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RESUMO 

 

GOMES, Thamires Fernanda, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2022. Bixa 

orellana L. (Bixaceae): uma espécie potencial fitoindicadora de flúor na atmosfera. 
Orientadora: Luzimar Campos da Silva. Coorientadora: Alice Pita Barbosa. 
 
 
O flúor (F) liberado durante a manufatura de alumínio, fertilizantes, vidros e cerâmicas, é 

considerado altamente tóxico para as plantas, causando danos em concentrações relativamente 

baixas. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas promovidas pelo F em Bixa orellana, 

em curto e longo prazo, após o fim da exposição ao poluente. As plantas foram submetidas à 

chuva simulada contendo concentrações crescentes de F. Durante o experimento foram 

realizadas análises visuais, e ao final, foram coletadas amostras foliares para análises em 

microscopia de luz, microscopia eletrônica de varredura, teste para morte celular, quantificação 

de pigmentos fotossintéticos, de F, bixina, fitohormonios e enzimas antioxidantes, além de 

análise de trocas gasosas. Após o 6° dia a aplicação da chuva foi interrompida, e as plantas 

ficaram sob monitoramento. Durante o monitoramento, foram realizadas análises visuais. 

Completados 85 dias de experimento, foram coletadas amostras foliares para quantificação de 

F e biomassa, além de análise de trocas gasosas. Ocorreram cloroses, necroses, 

encarquilhamento foliar e alterações na estrutura anatômica das plantas expostas ao F. As folhas 

apresentaram tricomas glandulares flácidos, células epidérmicas atrofiadas, células do 

parênquima clorofiliano e laticíferos plasmolisados. Houve redução nos parâmetros 

fotossintéticos e no teor de pigmentos fotossintéticos. O estresse causado pelo F promoveu o 

aumento da atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e peroxidase (POX). A 

concentração dos fitohormonios Ácido Salicílico (SA) e Ácido Aminociclopropano Carboxílico 

(ACC) aumentou durante o estresse, já a concentração de bixina nas folhas não foi alterada. 

Após 85 dias sem aplicação de F, as cloroses progrediram em extensão e evoluíram para 

necroses. Folhas adultas e jovens apresentaram alto teor de F em relação ao controle, além de 

redução nos valores da taxa fotossintética (A), condutância estomática (gs) e queda na produção 

de biomassa. Os sintomas apresentados indicam que B. orellana é sensível ao F, podendo ser 

indicada como espécie fitoindicadora de F na atmosfera em possíveis programas de 

biomonitoramento. Concluímos ainda que, após 85 dias sem exposição ao F, não houve 

respostas de recuperação aos danos provocados pelo poluente.  

 

Palavras-chave: Alterações anatômicas. Urucum. Bixina. Poluição do ar. Hormônios.  



 

  

 

ABSTRACT 

 

GOMES, Thamires Fernanda, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April 2022. Bixa 

orellana L. (Bixaceae): a potential phytoindicator species of fluorine in the atmosphere. 
Advisor: Luzimar Campos da Silva. Co-Advisor: Alice Pita Barbosa. 

 

Fluoride (F) released during the manufacture of aluminum, fertilizers, glass and ceramics is 

considered highly toxic to plants, causing damage at relatively low concentrations. The 

objective of this study was to evaluate the responses promoted by F in Bixa orellana, in the 

short and long term, after the end of exposure to the pollutant. The plants were submitted to 

simulated rain containing increasing concentrations of F. During the experiment, visual 

analyzes were performed, and at the end, leaf samples were collected for analysis in light 

microscopy, scanning electron microscopy, cell death test, quantification of photosynthetic 

pigments, F, bixin, phytohormones and antioxidant enzymes, in addition to gas exchange 

analysis. After the 6th day, the application of rain was interrupted, and the plants were 

monitored. During monitoring, visual analyzes were performed. After 85 days of experiment, 

leaf samples were collected for quantification of F and biomass, in addition to gas exchange 

analysis. There were chlorosis, necrosis, leaf wrinkling and alteration in the anatomical 

structure of plants exposed to F. The leaves showed flaccid glandular trichomes, atrophied 

epidermal cells, chlorophyll parenchyma cells and the laticifers were plasmolyzed. There was 

a reduction in photosynthetic parameters and in the content of photosynthetic pigments. The 

stress caused by F promoted an increase in the activity of superoxide dismutase (SOD) and 

peroxidase (POX) enzymes. The concentration of the phytohormones Salicylic Acid (SA) and 

Aminocyclopropane Carboxylic Acid (ACC) increased during stress, whereas the concentration 

of bixin in the leaves was not altered. After 85 days without F application, the chloroses 

progressed in extent and progressed to necrosis. Adult and young leaves showed high F content 

in relation to control, in addition to a reduction in the values of photosynthetic rate (A), stomatal 

conductance (gs) and decrease in biomass production. The symptoms presented indicate that B. 

orellana is sensitive to F, and may be indicated as a phytoindicator species of F in the 

atmosphere in possible biomonitoring programs. We also concluded that, after 85 days without 

exposure to F, there were no recovery responses to the damages caused by the pollutant. 

 

Keywords: Anatomical changes. Annatto. Bixin. Air pollution. Hormones. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Nas últimas duas décadas, vários fatores naturais e antropogênicos aumentaram o nível 

de flúor (F) na atmosfera, um poluente altamente fitotóxico, reativo e não biodegradável no 

meio ambiente. Plantas e animais quando expostos a altas concentrações de F podem ter sua 

sobrevivência ameaçada (Davison & Weinstein, 2006; Louback et al., 2016; Yepu et al., 2017; 

Mukherjee et al., 2020; Gomes et al., 2021). 

O flúor (F) é um elemento químico não metálico, considerado como o mais 

eletronegativo e quimicamente ativo dos elementos químicos. Este elemento pode causar danos 

à vegetação mesmo em concentrações extremamente baixas na atmosfera, sendo considerado o 

mais fitotóxico dentre os diversos poluentes atmosféricos, tais como ozônio (O3) e dióxido de 

enxofre (SO2) (Arndt, 1995; Klumpp et al., 1996; Panda, 2015). O F ocorre naturalmente na 

crosta terrestre, na forma de compostos minerais como criolita (Na3AlF6), fluorita (CaF2) e 

apatita (Ca10F2(PO4)6). Por ação antrópica, o F é lançado na atmosfera nos processos industriais 

como fundição de alumínio, produção de adubos minerais, fabricação de vidros e cerâmicas, 

sendo emitido na forma de fluoreto de hidrogênio (HF), a principal forma encontrada na 

atmosfera (Arndt et al., 1995; Weinstein & Davison, 2004; Hong et al., 2018; Ron Fuge, 2019). 

O F em sua forma gasosa penetra na folha principalmente pelos estômatos e, em menor 

proporção, através da cutícula. Já em solução aquosa, é absorvido por toda a superfície foliar. 

No interior da folha, este elemento move-se via apoplasto, chegando às margens e ápices 

foliares pela corrente transpiratória, onde é acumulado, causando injúrias nestas regiões 

(Baunthiyal & Ranghar, 2014; Rhimi et al., 2016; Mondal, 2017; Anjos et al., 2018).  

A poluição atmosférica pode ser monitorada através do uso de bioindicadores, ou seja, 

usando seres vivos para verificar e avaliar a qualidade ambiental ou dos efeitos da poluição 

naquele ambiente (Klumpp, 2001). Esse método apresenta vantagens, como baixo custo, e 

melhor interpretação das relações ecológicas. Isto por que, os bioindicadores podem modificar 

suas funções vitais em resposta às alterações ambientais, fornecendo assim, informações sobre 

a situação do ambiente (Lima, 2001; Oliva & Figueiredo, 2005; Gorelova & Frontasyeva, 2017; 

Yalaltdinova et al., 2018). O monitoramento da poluição atmosférica utilizando organismos 

bioindicadores tem sido apontado cada vez mais como uma alternativa e/ou complemento a 

métodos físico-químicos sofisticados, que requerem custos elevados de implantação, operação 

e manutenção (Buss et al., 2003). 

Plantas expostas ao F podem apresentar alterações macro, microscópicas e metabólicas. 

Estas alterações resultam em danos para a planta, além de prejuízos na comercialização da 
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espécie. Acredita-se que o F possa diminuir a produtividade de espécies de interesse 

agronômico, como a cana-de-açúcar e o milho (Fortes et al., 2003; Otto et al., 2007). No entanto, 

pouco se sabe dos efeitos do F na produtividade de espécies lenhosas de interesse econômico 

como o urucum. 

Bixa orellana L. (Bixaceae) é uma espécie lenhosa, nativa da América do Sul. No Brasil, 

é popularmente conhecida como urucum, urucu, colorau, colorífico, açafroa e açafroeira-da-

terra (Lorenzi, 2002; Moreira et al., 2015; Dequigiovanni et al., 2018). Esta espécie é a única 

planta terrestre que produz o pigmento bixina, um apocarotenoide dicarboxílico éster 

monometílico, que confere coloração vermelha às sementes de B. orellana (Lorenzi & Matos, 

2008; Stringheta et al., 2008; Silva et al., 2009). 

A bixina é um dos pigmentos mais antigos usados pelos seres humanos, e seu uso está 

cada vez mais em evidência, especialmente devido à proibição do uso de corantes sintéticos 

(Rather & Mohammad, 2016). Este pigmento tem se destacado na indústria alimentícia como 

corante natural para derivados lácteos, embutidos e doces. Além disso, também é utilizado nas 

indústrias farmacêutica, têxtil, de tintas e de cosméticos (Stringheta & Silva, 2008), e representa 

o segundo aditivo de cor natural, mais utilizado em processos industriais (Lauro, 1991; Bouvier 

et al., 2003). Dentre as atividades farmacológicas registradas para B. orellana algumas já 

confirmam indicações terapêuticas como a antibacteriana e antifúngica (Otero et al., 2000; 

Fleischer et al., 2003; Braga et al., 2007; Lorenzi & Matos, 2008; Shahid-ul-Islam & 

Mohammad, 2016). Embora os maiores teores de bixina estejam presentes nas sementes de B. 

orellana, suas folhas, caule e raízes também apresentam bixina (Rodriguez-Avila et al., 2011; 

Almeida et al., 2021), esses órgãos vegetativos também têm sido utilizados na medicina popular 

(Agra et al., 2007). Além dos laticíferos secretores de bixina (Almeida et al., 2021), B. orellana 

apresenta outras estruturas secretoras características diagnósticas da família Bixaceae, como 

ductos de mucilagem, tricomas peltados (Metcalfe & Chalk, 1957, 1988; Freitas, 2009) e 

nectários florais e extraflorais (Metcalfe & Chalk, 1988; Miranda et al., 2017). Assim, a espécie 

tem sido cultivada extensivamente no Brasil, sendo de grande importância para a economia 

nacional (Rather & Mohammad, 2016).  

É de grande importância verificar os efeitos do F na produtividade das plantas, diante 

da escassez de trabalhos que avaliem a sensibilidade de B. orellana a poluentes atmosféricos. 

Também não existem informações sobre os danos causados pelo F em longo prazo nestas 

plantas, após o fim da imissão desse elemento. B. orellana é uma espécie nativa e rica em 

estruturas secretoras, muito importante economicamente. Assim, são necessários estudos que 
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identifiquem os possíveis danos causados pelo F nesta espécie a fim de auxiliar na resolução de 

problemas ambientais e econômicos relacionados a mesma. 

 

A partir de análises realizadas em ambiente controlado, pretendemos responder as seguintes 

perguntas: 

• Qual o efeito de diferentes concentrações de F sobre a morfoanatomia e fisiologia de 

Bixa orellana?  

• Qual o grau de susceptibilidade de Bixa orellana ao F? 

• Quais seriam os danos causados pelo F em longo prazo nestas plantas, após o fim da 

imissão desse elemento? 
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CAPÍTULO I 
 

Alterações morfoanatomicas e metabólicas em Bixa orellana exposta ao flúor 
atmosférico 

 

RESUMO 

O flúor (F) é onipresente no ambiente, sendo proveniente de fontes naturais e/ou 

antropogênicas. Este elemento pode causar danos à vegetação mesmo em concentrações 

extremamente baixas na atmosfera, por isso, o F é muito mais tóxico do que a maioria dos 

outros poluentes atmosféricos. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas promovidas pelo 

F em Bixa orellana, uma espécie nativa da América do Sul, e economicamente importante por 

produzir bixina, um pigmento usado como corante natural na indústria alimentícia, cosmética 

e têxtil. As plantas foram submetidas à chuva simulada contendo 0, 10, 20 e 40 mg/L de F. 

Durante o experimento foram realizadas análises visuais, e ao final, foram coletadas amostras 

foliares para microscopia de luz, microscopia eletrônica de varredura, teste para morte celular, 

quantificação de pigmentos fotossintéticos, de F, de bixina, de fitohormonios e de enzimas 

antioxidantes, além de trocas gasosas. A concentração de F em B. orellana aumentou em função 

da concentração utilizada em cada tratamento. Nas folhas das plantas expostas ao poluente, 

ocorreram cloroses, necroses e encarquilhamento foliar. Houve redução da assimilação de CO2 

(A), da condutância estomática (gs), da respiração (Rd), e do teor de pigmentos fotossintéticos. 

O estresse causado pelo F promoveu o aumento da atividade das enzimas superóxido dismutase 

(SOD) e peroxidase (POX). O estresse induziu o aumento na concentração dos fitohormonios 

Ácido Salicílico (SA) e Ácido Aminociclopropano Carboxílico (ACC). A concentração de 

bixina nas folhas não foi alterada. Anatomicamente, as folhas apresentaram células epidérmicas 

atrofiadas, e tricomas glandulares flácidos. Laticíferos, células do parênquima lacunoso e 

paliçádico encontraram-se plasmolisados. Grupos celulares corados de azul foram verificados 

nas folhas de todos os tratamentos contendo F. Conclui-se que B. orellana apresenta 

sensibilidade ao F e responde com rapidez à presença desse poluente, podendo ser usada como 

uma espécie fitoindicadora de F na atmosfera em possíveis programas de biomonitoramento. 
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1. INTRODUÇÃO 

A poluição atmosférica tornou-se um problema universal devido ao desenvolvimento 

industrial e urbano, acelerado e insustentável. Quando encontrados em alta concentração no ar, 

os poluentes atmosféricos são prejudiciais não só aos animais e seres humanos, mas também 

representam uma ameaça para as espécies vegetais (Davison & Weinstein, 2006; Yepu et al., 

2017; Mukherjee et al., 2019). 

O flúor (F) é um poluente altamente reativo, e dentre os contaminantes atmosféricos, 

ele se destaca por ser extremamente fitotóxico, podendo causar diversos danos às plantas 

(Mondal, 2017, Yepu et al., 2017; WHO, 2019; Mukherjee & Singh, 2020).  

O F pode estar presente naturalmente em pequena quantidade na atmosfera, água, e no 

solo (Bharti et al., 2017), mas também pode ser emitido antropogenicamente, através da 

combustão de carvão, mineração, fabricação de alumínio, produção de fertilizantes, dentre 

outros. Este halogênio gasoso é emitido para atmosfera principalmente na forma de fluoreto de 

hidrogênio (HF) (Weinstein & Davison, 2004; Hong et al., 2018; Ron Fuge, 2019). Devido a 

sua alta toxicidade, plantas próximas a estas fontes de liberação de F estão sujeitas aos danos 

que este poluente pode causar (Fornasiero, 2003; Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2010; 

Sant’Anna-Santos et al., 2014; Louback et al., 2016; Gomes et al., 2021). 

Quando presente no ambiente em seu estado gasoso, o F é absorvido pela planta através 

dos estômatos, por meio das trocas gasosas entre a planta e o meio externo (Domingos et al., 

2003; Mustafa et al., 2018), os estômatos são as principais vias de entrada do flúor gasoso nas 

plantas (Rodrigues et al., 2018a; Anjos et al., 2018; Gomes et al., 2021). Quando este poluente 

está dissolvido em água, pode ser absorvido por toda a superfície foliar (Weinstein & Davison, 

2004; Rhimi et al., 2016; Mondal, 2017). No interior da folha, o transporte de F pode ocorrer 

através de canais iônicos e/ou através do apoplasto, chegando às margens e ápices foliares pela 

corrente transpiratória, onde é acumulado, causando injúrias nestas regiões (Pita-Barbosa et al., 

2009; Baunthiyal & Ranghar 2014; Mondal, 2017; Anjos et al., 2018). 

A exposição das plantas ao F pode levar a alterações que se manifestam em níveis 

morfológicos, anatômicos e fisiológicos. A complexidade dos efeitos deste poluente nas plantas 

está diretamente relacionada à suscetibilidade genética da espécie avaliada, ao estágio de 

desenvolvimento foliar, tempo de exposição do indivíduo, e a concentração de F na atmosfera 

(Weinstein & Davison 2004; Gadi et al., 2020).  

O F é um elemento eletronegativo, que tem a capacidade de ligar-se a cátions como o 

magnésio (Mg2+), formando complexos “metal-flúor” extremamente estáveis. Sabe-se que o 
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Mg2+ é um importante constituinte da molécula de clorofila, assim, quando o F forma esses 

complexos, pode causar a indisponibilidade do Mg2+ na biossíntese da clorofila, podendo 

provocar alterações macroscópicas na planta como a clorose foliar (Fornasiero, 2003; Anjos et 

al., 2018; Rodrigues et al., 2018b). Alterações microscópicas na superfície foliar, como ruptura 

da cutícula e de tricomas (Pita-Barbosa et al., 2009), erosão das ceras epicuticulares e danos 

nas cristas estomáticas (Fornasiero, 2001; Sant’Anna-Santos et al., 2012; Louback et al., 2016; 

Anjos et al., 2018; Gomes et al., 2021), além de modificações celulares como, colapso e 

hipertrofia (Silva et al., 2000; Sant’Anna-Santos et al., 2014; Rodrigues et al., 2017, 2018b), 

também podem ocorrer em decorrência da ação do F. 

O F também pode afetar processos fisiológicos importantes nas plantas, reduzindo a taxa 

fotossintética, a fluorescência da clorofila a e o teor de pigmentos fotossintéticos. Este poluente 

pode provocar, também, aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO), e das 

enzimas do sistema antioxidativo (Peixoto et al., 2005; Divan Junior et al., 2007; Mondal, 2017; 

Zouari et al., 2017).  

Bixa orellana L. (Bixaceae) é um arbusto nativo da América tropical do Norte, Central 

e do Sul. Esta espécie recebe diversas denominações em todo o mundo e, no Brasil é 

popularmente conhecida como urucum, urucu, colorau, colorífico, açafroa e açafroeira-da-terra 

(Lorenzi, 2002; Moreira et al., 2015; Dequigiovanni et al., 2018). Esta planta é facilmente 

distinguida por seu fruto característico e o pigmento vermelho que se desprende da testa de suas 

sementes, conhecido como bixina, um apocarotenóide monometil éster di-carboxílico (Preston 

& Rickard, 1980; Lorenzi, 2002; Stringheta et al., 2008; Lorenzi & Matos, 2008; Silva et al., 

2009; Louro et al., 2015). Este pigmento tem se destacado na indústria alimentícia, têxtil, de 

tintas e de cosméticos (Stringheta et al., 2008).  

Atualmente, tem-se dado ênfase à utilização de produtos naturais que propiciam 

melhores condições de saúde ao ser humano. É neste aspecto que surge a importância 

econômica de B. orellana, que, por produzir um corante natural, vem ganhando interesse das 

indústrias, em face da crescente proibição da utilização de corantes sintéticos. Assim, o Brasil 

se consolida como o maior produtor de sementes e corantes de urucum de todo o mundo 

(Marcolino et al., 2011; Shahid-ul-Islam & Mohammad, 2016; IBGE, 2020).  

Não só as sementes de B. orellana contêm estruturas secretoras de bixina, mas todos os 

órgãos da planta (Freitas et al., 2009; Rodriguez-Avila et al., 2011; Rivera-Madrid et al., 2013; 

Almeida et al., 2021). Além disso, folhas, sementes e raízes desta espécie são utilizados na 

medicina popular (Agra et al., 2007), e dentre as atividades farmacológicas registradas, algumas 
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já confirmam indicações terapêuticas como a antibacteriana, antifúngica, efeito anticancerígena 

e prevenção de diabetes (Otero et al., 2000; Fleischer et al., 2003; Braga et al., 2007; Lorenzi 

& Matos, 2008; Tibodeau & Isham, 2010; Rossoni-Júnior et al., 2012; Coronado-Cáceres et al., 

2014). 

Os hormônios regulam o crescimento e o desenvolvimento do vegetal, e assim, 

interferem na resistência a estresses bióticos e abióticos que afetam negativamente a saúde das 

plantas (Howe & Jander, 2008; Pulga, 2016; Shigena & Argueso, 2016). Alguns estudos têm 

mostrado que o desenvolvimento da planta é regulado por cinco principais classes de 

hormônios, sendo eles, ácido abscísico, auxinas, giberelinas, citocininas e etileno (Vogt, 2010; 

Thakur et al., 2013). Alguns desses hormônios possuem forte correlação com estresses 

ambientais. Entretanto, os possíveis efeitos do F, um elemento potencialmente tóxico, na síntese 

desses hormônios precisa ser elucidado, uma vez que o estresse provocado pelo F pode interferir 

no desenvolvimento da planta.  

As respostas fitotóxicas à exposição do F são variáveis, reforçando a importância de 

estudos sobre potenciais espécies fitoindicadoras para o estabelecimento de critérios adequados 

para reconhecimento de biomarcadores da presença de F no ambiente. 

Apesar da importância econômica e das perspectivas de uso de B. orellana, ainda não 

se conhece a relação entre esta espécie e poluentes atmosféricos, como o F. Sendo assim, a 

análise dos efeitos causados pelo F nesta planta é de grande importância, pois o mesmo pode 

alterar a síntese de bixina, além de outros processos metabólicos, que podem acarretar prejuízos 

na comercialização de seus frutos. É de grande importância verificar os efeitos do F na 

produtividade das plantas, diante da escassez de trabalhos que avaliem a sensibilidade de B. 

orellana a poluentes atmosféricos. B. orellana é uma espécie nativa e rica em laticíferos 

secretores de bixina, muito importante economicamente. Assim, são necessários estudos que 

identifiquem os danos causados pelo F nesta espécie a fim de auxiliar na resolução de problemas 

ambientais e econômicos relacionados à mesma.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material botânico e condição experimental 

As mudas de Bixa orellana, com oito meses de idade e cerca de 50 cm de altura, foram 

fornecidas pelo viveiro do Instituto Estadual de Florestas (IEF), localizado no campus da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, MG. Essas plantas foram transferidas para 

vasos de 11 L, os quais foram preenchidos com substrato orgânico (Tropstrato HT®).  
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Durante todo o experimento, as plantas permaneceram em ambiente controlado e cada 

planta recebeu 50 ml de solução nutritiva de Hoagland 50% (Hoagland & Arnon, 1950) 

semanalmente. As plantas foram irrigadas com água deionizada, em dias alternados, para 

manter a capacidade de campo do substrato. 

O experimento consistiu na exposição dos indivíduos à chuva simulada com F, sendo 

este utilizado na forma de uma solução de fluoreto de potássio (KF) preparada em água 

destilada (pH 6,0) (Silva et al., 2000). Para o tratamento controle, foi utilizado apenas água 

destilada (pH 6,0). A técnica de aplicação de KF simulando uma névoa, foi baseada no estudo 

de Pita-Barbosa et al. (2009), utilizando-se um pulverizador manual de pré-compressão. Após 

realização de um pré-teste de aplicação da solução nas plantas, foi determinado o volume de 30 

ml como o suficiente para molhar toda a superfície da planta. As plantas foram expostas ao 

spray contendo F diariamente, às 8 horas. A simulação do nevoeiro ocorreu no exterior da casa 

de vegetação, respeitando-se o tempo de 15 min antes e depois da aplicação, para a aclimatação 

das plantas ao ambiente. O solo de todos os indivíduos foi coberto durante a aplicação do 

poluente na parte aérea das plantas. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se 

seis repetições para cada tratamento. Os tratamentos foram compostos por 0; 10; 20 e 40 mg/L 

de KF.  

2.2. Determinação do teor de flúor  

Para a quantificação do F na matéria seca, foram coletadas folhas do terceiro nó a partir 

do ápice (n=4) dos indivíduos de todos os tratamentos, 24 horas após a última chuva simulada. 

As amostras foram secas em estufa, a 65 °C, e reduzidas, em moinho do tipo Wiley, em 

partículas com dimensões inferiores a 1 mm. Logo após, alíquotas de 0,25 g de cada repetição 

foram submetidas à extração em ácido sulfúrico 0,5 M (Fialho, 1997). A determinação 

potenciométrica do teor de F foi realizada com o uso de um eletrodo específico (Thermo 

Scientific Fluoride Ions Selective Electrode, Massachusetts, EUA) ligado ao aparelho 

analisador de íons (Orion Research Incorporated EA 920, Massachusetts, EUA). 

2.3. Avaliação dos sintomas visuais  

Todas as folhas com sintomas, de cada um dos indivíduos (n=6) de todos tratamentos, 

foram fotografadas diariamente, com o objetivo de registrar o início dos sintomas, e a evolução 

das cloroses ou necroses ocasionadas pelo flúor (Silva et al., 2000; Louback et al., 2016; Anjos 

et al., 2018).  
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As injúrias visuais foliares foram avaliadas conforme uma escala que classifica o grau 

da injúria de acordo com a porcentagem de área foliar danificada em relação ao tamanho da 

folha (Silva et al, 2000). Folhas levemente injuriada possuem manchas necróticas e cloróticas 

esparsas, folhas moderadamente injuriadas apresentam 30 a 50% da área foliar necrosada, 

folhas muito injuriadas possuem 50 a 70% da área foliar necrosada e folhas extremamente 

injuriadas apresentam mais de 70% da área foliar necrosada (Silva et al, 2000).  

2.4. Avaliação de trocas gasosas  

Os parâmetros de trocas gasosas (taxa de assimilação líquida de CO2 (A), condutância 

estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci), respiração (Rd)) foram obtidos por meio de 

um analisador portátil de gás infravermelho (LICOR Biosciences Inc., Nebraska, USA) 

equipado com câmara de fluorescência integrada (LI-6400-40, Lincoln, NE, USA). As 

medições foram realizadas no último dia de aplicação de F em folhas completamente 

expandidas do 3° nó a partir do ápice (n=4), de todos os indivíduos de cada tratamento, sob 

irradiância de 1000 μmol fótons m-2 s-1, concentração atmosférica de CO2 de 400 μmol mol-1 e 

temperatura de 25°C. A avaliação das trocas gasosas foi realizada entre 9 e 10 horas da manhã. 

2.5. Quantificação de pigmentos cloroplastídicos  

A quantificação de pigmentos fotossintéticos foi realizada em folhas completamente 

expandidas localizadas no terceiro nó, a partir do ápice, sem sintomas visuais. Para tal, três 

discos foliares de 5 mm cada, foram coletados de cada indivíduo (n=4), de todos os tratamentos, 

utilizando dimetilsulfóxido (DMSO) como extrator. Os discos foliares foram imersos em 4 ml 

de DMSO saturado com carbonato de cálcio e mantidos a 25 °C e ao abrigo da luz por 48 h. 

Posteriormente, determinou-se a absorbância nos comprimentos de onda de 663, 656 e 470 nm, 

em leitor de microplacas (modelo 892 Thermo Fisher Scientific Multiskan Go), determinando 

assim, os teores de clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb), clorofila total (Chla+b), e carotenoides, 

respectivamente, de acordo com Wellburn (1994). 

2.6. Atividade enzimática 

Foram determinadas as atividades das enzimas superóxido dismutase (SOD, EC 

1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidade (POX, EC 1.11.1.7). O meio de extração 

para SOD, CAT e POX foi composto por tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 6,8, ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 mM e 

polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v).  
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Para a obtenção do extrato enzimático foram utilizados 0,3 g de folha do 3° nó a partir 

do ápice, dos indivíduos de cada tratamento (n=4). Os meios de extração seguiram protocolo 

descrito por Peixoto et al. (1999). As proteínas foram determinadas pela metodologia proposta 

por Bradford (1976), utilizando o reagente de Bradford e albumina bovina como padrão. 

A atividade das POX foi determinada pela adição do extrato enzimático bruto ao meio 

de reação (Kar & Mishra, 1976). A produção de purpurogalina foi determinada pelo incremento 

da absorbância durante o primeiro minuto de reação a 420 nm. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance & Maehley, 

1955). 

A atividade da SOD foi determinada utilizando meio de reação descrito por 

Giannopolitis & Ries (1977) juntamente com 50 μl do extrato enzimático. A produção 

fotoquímica de azul de formazana foi determinada a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para inibir em 50 % a fotorredução do NBT 

(Beauchamp & Fridovich, 1971). 

A atividade da CAT foi determinada adicionando ao meio de reação 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto (Havir & McHale, 1987). O decréscimo na absorvância, no primeiro minuto 

de reação, foi medido a 240 nm a 25 °C. A atividade enzimática foi calculada utilizando o 

coeficiente de extinção molar de 36 mol L-1 cm-1 (Anderson et al., 1995) e expresso em µmoles 

de H2O2 min -1 mg-1 proteína. 

2.7. Quantificação de bixina e fitohormonios  

Para extração de bixina e hormônios, foi coletada 1 folha de cada indivíduo dos 

tratamentos com 0 e 40 mg/L de KF, 24 horas após aplicação da última chuva simulada. Cerca 

de 250 mg de folha foi macerado em nitrogênio líquido, e em seguida foram adicionados 400 

μl de solução extratora (metanol: isopropanol: ácido acético 20:79:1), segundo metodologia 

descrita por Muller & Munné-Bosch (2011) com modificações. Após, as amostras foram 

agitadas em vortex e sonicadas. Após centrifugação (13000g, 10 min a 4°C), 350 μl do 

sobrenadante foi coletado para novo tubo. O processo de extração se repetiu no pellet resultante, 

e, em seguida, juntou-se os sobrenadantes. Uma última centrifugação (13000g, 5 min a 4°C) 

foi realizada para remoção de restos de tecidos em suspensão.  

O extrato obtido para quantificação de bixina foi automaticamente injetado (300 μl) no 

sistema de Cromatografia Liquida de ultra eficiência em tandem com espectrometria de massas 

(UPLC-MS/MS), utilizando o equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado ao 

espectrômetro de massas tipo triplo quadrupolo (QqQ) (modelo 6430 Agilent Technologies). A 
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separação cromatográfica foi realizada utilizando-se a coluna Zorbax Eclipe Plus C18 (1.8 μm, 

2.1 x 50mm) (Agilent) em série com uma coluna guarda Zorbax SB-C18, 1.8 μm (Agilent). A 

fase móvel consistiu em: (A) ácido acético 0,02% em água e (B) ácido acético 0,02% em 

acetonitrila em um gradiente de tempo/%B de: 0/5; 11/60; 13/95; 17/95; 19/5; 20/5. Um fluxo 

de 0.3 ml/minuto e temperatura da coluna de 23ºC foram utilizados. No espectrômetro de 

massas foi utilizada a fonte de ionização ESI (Electrospray Ionisation) com as seguintes 

condições: gas temperature of 300 °C, nitrogen flow rate of 10 L/min, nebulizer pressure of 35 

psi and capillary voltage of 4000 V. O equipamento foi operado no modo MRM (multiple 

reaction monitoring) no qual monitora-se as massas do íon precursor/fragmento estabelecidas 

mediante testes de fragmentação de bixina (395/157; 395/145). 

Para identificação e quantificação hormonal também foi utilizado o sistema de 

Cromatografia Líquida de ultra eficiência em tandem com espectrometria de massas (UPLC-

MS/MS), utilizando o equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado ao 

espectrômetro de massas tipo triplo quadrupolo (QqQ) (modelo 6430 Agilent Technologies 

Palo Alto, CA, EUA), conforme descrito em Napoleão et al (2017). Os equipamentos pertencem 

ao Núcleo de Biomoléculas da UFV. 

2.8. Análises anatômicas  

Ao final do experimento, folhas completamente expandidas do terceiro nó a partir do 

ápice, de três indivíduos de cada tratamento foram coletadas. Os fragmentos foliares coletados 

compreendiam regiões que a área sadia era contígua com uma área com sintoma visual. As 

amostras foram fixadas em solução glutaraldeído (2,5%) em tampão cacodilato de sódio 0,1 M 

(pH 7,2). Posteriormente, o material foi desidratado em série etílica crescente e incluído em 

historresina glicol-metacrilato, de acordo com Gerrits (1964). Cortes transversais com 4 μm de 

espessura foram obtidos com auxílio de um micrótomo rotativo de avanço automático 

(RM2265, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) e corados em Azul de Toluidina (pH=4,0) 

(O’Brien & McCully, 1981). As lâminas permanentes foram montadas em Permount.  

As imagens foram capturadas em microscópio de luz (modelo Olympus AX70TRF, 

Olympus Optical, Tóquio, Japão) equipado com sistema de captura de imagens (Axio Vision 

Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha), localizado no Laboratório de Anatomia 

Vegetal da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 
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2.9. Detecção de morte celular  

Amostras da margem de folhas sem sintoma visual, localizadas no 3° nó, do ápice para 

a base, foram coletadas 24 horas após a última chuva simulada. Os fragmentos foliares ficaram 

imersos em solução de Azul de Evans (0,1%) durante 40 min, imediatamente após a coleta. Em 

seguida, as amostras foram clarificadas por 32 horas em álcool 95% aquecido a 45°C segundo 

protocolo adaptado de Kato et al (2007). Logo após, as amostras foram colocadas sobre lâminas 

que foram montadas em água glicerinada. As análises e imagens foram obtidas em microscópio 

de luz (Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão) com sistema de captura de 

imagens (Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha).  

2.10. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

Folhas do 3° nó a partir do ápice, foram coletadas de 3 indivíduos de cada tratamento, 

24 horas após a última chuva simulada. As amostras foram fixadas em solução glutaraldeído 

(2,5%) em tampão cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2), desidratadas em série etílica e secas ao 

ponto crítico com auxílio do equipamento Critical Point Dryer (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, 

Liechtenstein). A superfície das folhas foi coberta com ouro em metalizador (Sputter Coater 

modelo FDU010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). 

Todas as imagens foram fotodocumentadas em MEV (1430 VP, LEO, Cambridge, 

Inglaterra), utilizando o software Iridium Ultra. Os equipamentos pertencem ao Núcleo de 

Microscopia e Microanálise da UFV. 

2.11. Análise estatística 

Os dados obtidos (n=6) foram verificados quanto à normalidade e homogeneidade de 

variância e, posteriormente, submetidos à análise de variância (ANOVA). Quando significativa, 

as médias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade (p < 0,05), com auxílio 

do software R (R CORE TEAM, 2014). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Determinação do teor de flúor 

A concentração de F nas folhas adultas de B. orellana aumentou em função da 

concentração utilizada deste poluente em cada tratamento. As plantas expostas a 40 mg de F 

apresentaram 45,0 μg deste poluente, concentração 2.150% maior em relação ao controle. As 

plantas do tratamento com 20 mg de F, tiveram uma concentração de 12,1 μg do poluente, 505% 
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maior que o controle. Já o tratamento com 10 mg de F apresentou 5,1 μg do poluente, não 

diferindo significativamente do tratamento controle, o qual apresentou 2,0 μg de F (Fig. 1). 

3.2. Avaliação dos sintomas visuais 

  Bixa orellana possui folhas alternas, simples, inteiras, cordiformes, membranáceas, 

ápice acuminado e base cordada, pecíolo alongado, cilíndrico, apresentando pulvino nas 

porções proximal e distal (Fig.2). No tratamento controle, todas as folhas apresentaram-se 

sadias, exibindo a estrutura foliar típica da espécie (Fig. 2A, E). 

Após 3 dias de aplicação da névoa simulada contendo F, todos os indivíduos dos 

tratamentos contendo o poluente já apresentavam sintomas visíveis de injúrias. As folhas dos 

tratamentos com menor concentração de F (10 e 20 mg F L-1) apresentaram-se levemente 

injuriadas, com manchas cloróticas esparsas (Fig. 2B, C). No tratamento com maior 

concentração de F (40 mg F L-1), as folhas apresentaram-se muito injuriadas, com 50% da área 

foliar necrosada (Fig. 2D). Com 6 dias de aplicação de F, as cloroses se desenvolveram em 

necroses, além de aumentarem a área da injúria foliar (Fig. 2F, G). As plantas expostas à mais 

alta concentração de F apresentaram-se extremamente injuriadas, com mais de 70% da área 

foliar necrosada. Nessa concentração, as margens e a lâmina foliar apresentaram aspecto 

enrugado (Fig. 2H).   

3.3. Avaliação de trocas gasosas 

As plantas tratadas com 40 mg F L-1 apresentaram taxa fotossintética de 1,8 μmol, uma 

redução de 77,5% em relação ao controle que apresentou 8,0 μmol. Os tratamentos com menor 

concentração de F (10 e 20 mg F L-1) também alteraram os valores da A, apresentando 4,0 e 5,1 

respectivamente, com redução de 50 e 36,2% em relação ao controle, respectivamente (Fig. 

3A).  

A condutância estomática (gs) acompanhou a redução da taxa fotossintética nos 

tratamentos com 40 e 10 mg de F, nessas plantas a gs foi de 0,02 e 0,05 μmol, uma redução de 

80 e 50% em relação ao controle, respectivamente. A gs das plantas do tratamento com 20 mg 

de F foi de 0,08 μmol, não diferindo do tratamento controle (Fig. 3B). 

A respiração (Rd) reduziu significativamente nos tratamentos contendo 10, 20 e 40 mg 

de F, estes tratamentos apresentaram Rd de 1,2; 1,1 e 1,2 μmol, uma redução de 42,5, 46,8 e 

42,5% respectivamente, em relação ao controle (Fig. 3C). 

Os valores médios da concentração interna de CO2 (Ci), não variaram significativamente 

entre o controle e as plantas tratadas com F (Fig. 3D). 
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3.4. Quantificação de pigmentos cloroplastídicos  

 A concentração das clorofilas a, b, e clorofila total nas plantas do tratamento com maior 

teor de F (40 mg F L-1) foi de 5,4; 3,8 e 10,8 μg, uma redução de 42,3%, 47,3%, 33,7% 

respectivamente, em relação ao controle. As plantas dos tratamentos contendo 10 mg de F 

apresentaram 9,6; 4,3 e 12,7 μg de clorofila a, b, e clorofila total, sem redução significativa em 

relação ao controle. No tratamento com 20 mg de F, os indivíduos apresentaram concentração 

de clorofilas a, b, e clorofila total de 7,9; 3,9 e 11,3 μg respectivamente, sem redução 

significativa em relação ao controle (Fig. 4A, B, C). 

A concentração de carotenoides não variou entre os diferentes tratamentos (Fig. 4D). 

3.5. Atividade enzimática 

A atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e peroxidase (POX) aumentou 

significativamente somente na maior concentração de F utilizada (40 mg F L-1), onde 

apresentaram 280,2 U e 14,2 umol, respectivamente. A atividade da SOD foi 66,2% superior 

ao controle, e a POX teve atividade 294,4% superior em relação ao controle. Não foi observada 

diferença significativa na atividade destas enzimas nas demais concentrações (Fig. 5A, C). A 

atividade da catalase (CAT), em resposta ao F, em todos os tratamentos, não apresentou 

diferenças significativas em relação ao controle (Fig. 5B).  

3.6. Quantificação de bixina e fitohormonios  

 Os hormônios detectados nas folhas de Bixa orellana foram Ácido Salicílico (SA), 

Ácido Aminociclopropano Carboxílico (ACC) e Ácido Abscísico (ABA) (Fig. 6). 

 O SA não foi detectado nas plantas do tratamento controle, já no tratamento com F o 

conteúdo de SA foi de 2,1 ng ml (Fig. 6A). 

No tratamento em que as plantas foram submetidas a 40 mg F L-1, o conteúdo de ACC 

foi 360% maior que o tratamento controle (Fig. 6B). 

A concentração de ABA em B. orellana não apresentou diferença significativa entre os 

tratamentos com e sem a presença de F (Fig. 6C). 

A concentração de bixina não diferiu significativamente entre o tratamento controle e o 

tratamento com 40 mg de F (Fig. 7). 

3.7. Análises anatômicas 

A lâmina foliar de Bixa orellana é anfiestomática, ambas as faces da folha são recobertas 

por tricomas peltados, a epiderme é unisseriada e o mesofilo é dorsiventral. Laticíferos 

secretores de bixina estão distribuídos por todo parênquima lacunoso (Fig. 8A). Em todos os 
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tratamentos contendo flúor foram observados danos a estrutura foliar de B. orellana, os quais 

podemos citar o colapso das células epidérmicas (Fig. 8B, C, D), e a presença de tricomas 

glandulares flácidos, com formato alterado (Fig. 8B-D). Os laticíferos secretores de bixina 

também foram afetados pelo poluente, apresentando aspecto plasmolisado, e alteração no 

formato destas estruturas secretoras (Fig. 8B-D). Também ocorreu colapso de células do 

parênquima lacunoso e paliçádico (Fig. 8C, D). 

3.8. Detecção de morte celular 

As células foliares que tiveram a permeabilidade de suas membranas alterada pelo F, 

possibilitaram a infiltração do reagente Azul de Evans, assim, elas coraram-se de azul, 

evidenciando a morte celular. A reação positiva ocorreu em todos os tratamentos que foram 

submetidos ao F. Os danos foram observados em células do mesofilo, que se apresentaram 

fortemente coradas pelo Azul de Evans (Fig. 9C - H). Plantas do tratamento controle não 

apresentaram reação positiva para o reagente (Fig. 9A, B). 

3.9. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 A superfície foliar na face abaxial do tratamento controle mostrou-se inalterada (Fig. 

10A-C). Nas plantas expostas ao F, a superfície abaxial exibiu depressões na lâmina foliar (Fig. 

10D) e rupturas da epiderme expondo o mesofilo (Fig. 10G). As células epidérmicas 

apresentaram-se colapsadas e a cera epicuticular exibia sinais de escamação (Fig. 10D, G, J). 

Os tricomas glandulares exibiram aspecto flácido e plasmolisado (Fig. 10F, G, I, M). O flúor 

provocou também ruptura das cristas estomáticas em todas as concentrações estudadas (Fig. 

10E, H, L). 

 

4. DISCUSSÃO  

O flúor aplicado na forma de nevoeiro foi absorvido pelas plantas expostas, confirmado 

pela quantificação de flúor nas folhas, assim, a exposição de Bixa orellana a este poluente levou 

a alterações que se manifestaram aos níveis morfológico, fisiológico e anatômico. 

Injúrias como cloroses e necroses são reconhecidamente os primeiros sintomas visíveis 

provocados pelo F (Arndt et al., 1995; Fornasiero, 2001; Stepec et al., 2019), conforme 

observado também em nosso estudo. Com apenas 3 dias de aplicação do poluente, observamos 

danos morfológicos mesmo no tratamento com menor concentração de F, o que nos indica uma 

alta sensibilidade de Bixa orellana ao F. Nesta espécie, a intensidade dos danos se mostrou 

diretamente proporcional às concentrações e ao período de aplicação do poluente, no entanto, 
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todas as concentrações foram danosas, sendo possível observar a progressão dos sintomas 

visuais de acordo com o aumento da concentração do F. Assim como B. orellana, as espécies 

lenhosas Spondias mombim, S. purpurea	e	Sapindus saponaria também apresentaram o mesmo 

comportamento em relação ao F, e foram indicadas como sensíveis a este poluente (Anjos et 

al., 2018; Rodrigues et al., 2018a; Rodrigues et al., 2020). 

O F é um elemento eletronegativo, e, portanto, tem a capacidade de se ligar ao Mg2+, 

formando assim complexos metal-flúor responsáveis pelo surgimento das cloroses, isso 

acontece devido à redução na biossíntese de clorofila (Fornasiero, 2001; Fornasiero, 2003; 

Saleh & Abdel-Kader, 2003; Louback et al. 2016). Com o decorrer do tempo da exposição ao 

F, essas cloroses evoluem para necroses, e essa mesma evolução de danos vem sendo observada 

por diversos pesquisadores (Pita-Barbosa et al., 2009; Sant’Anna-Santos et al., 2012; Anjos et 

al., 2018). 

A fotossíntese de B. orellana foi afetada pelo F. Nossos resultados mostraram que a 

capacidade fotossintética foi significativamente reduzida, proporcionalmente ao aumento das 

concentrações de F nas folhas de B. orellana. As plantas apresentaram redução na taxa 

fotossintética (A), condutância estomática (gs) e na respiração (Rd), em todos os tratamentos 

contendo F, no entanto, reduções mais severas foram observadas no tratamento com maior 

concentração desse poluente (40 mg F L-1). Alterações no processo de fotossíntese também 

foram observadas em outras plantas tratadas com KF (Zouari et al., 2018; Rodrigues et al., 

2020a, 2020b; Nawaz et al., 2021; Sun et al., 2021). A interpretação para esse efeito foi a 

resposta rápida de fechamento dos estômatos devido às variações ambientais. O fechamento 

dos estômatos seria uma das primeiras respostas das plantas aos poluentes atmosféricos, um 

mecanismo que diminui a entrada de poluentes nos tecidos vegetais, mas que, 

consequentemente, pode levar à redução das taxas fotossintéticas (Cai et al., 2016). Além desse 

fator, danos ocorridos nas células-guarda dos estômatos, podem prejudicar a condutância 

estomática, e consequentemente pode afetar o processo fotossintético (Xu, 1997; Ming et al., 

2008; Sun et al, 2021), como as cristas estomáticas rompidas, verificadas em nossa pesquisa. 

 A redução no teor dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, clorofila total) neste 

trabalho, sugere que houve alterações na biossíntese e/ou a degradação destes pigmentos, 

promovida pela maior dose de F utilizada. O F é o elemento mais eletronegativo da tabela 

periódica, e tem a capacidade de se ligar a íons de magnésio, formando fluoretos metálicos, 

alterando assim, a síntese de clorofila (Fornasiero, 2001, Kumar et al., 2013; García & 

Borghino, 2015). A redução na concentração de pigmentos é comum em plantas sob condições 
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de estresse, afetando negativamente a capacidade fotossintética. Respostas similares a de B. 

orellana ao F, foram relatadas em outras espécies quando expostas a este poluente (Saleh & 

Abdel-Kader, 2003; Paula et al., 2005; Gupta et al., 2009; Bhargava & Bhardwaj, 2010; Rhimi 

et al., 2016). 

Plantas submetidas a estresses bióticos e abióticos aumentam a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), e a desintoxicação destes compostos instáveis e altamente reativos 

do organismo pode ser feita por meio de antioxidantes enzimáticos, como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), dentre outras (Das & Roychoudhury, 

2014; Hossain et al., 2015; Gadi et al., 2020). Em nossa pesquisa, as enzimas SOD e POX 

desempenharam importante papel na defesa de B. orellana no tratamento com maior 

concentração de F. Isto se deve ao fato de que a SOD é considerada a primeira linha de defesa 

das plantas, convertendo o radical superóxido (O2
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

oxigênio (O2) (García-Caparrós et al., 2020), já a POX atua na conversão do H2O2. Estas duas 

enzimas desempenham importante papel na redução de EROs em plantas submetidas a estresses 

ambientais (Hasanuzzaman et al., 2020b). Assim como em B. orellana, o aumento na atividade 

destas enzimas também foi verificado em outros estudos (Peixoto et al., 2005; Chakrabarti & 

Patra, 2013; Asthir & Tak, 2017; Banerjee & Roychoudhury, 2019b). 

Os laticíferos de B. orellana secretam e acumulam o carotenoide bixina (Almeida et al., 

2021), e quando estes laticíferos têm sua forma alterada, como o ocorrido nesta pesquisa, 

podemos esperar que a síntese de bixina possa ser afetada. No entanto, não foi o observado por 

nós, onde verificamos que a maior concentração de F utilizada no experimento não causou 

alteração na concentração de bixina das folhas. No entanto, se faz necessário um monitoramento 

com um período de exposição maior da planta, além de também se avaliar os órgãos 

reprodutivos, a fim de investigar os efeitos do F na bixina presente nos frutos. Rivera-Madrid 

et al (2013) também investigaram a relação entre as concentrações de bixina em folhas de B. 

orellana e o efeito do herbicida norflurazon, similarmente aos nossos resultados, os autores 

observaram que não houve diferenças significativas na concentração de bixina nos diferentes 

tratamentos utilizados. Salientamos que ainda não existem estudos que correlacionem os efeitos 

de poluentes atmosféricos com a síntese desse carotenoide, sendo nossa pesquisa pioneira nesse 

tipo de análise. 

Os fitohormonios são um dos principais meios de comunicação intercelular, pois são 

mensageiros químicos que carregam a informação entre células e, assim, coordenam o 

crescimento e desenvolvimento vegetal. Além destas funções, os fitohormonios também atuam 
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na resistência da planta a climas adversos e patógenos (Pulga, 2016; Shigena & Argueso, 2016; 

Gomez et al., 2020). Em nossa pesquisa, as plantas com e sem a aplicação do F apresentaram 

concentrações semelhantes de Ácido Abscísico (ABA), ou seja, o estresse ao qual as  plantas 

foram expostas não alterou a síntese desse hormônio. O Ácido Salicílico (SA) e Ácido 

Aminociclopropano Carboxílico (ACC) foram diagnosticados como os fitohormonios mais 

responsivos ao estresse causado pelo F em nosso monitoramento.  

O SA desempenha papel importante no desenvolvimento das plantas e media as 

respostas destes vegetais aos estresses biótico e abiótico (Klessig & Malamy, 1994; Clarke et 

al., 2004; Vlot et al., 2009; Miura & Tada, 2014; Zhao et al., 2019b, 2020). Em B. orellana, o 

SA foi detectado somente em plantas submetidas ao F, indicando seu papel na resposta a este 

poluente. Igualmente ao observado em nosso estudo, a concentração de SA também aumentou 

em Cucumis sativus em situação de estresse, quando inoculado com o vírus da necrose do 

tabaco (Rasmussen et al., 1991). Além disso, quando o SA foi aplicado em plantas de Oryza 

sativa e Cucumis sativus, este hormônio conferiu tolerância ao estresse causado pelo cádmio 

(Cd) e agrotóxicos, respectivamente (Wang et al., 2021; Liu et al., 2021).  

O ACC é um aminoácido não proteico que atua como o precursor direto do etileno, um 

hormônio vegetal que age diretamente no desenvolvimento das plantas, e tem papel 

preponderante na resposta a diferentes estresses. Em condições normais, a produção de etileno 

nos tecidos vegetais é geralmente baixa, mas seu acúmulo é estimulado durante estágios de 

estresse ambiental (Yang & Hoffman, 1984; Zhang et al., 2011; Groen et al., 2014; Dubois et 

al., 2018; Husain et al., 2020). Em nosso monitoramento, foi observado em B. orellana 

submetida a 40 mg de F, que o conteúdo de ACC foi 360% maior que no tratamento controle. 

Consistente com nossos resultados, foi observado que a superprodução de ACC aumenta a 

tolerância a diversos fatores estressantes como, estresse salino, alta radiação solar, e déficit 

hídrico (Munné-Bosch et al., 2002; Yang et al., 2013; Freitas et al., 2018). Além de 

apresentarem aumento na concentração de ACC, as plantas expostas a 40 mg de F também 

apresentaram redução na condutância estomática em relação ao tratamento controle, o que pode 

indicar que a alta concentração de ACC está induzindo o fechamento estomático. Pesquisas 

anteriores relataram que este fitohormonio também reduziu a abertura dos estômatos em 

Arabidopsis (Desikan et al., 2006) e Lycopersicum esculentum (Borbély et al., 2019). 

O papel do SA e ACC nas respostas das plantas a patógenos, metais, estresse salino e 

hídrico é bem documentado. No entanto, seus efeitos diretos e indiretos nas respostas aos 

poluentes atmosféricos são raramente investigados e, portanto, são pouco compreendidos. 
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Em todas as concentrações de F utilizadas neste estudo foram observados danos a 

estrutura foliar de B. orellana, esse mesmo padrão de danos anatômicos, foi verificado em 

plantas expostas ao F em biomonitoramento ativo e passivo, e também em ambiente controlado 

(Silva et al., 2000; Louback et al., 2016; Anjos et al., 2018; Sant'Anna-Santos et al. 2021; 

Gomes et al., 2021). 

O F causa danos à planta interagindo com os componentes das membranas celulares, 

afetando a matriz lipídica e consequentemente, sua permeabilidade, prejudicando assim, sua 

função metabólica e seletiva, causando a morte da célula (Fornasiero, 2001; Kamaluddin & 

Zwiazek, 2003; Weinstein & Davison, 2003), conforme verificado no presente estudo, através 

da microscopia de luz e teste com azul de evans. Em alguns casos, esses danos celulares levam 

à formação de necrose generalizada e plasmólise (Louback et al. 2016; Anjos et al. 2018; 

Rodrigues et al. 2018a; Sant'Anna-Santos et al. 2019; Rodrigues et al. 2020a, 2020b). De acordo 

com Sant’Anna-Santos et al. (2012), em algumas espécies, as alterações anatômicas precedem 

o aparecimento de sintomas visuais, indicando assim, o valor prognóstico das análises 

microscópicas, e a importância dessas análises anatômicas nas pesquisas, por serem capazes de 

detectar a poluição de determinado ambiente, mesmo quando a exposição da planta ainda é 

insuficiente para provocar danos visuais a mesma. 

O F se move pela corrente transpiratória, e é acumulado principalmente nas regiões 

marginais e apicais da folha causando danos nesses locais (Rhimi et al., 2016; Mondal, 2017). 

Sendo assim, após 24 horas da última chuva simulada com F, nós analisamos amostras da região 

marginal de folhas sem sintoma visual, e diagnosticamos grupos celulares corados de azul, 

verificado através do teste com o reagente azul de Evans. Neste teste, o reagente infiltra apenas 

em células com a permeabilidade de membrana alterada, um sintoma típico de células mortas, 

corando-as de azul (Gaff & Okong'o-ogola, 1971). No estudo de Gomes et al., (2021) as plantas 

nativas monitoradas em uma área de preservação ambiental sob influência de poluentes 

atmosféricos não apresentaram sintomas visuais. No entanto, a partir do teste com o azul de 

Evans foi verificado que havia regiões que já apresentavam grupo de células mortas. Assim, 

ressaltamos que este é um importante teste prognóstico para detecção de morte celular, mesmo 

quando as lesões morfológicas ainda não são visualizadas (Faoro e Iriti 2005; Louback et al. 

2016; Anjos et al., 2018; Gomes et al., 2021). 

As alterações micromorfológicas encontradas nas folhas observadas ao microscópio 

eletrônico de varredura como rompimento da cera epicuticular, colapso de células epidérmicas 

formando depressões ou rompimento das células, flacidez dos tricomas glandulares e ruptura 
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de cristas estomáticas foram danos similares aos relatados por Gomes et al. (2021), também 

analisando espécies nativas do Brasil expostas ao F.  

A proliferação de hifas fúngicas torna-se algo esperado em estruturas foliares que 

tiveram a cera epicuticular erodida, como verificado neste estudo e em outras pesquisas com F 

(Sant'Anna-Santos & Azevedo, 2007; Louback et al., 2016; Anjos et al., 2018; Gomes et al., 

2021). A descamação da cera epicuticular facilita o desenvolvimento de fungos e outros 

patógenos, além de também favorecer a entrada de F nas células epidérmicas (Pascholati & 

Leite, 1995). 

  

5. CONCLUSÃO 

O flúor promoveu alterações na anatomia e nos parâmetros fisiológicos avaliados em B. 

orellana, com alterações mais pronunciadas no tratamento com 40 mg de F. Os danos à 

estrutura foliar das plantas monitoradas foram diretamente relacionados com o aumento dos 

níveis de F nestas folhas. Em adição, demostramos que os fitohormonios são responsivos à 

aplicação de F e sua avaliação deve ser encorajada em estudos futuros, suprindo a carência de 

evidências mais concretas, capazes de comprovar a atuação destas substâncias, direta ou 

indiretamente na defesa da planta. Nossos resultados indicam que B. orellana é uma espécie 

sensível ao F devido às alterações nos parâmetros metabólicos e morfoanatômicos, mesmo 

quando submetida a baixa concentração de F, sendo assim, uma espécie nativa promissora para 

uso em programas de biomonitoramento. 
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Figura 2. Sintomatologia de Bixa orellana exposta ao flúor (0, 10, 20, 40 mg F L-1) durante 6 

dias consecutivos. A, E. Tratamento controle. B, C. Manchas cloróticas esparsas intervenais 

(seta). D. Necroses intervenais e marginais (seta). F, G. Necroses entre as nervuras e na margem 

foliar (seta). H. Encarquilhamento foliar (elipse) e necroses intervenais e marginais (seta). 

Escala: 2cm. 
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Figura 8. Lâmina foliar de Bixa orellana exposta ao flúor (0, 10, 20, 40 mg F L-1) durante 6 

dias consecutivos, em microscopia de luz. A. Tratamento controle. B, C, D. Células epidérmicas 

atrofiadas (seta branca), tricoma glandular flácido (seta vermelha), laticífero plasmolisado, com 

formato alterado (asterisco vermelho), plasmólise das células do parênquima lacunoso 

(asterisco preto) e paliçádico (asterisco amarelo). E. Epiderme. PP. Parênquima Paliçádico. PL. 

Parênquima Lacunoso. La. Laticífero. TG. Tricoma Glandular. Escalas. 100 μm. 
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Figura 9. Detecção de morte celular em folhas de Bixa orellana exposta ao flúor (0, 10, 20, 40 

mg F L-1) durante 6 dias consecutivos. Teste histoquímico com Azul de Evans, em diafanização. 

A, B. Tratamento controle, note a ausência de coloração azul demonstrando reação negativa ao 

reagente. C - H. Células do mesofilo fortemente coradas pelo reagente (asterisco amarelo), 

células sadias (asterisco branco). GT. Tricoma Glandular. Escalas. A, C, E, G: 50 µm. B, D, F, 

H: 20 µm. 

 

Figura 10. Superfície abaxial foliar de Bixa orellana exposta ao flúor (0, 10, 20, 40 mg F L-1) 

durante 6 dias consecutivos, visualizada em microscopia eletrônica de varredura. A, B, C. 

Tratamento controle. D – M. Ruptura da epiderme (seta preta), cristas estomáticas rompidas 

(asterisco preto), tricomas glandulares flácidos (asterisco vermelho). FH. Proliferação de hifas 

fúngicas. EW: Cera epicuticular erodida. PC: células epidérmicas plasmolisadas. St. Estômato. 

GT. Tricoma Glandular. Escalas. A, C, D, F, G, I: 20 μm. B, H: 2 μm. E, J, L, M: 10 μm.  
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CAPÍTULO II 
 

O Urucum (Bixa orellana L.) se recupera após exposição ao poluente flúor? 

 

RESUMO 

O flúor (F) é um poluente fitotóxico, amplamente difundido, altamente reativo e não 

biodegradável no meio ambiente. Embora se saiba alguns efeitos do F nas plantas, pouco se 

sabe sobre o que acontece com as plantas na ausência do poluente em período posterior à 

exposição. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos provocados pelo F em Bixa orellana, 

85 dias após a última aplicação do poluente. As plantas foram submetidas à chuva simulada 

contendo concentrações crescentes de F (0, 20 e 40 mg/L de KF) e após o 6° dia foi interrompida 

a aplicação, ficando as plantas sob monitoramento. Durante este período, foram realizadas 

análises visuais e, ao final, foram coletadas amostras foliares para quantificação de F e 

biomassa, além de análise de trocas gasosas. No 6° dia de aplicação do F, as plantas já 

apresentavam cloroses, que foram progressivamente aumentando em extensão, e evoluindo 

para necroses até o 85° dia. Folhas adultas e jovens expostas a maior concentração de F 

apresentaram alto teor deste poluente em relação ao controle, além de redução nos valores da 

taxa fotossintética (A), condutância estomática (gs) e queda na produção de biomassa. A partir 

das respostas morfológicas e fisiológicas de B. orellana, conclui-se que o período de 85 dias 

sem exposição ao F não foi o suficiente para que a espécie pudesse se recuperar, destacando 

assim, a longevidade dos danos provocado por este poluente nas plantas. 
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1. INTRODUÇÃO 

Como consequência direta do avanço da industrialização e urbanização, a poluição do 

ar representa hoje um dos maiores problemas de saúde pública, afetando a saúde de animais e 

plantas (Davison & Weinstein, 2006; Mondal, 2017, Yepu et al., 2017). Assim, a vegetação 

próxima às áreas industriais está constantemente exposta à ação de poluentes gasosos 

fitotóxicos (Fornasiero, 2003; Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2010; Sant’Anna-Santos et al., 

2014; Louback et al., 2016; Gomes et al., 2021). 

Antropogenicamente, o F é lançado para atmosfera como resultado da atividade de 

indústrias de cerâmica, alumínio, tijolo, vidro, carvão e liberação de resíduos de produtos 

odontológicos (Weinstein & Davison, 2004; Hong et al., 2018; Ron Fuge, 2019). Quando este 

elemento se encontra no meio ambiente, ele pode ser absorvido pelas plantas de várias maneiras. 

Em solução aquosa, o F pode ser absorvido por toda a superfície foliar (Rodrigues et al., 2017; 

Anjos et al., 2018); no solo, é absorvido pelo sistema radicular (Baunthiyal e Sharma, 2014); e 

em seu estado gasoso, o F é absorvido pelas folhas através dos estômatos, sendo conduzido pelo 

mesofilo foliar através de canais de ânions presentes nas membranas plasmáticas e/ou através 

do apoplasto (Rhimi et al., 2016; Mondal, 2017; Anjos et al., 2018; Gomes et al., 2021). 

Plantas expostas ao F podem apresentar alterações que se manifestam em níveis 

fisiológicos, morfológicos e anatômicos. No interior foliar, o F pode interagir com membranas, 

proteínas e ácidos nucléicos, induzindo o estresse oxidativo que promove a formação de 

espécies reativas de oxigênio (EROs). Estas afetam a atividade de enzimas do metabolismo 

central, reduzindo as taxas fotossintéticas (Li et al., 2011; Sharma e Kaur, 2018; Rodrigues et 

al., 2020b). Além disso, o F pode reduzir o crescimento das plantas, pela inibição do 

crescimento das raízes, que reduz a absorção dos minerais, prejudicando assim, o acúmulo de 

biomassa (Elloumi et al., 2005; Barbier et al., 2010; Panda, 2015). O F ainda pode promover a 

degradação da clorofila e/ou a indisponibilidade do Mg2+, que é um importante constituinte da 

molécula de clorofila, levando ao surgimento de cloroses e necroses foliares (Fornasiero, 2003; 

Sant’Anna-Santos et al., 2014; Anjos et al., 2018; Rodrigues et al., 2018b). Danos estruturais 

também ocorrem em decorrência da ação do F, como sinuosidades e achatamento da parede 

externa das células epidérmicas e/ou ruptura da mesma, redução da lâmina foliar, deformações 

dos estômatos e tricomas, erosão das ceras epicuticulares, além de modificações celulares 

como, colapso e hipertrofia (Silva et al., 2000; Pita-Barbosa et al., 2009; Louback et al., 2016; 

Anjos et al., 2018; Rodrigues et al., 2017, 2018b; Sant'Anna-Santos et al., 2021; Gomes et al., 

2021). Por fim, o acúmulo do F nos tecidos das plantas pode causar diversos danos não só a 
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própria planta, como também aos animais, uma vez que o mesmo pode ser transferido através 

da cadeia alimentar (Valdez-Jiménez et al., 2011).  

A compreensão de como os poluentes atmosféricos afetam as espécies nativas do Brasil 

facilita a projeção de avaliação de riscos destas espécies, podendo inclusive, influenciar 

decisões políticas. Bixa orellana L. (Bixaceae) é uma espécie nativa da América do Sul e 

economicamente importante, que possui ampla ocorrência na região Amazônica brasileira 

(Prance, 1976; Rizzini & Mors, 1995; Hakuno, 2005), onde se concentra o maior polo industrial 

de alumínio da América Latina (IOS, 2008). Esta espécie recebe diversas denominações em 

todo o mundo e, no Brasil é popularmente conhecida como urucum, urucu, colorau, colorífico, 

açafroa e açafroeira-da-terra (Lorenzi, 2002; Moreira et al., 2015; Dequigiovanni et al., 2018). 

B. orellana produz bixina, um pigmento que tem se destacado nas indústrias alimentícia, têxtil, 

de tintas e de cosméticos, importante cultural e economicamente, utilizado em todo o mundo 

(Lorenzi, 2002; Lorenzi & Matos, 2008; Stringheta & Silva, 2008; Silva et al., 2009). Este 

pigmento está presente em maior quantidade em suas sementes e é secretado por laticíferos 

(Fabri & Teramoto, 2015; Rivera et al., 2016; Almeida et al., 2021).  

Embora existam alguns estudos sobre a contaminação de F em espécies próximas às 

fontes emissoras deste poluente, pouco se sabe sobre as consequências da concentração deste 

poluente nas plantas, quando cessa a emissão para a atmosfera e, consequentemente, a absorção 

pelas plantas também é interrompida. Neste contexto, o presente estudo busca revelar a 

longevidade da contaminação por F e a magnitude do impacto das indústrias emissoras de F em 

vegetações que estão frequentemente expostas a este poluente.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material botânico e condição experimental 

Mudas de Bixa orellana em estágio vegetativo, com oito meses de idade, foram 

fornecidas pelo viveiro do Instituto Estadual de Florestas (IEF), localizado no campus da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, MG. O cultivo foi realizado em vasos de 11 L, 

os quais foram preenchidos com substrato orgânico (Tropstrato HT®).  

As plantas permaneceram em ambiente controlado, em casa de vegetação durante todo 

o experimento. Todos os indivíduos foram irrigados com água deionizada em dias alternados, 

mantendo a capacidade de campo do substrato. Semanalmente, cada planta recebeu 50 ml de 

solução nutritiva de Hoagland 50% (Hoagland & Arnon, 1950).  
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A simulação da chuva contendo F ocorreu no exterior da casa de vegetação diariamente 

às 8 horas, respeitando-se o tempo de 15 min antes e depois da aplicação, para a aclimatação 

das plantas ao ambiente. O F foi aplicado na forma de uma solução de fluoreto de potássio (KF) 

preparada em água destilada (pH 6,0) (Silva et al., 2000). Para o tratamento controle, foi 

utilizado apenas água destilada (pH 6,0). A técnica de aplicação de KF simulando uma chuva, 

foi baseada no estudo de Pita-Barbosa et al. (2009), utilizando-se um pulverizador manual de 

pré-compressão. Após realização de um pré-teste de aplicação da solução nas plantas, foi 

determinado o volume de 30 ml como o suficiente para molhar toda a superfície da planta. As 

plantas foram expostas ao spray contendo flúor diariamente durante 6 dias e, a partir desse dia, 

finalizou-se a aplicação do poluente, e as plantas ficaram sob monitoramento por 85 dias.  

2.2. Determinação do teor de flúor  

Para a quantificação do flúor na matéria seca, foram coletadas folhas adultas (FA) 

(folhas totalmente expandidas desde o início do período experimental) e folhas jovens (FJ) 

(folhas que se desenvolveram após exposição ao F) dos indivíduos de todos os tratamentos, 85 

dias após a última chuva simulada. As amostras foram secas em estufa, a 65 °C, e reduzidas, 

em moinho do tipo Wiley, em partículas com dimensões inferiores a 1 mm. Logo após, alíquotas 

de 0,25 g de cada repetição foram submetidas à extração em ácido sulfúrico 0,5 M (Fialho, 

1997). A determinação potenciométrica do teor de flúor foi realizada com o uso de um eletrodo 

específico (Thermo Scientific Fluoride Ions Selective Electrode, Massachusetts, EUA) ligado 

ao aparelho analisador de íons (Orion Research Incorporated EA 920, Massachusetts, EUA). 

2.3. Avaliação dos sintomas visuais  

Durante o experimento, todas as folhas com sintomas, de cada um dos indivíduos (n=6) 

de todos tratamentos, foram fotografadas semanalmente com o objetivo de registrar o início dos 

sintomas, e a evolução das cloroses ou necroses ocasionadas pelo flúor (Silva et al., 2000; 

Louback et al., 2016; Anjos et al., 2018).  

Para a análise visual, foi considerado o grau de injúrias foliares. Para isso, foi utilizada 

uma escala (Silva et al., 2000) na qual o grau de injúria é classificado de acordo com a 

porcentagem de área foliar danificada em relação ao tamanho da folha: levemente injuriada 

(com manchas necróticas e cloróticas esparsas), moderadamente injuriada (com 30 a 50% da 

área foliar necrosada), muito injuriada (com 50 a 70% da área foliar necrosada) e extremamente 

injuriada (com mais de 70% da área foliar necrosada). 
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2.4. Avaliação de trocas gasosas  

Após 85 dias da última chuva simulada contendo F a taxa de assimilação líquida de 

CO2 (A), condutância estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci) e respiração (Rd), foram 

obtidos com o uso de um analisador portátil de gás infravermelho (LICOR Biosciences Inc., 

Nebraska, USA) equipado com câmara de fluorescência integrada (LI-6400-40, Lincoln, NE, 

USA). As medições foram realizadas em folhas completamente expandidas do 3° nó a partir do 

ápice, de todos os indivíduos de cada tratamento, sob irradiância de 1000 μmol fótons m-2 s-1, 

concentração atmosférica de CO2 de 400 μmol mol-1 e temperatura de 25°C. 

2.5. Quantificação de biomassa 

Para a quantificação de biomassa foram coletadas folhas jovens (folhas que se 

desenvolveram após exposição ao F) de todos os indivíduos dos diferentes tratamentos. As 

amostras foram submetidas a desidratação em estufa com ventilação forçada a 65°C até 

atingirem valor de massa constante. Após o processo de secagem, procedeu-se a quantificação 

da massa de matéria seca em balança analítica.  

2.6. Analise estatística 

Foram utilizadas seis unidades experimentais devidamente padronizadas para cada um 

dos três tratamentos (unidade experimental = 01 planta por vaso). Os vasos foram arranjados 

em delineamento inteiramente casualizado, e os tratamentos compostos por 0; 20 e 40 mg/L de 

KF. Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA). Quando significativos, as 

médias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade (p < 0,05), com auxílio do 

software R (R CORE TEAM, 2014). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Determinação do teor de flúor 

Após 85 dias da aplicação da última chuva simulada, os indivíduos de B. orellana 

expostos a 20 mg de F apresentaram concentração média de F nas folhas adultas (FA) de 3,7 

µg não diferindo significativamente do tratamento controle (Fig. 1B). No entanto, as FA 

expostas a 40 mg de F apresentaram uma concentração deste poluente 135% maior em relação 

ao controle (Fig. 1B). Nas folhas jovens (FJ) dos indivíduos do tratamento com 40 mg de F, a 

concentração deste poluente foi 23% maior em relação ao controle (Fig. 1A). Já as FJ dos 
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indivíduos expostos a 20 mg de F apresentaram concentração média de 2,4 µg do poluente, não 

diferindo significativamente do tratamento controle (Fig. 1A). 

3.2. Avaliação dos sintomas visuais 

Bixa orellana possui folhas classificadas como alternas, simples, inteiras, cordiformes, 

membranáceas, ápice acuminado e base cordada, pecíolo alongado, cilíndrico, apresentando 

pulvino nas porções proximal e distal (Fig.2). 

No 6° dia após exposição ao F (20 mg/F), indivíduos de Bixa orellana apresentaram 

folhas levemente injuriadas, com manchas cloróticas intervenais esparsas e necrose no ápice 

foliar (Fig. 2D). No 45° dia, a área com cloroses aumentou e em alguns pontos, as mesmas 

evoluíram para necroses. A necrose no ápice foliar também aumentou em extensão, levando ao 

encarquilhamento dessa região (Fig. 2E). Ao final do experimento no 85° dia, as folhas se 

mantiveram levemente injuriadas e as áreas cloróticas intervenais e a necrose apical não 

aumentaram em extensão (Fig. 2F). 

No 6° dia após aplicação do F na maior concentração (40 mg/F), os indivíduos de B. 

orellana apresentaram folhas levemente injuriadas, com áreas necrosadas intervenais 

esparsadas, além da margem e ápice foliar também necrosados (Fig. 2G). No 45° dia, estas 

folhas já estavam muito injuriadas, ao redor das necroses surgiram extensas áreas cloróticas que 

tomaram 70% da área foliar, e a necrose no ápice foliar levou ao encarquilhamento dessa região 

(Fig. 2H). Já no final do experimento, no 85° dia após exposição ao F, estas mesmas folhas 

estavam extremamente injuriadas, as áreas cloróticas tomaram mais de 90% da área foliar (Fig. 

2I). No tratamento controle, todas as folhas dos indivíduos apresentaram-se sadias, e se 

mantiveram assim até o final do experimento (Fig. 2A - C).  

3.3. Avaliação de trocas gasosas 

As plantas tratadas com 40 mg F L-1 após 85 dias do experimento apresentaram taxa 

fotossintética (A) de 3,3 μmol, redução de 55% nos valores, em relação ao controle. A A do 

tratamento com 20 mg F L-1 foi de 5,2 μmol e não diferiu do tratamento controle (Fig. 3A).  

A condutância estomática (gs) acompanhou a redução da taxa fotossintética nos 

tratamentos com 20 e 40 mg de F, com valores de 0,09 e 0,07 μmol. Nessas plantas, houve 

redução de 30 e 85% em relação ao controle, respectivamente (Fig. 3B). 

Os valores médios da respiração (Rd) (Fig. 3C) e concentração interna de CO2 (Ci) (Fig. 

3D) não diferiram significativamente entre o controle e as plantas tratadas com F. 
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3.4. Quantificação de biomassa 

A exposição a 20 e 40 mg F L-1 resultou em uma queda na produção de biomassa das 

plantas, que apresentaram valores de 1,5 e 1,3 g, uma redução de 44 e 51% da biomassa, 

respectivamente, quando comparado ao tratamento controle (Fig. 4). 

 

4. DISCUSSÃO 

  O presente trabalho constitui o primeiro relato acerca da longevidade da contaminação 

por F em uma espécie nativa do Brasil, após o fim da imissão desse elemento. Os sintomas 

visuais observados em B. orellana no 6° dia após exposição ao F, foram progressivamente 

aumentando em extensão, com as cloroses evoluindo para necroses, sendo que no 85° dia, em 

alguns casos, houve a perda de algumas folhas. Nota-se que o F pode ter acelerado o processo 

de senescência destas folhas expostas ao poluente, visto que as plantas do tratamento controle 

não apresentaram senescência. Cloroses são sintomas típicos da toxidez causada pelo F, e 

geralmente, essas injúrias progridem para necroses, como observado em nossa pesquisa. 

Necroses e cloroses estão relacionadas à redução de pigmentos fotossintetizantes nas folhas, 

decorrente da degradação ou inibição da biossíntese pelo F (Fornasiero, 2001; Weinstein & 

Davison, 2003; Rodrigues et al., 2018a; Stepec et al., 2019; Rodrigues et al., 2020). Neste 

trabalho, as folhas com extensas formações necróticas não se recuperaram e foram eliminadas 

pela planta. 

Estudos que relatem a contaminação do F a longo prazo nas plantas são escassos. 

Brougham et al. (2013) avaliaram os impactos a longo prazo da poluição por F em algumas 

folhas e líquens, estes, foram coletados para monitorar as mudanças no teor de F durante um 

período de 15 meses. Os resultados mostraram que as concentrações de F na vegetação 

diminuíram pronunciadamente após 8 meses, evidenciando a longevidade da contaminação 

pelo poluente e corroborando com os dados aqui apresentados sobre a contaminação por F. 

Em nosso monitoramento foi observado que as folhas jovens (FJ) e folhas adultas (FA) 

do tratamento com 20 mg de F, não apresentaram acúmulo considerável do poluente. No 

entanto, as FA e FJ expostas a 40 mg de F apresentaram uma concentração deste poluente 135% 

e 23% maior em relação ao controle, respectivamente. Em seu estado gasoso, o F atinge os 

tecidos foliares, principalmente através dos estômatos e, no mesofilo, migra com a corrente 

transpiratória para as margens foliares (Arndt et al., 1995). De acordo com Ledbetter et al. 

(1960), depois que o F se acumula nas plantas, há pouca ou nenhuma translocação adicional de 

folha para folha e para outros órgãos da planta, como caules e raízes. No entanto, nosso estudo 
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indica que o F concentrado nas FA do tratamento com 40 mg de F foi transportado, mesmo que 

em pequena quantidade, para as FJ destas plantas, visto que essas folhas se desenvolveram após 

exposição ao F. Nota-se assim, que ainda há controvérsia sobre a translocação desse poluente 

dentro da planta.  

O F pode ativar enzimas que degradam pigmentos fotossintéticos, ou ainda inibir a 

biossíntese dessas moléculas e, por consequência, reduzir a fotossíntese (Li et al., 2011). Além 

disso, reduções nas taxas fotossintéticas podem ocorrer devido às restrições à difusão de CO2 

pela redução da condutância estomática (Weinstein & Davison, 2003), sem que haja degradação 

ou limitação na produção dos pigmentos relacionados a fotossíntese (Kamaluddin & Zwiazek, 

2003). Danos observados na estrutura dos estômatos em plantas de B. orellana (Cap. 1) podem 

modificar as taxas fotossintéticas, assim como observado anteriormente em outras espécies 

(Baunthiyal et al., 2014; Jafari et al., 2016; Sant'Anna-Santos et al., 2021; Gomes et al., 2021). 

Em nossa pesquisa, plantas tratadas com 40 mg F L-1 apresentaram redução nos valores da taxa 

fotossintética (A) e condutância estomática (gs) em relação ao controle. A A do tratamento com 

20 mg F L-1 não diferiu do tratamento controle, no entanto, a gs foi reduzida.  

O efeito do F no crescimento de B. orellana foi mensurado pela determinação da 

biomassa seca das folhas novas que surgiram após exposição das plantas ao F. Este poluente 

promoveu uma queda na produção de biomassa em todos tratamentos que o continham. A 

redução do crescimento das plantas é uma resposta comum ao estresse induzido por F. Assim, 

nota-se, que mesmo após 85 dias decorridos da exposição ao poluente, as plantas ainda 

apresentavam crescimento reduzido quando comparado ao controle. O F pode reduzir a 

capacidade fotossintética reduzindo, assim, a alocação de carbono, causando alterações no 

crescimento das plantas. De acordo com Yang et al. (2015) o F reduz o comprimento da raiz e 

a produção de biomassa da raiz e parte aérea de Arabidopsis thaliana. Reduções na produção 

de biomassa também foram observadas por outros autores anteriormente em Coffea arabica, 

Tibouchina pulchra e Amygdalis communi expostas ao poluente (Elloumi et al., 2005; Furlan 

et al., 2007; Mesquita et al., 2011).  

 

5. CONCLUSÃO 

Os dados apresentados neste trabalho são inéditos, e enfatizam a sensibilidade da 

espécie ao F, e os impactos duradouros da exposição ao poluente, pois estudos que relatem a 

contaminação do F a longo prazo nas plantas são escassos, não existindo pesquisas que 

investiguem as concentrações de F pós-emissão com espécies nativas brasileiras.  
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Analisando os dados morfológicos e fisiológicos de B. orellana apresentados em nossa 

pesquisa, podemos inferir que o período de 85 dias sem exposição ao F, para plantas que foram 

submetidas a 40 mg F L-1, não foi o suficiente para que a espécie pudesse se recuperar. No 

entanto, as plantas do tratamento com 20 mg F L-1 não apresentaram grandes alterações 

morfológicas e fisiológicas após 85 dias, indicando uma tolerância e/ou adaptação ao estresse 

causado pelo F. Evidenciamos ainda, que, de alguma forma, esse poluente foi eliminado ou 

compartimentalizado nas plantas desse tratamento, visto que foram diagnosticados sintomas 

morfológicos de toxidez causada pelo F nestas plantas.  
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Figura 1. Teor de flúor em folhas jovens e adultas de Bixa orellana submetida a diferentes 

concentrações do poluente e coletadas após 85 dias da aplicação da chuva simulada. Médias 

seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade. Barras verticais indicam o erro padrão (n=4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  

70 

 

 

Figura 2. Sintomatologia de Bixa orellana após exposição ao flúor (0, 20, 40 mg F L-1). A, B, 

C. Tratamento controle. D, E, F. Manchas cloróticas esparsas intervenais (seta) e 

encarquilhamento da margem e ápice foliar (elipse). G, H, I. Necroses intervenais e marginais 

(seta) e encarquilhamento do ápice foliar (elipse). Escala: 2cm. 
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Figura 3. Parâmetros fotossintéticos avaliados em folhas de Bixa orellana submetida a 

diferentes concentrações de F, após 85 dias da aplicação da chuva simulada. A. Assimilação de 

CO2 (A). B. Condutância estomática (gs). C. Respiração (Rd). D. Concentração interna de CO2 

(Ci). Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente entre si, pelo teste 

Tukey a 5% de probabilidade. Barras verticais indicam o erro padrão (n=4).  
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Figura 4. Massa de matéria seca das folhas jovens de indivíduos de Bixa orellana que foram 

submetidos a diferentes concentrações de F, após 85 dias da aplicação da chuva simulada. 

Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey 

a 5% de probabilidade. Barras verticais indicam o erro padrão (n=4).  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 Nossos resultados sugerem que Bixa orellana é uma espécie sensível ao flúor devido as 

alterações observadas em sua morfoanatomia e metabolismo. Os danos microscópicos 

observados em suas folhas são semelhantes aos observados em muitas outras espécies, 

constituindo-se excelentes indicadores para a poluição por F. Dentre as concentrações de F 

utilizadas, a de 40 mg F L-1 foi a que gerou mais danos para a espécie, mesmo após o fim da 

exposição ao poluente. As plantas submetidas a 10 e 20 mg F L-1 também acumularam altas 

concentrações do poluente, mas não apresentaram grandes alterações anatômicas e fisiológicas.  

Nossos dados demostram que os fitohormonios respondem ao estresse causado pelo 

poluente, configurando em uma análise inédita e importante para traçar os meios de autodefesa 

da planta. Concluímos que após 85 dias sem exposição ao F, a espécie ainda não pôde se 

recuperar dos danos provocado pelo poluente, e que devido as alterações visuais observadas, B. 

orellana é uma espécie fitoindicadora promissora em estudos de biomonitoramento de F no 

ambiente.  

 
 
 
 
 

 


