nas raizes e rizomas de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. e Brachiaria decumbens Stapf.

Espécie Orgao Controle (ug g") Floor (ug g")

B. brizantha Folh 1,24 £ 0,12 Ab 5,44 £0,46 Aa
B. decumbens otha 1,12 +0,04 Ab 578 £0,62 Aa
B. brizantha Raiz 0,02+0,01 Aa 0,01 £0,00 Aa
B. decumbens 0,02+0,01 Aa 0,01 +£0,00 Aa
B. brizantha Rizoma 0,06 +£0,02 Ba 0,05+0,03 Ba
B. decumbens 0,14+0,01 Aa 0,13 +0,04 Aa

Letras iguais na coluna, dentro de cada fragdo, e mindisculas na linha ndo diferem significativamente (p>0,05), segundo o teste t student.

erodidas (Fig. 2F-G, 3C). A remogdo da cera epicuticular No tratamento controle observou-se que as duas espécies
e dos tricomas, bem como a ruptura da cuticula, propiciam apresentam caracteres anatomicos semelhantes (Fig. 4A,
o maior umedecimento da superficie foliar, facilitando a SA). A partir da analise anatdmica observou-se que, em

proliferacdo de fungos (Sant’Anna-Santos et al. 2007). resposta ao fluor, porgdes foliares visualmente sadias de
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Figura 3. Micromorfologia foliar de Brachiaria decumbens Stapf. A-B - Controle. A - Pé&los aculeos (Pa) e corpos de silica (Cs). B - Macropélo (Ma). C-E - Fluor.
C - Hifa (Hi) e ruptura da cuticula (Rc). D ¢ E - Ruptura da cuticula e da base do macropélo (Bm). Es = estomato.

ambas as espécies de Brachiaria apresentam danos micros-
copicos antes do surgimento de sintomas, conforme relatado
na literatura (Sant’ Anna-Santos et al. 2007). Houve perda
da turgidez das células buliformes em B. brizantha (Fig.
4B) e de todos os tecidos em B. decumbens, observando-se
desde pequenas sinuosidades na parede celular até o com-
pleto achatamento das células (Fig. 5B). Em B. brizantha
ndo foram detectadas alteragdes significativas (p>0,05) nos
caracteres micromorfométricos avaliados (Tab. 2). Ja em B.
decumbens, o flior provocou alteragdes (p<0,05) em todos
os caracteres foliares mensurados (Tab. 2). Nesta espécie,
verificou-se redugdo de 34,0% da area do limbo, em secgdo

transversal, nas plantas expostas ao poluente, em relagdo
ao controle. A epiderme da face adaxial foi o tecido mais
afetado pelo fliior, com diminui¢cdo de 44,8%. Os dados
micromorfométricos supracitados confirmam uma maior
sensibilidade de B. decumbens ao fllior, em comparagdo
com B. brizantha. As alteragdes anatdmicas t€m sido fre-
quientemente utilizadas como subsidio para comparagdo da
susceptibilidade entre espécies (Sant’ Anna-Santos et al.
2006) e até mesmo cultivares diferentes (Tuffi Santos et al.
2008) em resposta a agentes estressantes.

As duas espécies de braquiaria estudadas apresentam
taxas de acimulo de fluoreto e sintomatologia semelhantes

Tabela 2. Area em secgdo transversal dos tecidos constituintes das folhas de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. ¢ Brachiaria decumbens Stapf.

Espécie Regido Controle (um?) Fluor (um?)
B. brizantha Epiderme da face adaxial 18.756 £2.395 Aa 16.760 £4.513 Aa
B. decumbens P 19.344 £1.103 Aa 10.530 +2.082 Ab

B. brizantha

B. decumbens Mesofilo

B. brizantha ) _
B. decumbens Epiderme da face abaxial
B. brizantha

B. decumbens Limbo

70.595 £ 8.858 Aa
74.279 £ 6.980 Aa

9.580 £ 935 Aa
8.914 £450 Aa

98.932 £ 10.807 Aa
102.538 £8.198 Aa

65.914 £ 12.405 Aa
50.674 £9.230 Ab

8.880+1.133 Aa
6.192 + 894 Bb

90.693 + 14.147 Aa
67.397 £ 12.054 Bb

Letras iguais na coluna, dentro de cada fragéo, e minusculas na linha ndo diferem significativamente (p>0,05), segundo o teste t student.
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Figura 4. Anatomia foliar de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. (microscopia de luz - sec¢do transversal). A - Controle: estomatos (Es) e células
buliformes (Bu) em ambas as faces. B - Flior: células buliformes com forma alterada (seta).

Figura 5. Anatomia foliar de B. decumbens Stapf. (microscopia de luz - secgdo transversal). A - Controle: células buliformes (Bu) na face adaxial. B - Fltor: células
epidérmicas e do mesofilo com forma alterada (seta) e redugéo na espessura da folha. Estomato = (Es).
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quando expostas ao poluente. Os danos micromorfoldgicos
foram evidentes e similares em ambas as espécies e sugerem
que os tricomas sejam vias preferenciais de penetragido do
fluor. Apesar das alteragdes micromorfologicas observadas
nas duas espécies estudadas, B. decumbens ¢ mais sensivel
que B. brizantha devido as alteragdes micromorfométricas,
que indicam a ocorréncia de danos em nivel celular, antes
mesmo do aparecimento dos sintomas na regido analisada.
Experimentos de longa duragdo serdo essenciais para deter-
minar o potencial bioacumulador de B. brizantha.
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