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RESUMO

Testes histoquimicos e analises morfoanatdmicas sdo importantes para se avaliar o potencial fitorremediador
de uma espécie para um determinado contaminante. No presente trabalho, avaliou-se o efeito do fluoreto nas
folhas e raizes de Eichhornia crassipes, quando do tratamento em sistemas alagados construidos. O resultado
dos testes histoquimicos identificou maior acimulo de amido nas raizes como resposta ao estresse promovido
pelas altas concentragdes de F. Houve diferenca no acimulo de amido entre os SACs operados sob TRH de 2
e 5 dias sem a auxina para os leitos sob TRH 2 e 5 dias com a auxina, ao passo que para os leitos de 10 dias
ndo se observou diferenga significativa. A exposi¢do ao fluoreto resultou em reducdo no comprimento de
raizes e perda de células da epiderme, exoderme e parénquima de preenchimento, deixando o aerénquima
exposto. Além disso, as células do aerénquima apresentaram formato alterado quando comparadas com o
controle. Apesar destes danos, E. crassipes apresentou bom potencial fitorremediador e, em paralelo, os
sistemas alagados construidos elevadas apresentaram altas taxas de remocao de fluoreto.

PALAVRAS-CHAVE: Fluoreto, Fitorremediacdo, Potencial Fitorremediador, Aguapé, Analises
morfoanatémicas, testes histoquimicos.

INTRODUCAO

A é4gua tem uma alta capacidade de dissolucdo e transporte e pode solubilizar um grande nimero de
substancias, seja na superficie ou no subsolo. As propriedades da &gua podem ser alteradas por processos
naturais ou intervencdo humana, podendo afetar determinados usos.

Poluentes inorganicos presentes na dgua ndo sdo degradados, mas podem ser estabilizados ou sequestrados nos
tecidos de plantas que serdo tratadas posteriormente, esse processo € denominado fitorremediacdo (LAMEGO;
VIDAL, 2007). A fitoextracdo e a fitofiltracdo sdo mecanismos de fitorremediacdo, em que tem como
principio o acimulo de compostos inorganicos nos tecidos das plantas e o uso de raizes de plantas para
absorver ou adsorver poluentes dos fluxos de dguas. Para o seu uso é desejavel que as plantas usadas possuam
taxa de crescimento rapido, alta biomassa, sistema radicular extensivo e capacidade de tolerar grandes
quantidades do composto desejavel (PADMAVATHIAMMA,; L1, 2007).

Os sistemas alagados construidos (SACs) sdo tecnologias de tratamento de aguas residudrias que utilizam os
mecanismos fisicos de tratamento, como sedimentacdo e adsorcéo, e biol6gicos, como a biorremediacdo e
fitorremediacdo (MATOS; MATOS, 2017). Uma forma de otimizar esse sistema é aplicando fitormonios. De
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acordo com FAROOQ et al. (2015) os fitormbnios, produzidos pelas plantas, controlam ou regulam a
germinacdo, o crescimento, 0 metabolismo e podem aliviar os efeitos toxicos de contaminantes no crescimento
das plantas. Auxina é o hormdnio de crescimento natural mais abundante.

O objetivo de realizar os testes histoquimicos e as analises morfoanatémicos é compreender 0s mecanismos
utilizados pelas plantas para se adaptarem a presenca do poluente, dessa forma é possivel conhecer o potencial
fitorremediador da planta (OKSANEN; KONTUNEN-SOPPELA, 2021).

Em niveis elevados, o fluoreto se torna um problema preocupante de sadde publica, podendo causar fluorose
dental e 6ssea em criangas e adultos (HELLER; PADUA, 2006). O fluoreto é presente na agua devido ao
intemperismo de rochas contendo minerais com fluoreto em sua composi¢do ou o langamento de efluentes
liquidos contendo alto teores desse ion. Esses ions podem ser removidos de ambientes contaminados por meio
da fitorremediacdo. O fluoreto é um ion fitotoxico capaz de causar estresse a planta, ou seja, traz um fator
ambiental desfavoravel as condicdes 6timas para a vida dessa planta, podendo causar mudancgas e respostas
nos niveis funcionais do organismo (JALAL; LI, 2023).

O presente trabalho teve como intuito avaliar o potencial fitorremediador da macréfita Eichhornia crassipes
em escala demonstrativa para remover fluoreto de dguas contaminadas, avaliando os efeitos fitotdéxicos na
morfoanatomia da raiz da planta e por meio de testes histoquimicos.

OBJETIVOS

Investigar os efeitos do fluoreto nas plantas Eichhornia crassipes (aguapé) utilizadas nos Sistemas Alagados
Construidos, para fitorremediacdo de 4guas contaminadas. Tendo como objetivos especificos: Realizar estudo
morfoanatémico para identificar o comportamento da planta na presenca do fluoreto e com a presenca da
auxina; realizar testes histoquimicos para obter os possiveis estresses que a planta pode estar tendo com o
poluente e se a presenca aplicagdo do horménio alivia esse estresse.

METODOLOGIA UTILIZADA

Os sistemas foram construidos em tanques de fibra de vidro, com dimensdes em metros: 2x0,5x0,6
(comprimento X largura X profundidade). O meio suporte, preenchido por brita n° 0, possuia altura de 0,25 m
e lamina de &agua atingia 0,2 m. A planta utilizada foi a espécie Eichhornia crassipes (aguapé). O
abastecimento foi realizado por bombas dosadoras, contendo &gua, fluoreto com concentragéo de 15 mg L-1 e,
para os leitos com aplicacdo de auxina, concentragdo de 2,5 UM.

Os aguapés foram plantados nos leitos dos SACs, resultando numa densidade de plantio de 26 plantas por
metro quadrado em cada sistema. Aclimatacdo foi feita em solugdo nutritiva de Clark (25%) por 30 dias.
Foram utilizados 9 leitos, sendo divididos da seguinte forma: sem plantas, com plantas e sem aplicacéo de
horm6nio e com plantas e aplicacdo de horménio. Em cada forma de tratamento havia leito com diferentes
tempos de retencédo hidraulica (TRH), sendo eles de 2, 5 e 10 dias. Além desses, foi destinado uma caixa de
agua de 1000 L de volume para as plantas do controle (sem aplicacéo do fluoreto).

Para as andlises anatdmicas foram coletadas amostras de raizes a 3 cm do apice radicular aproximadamente, de
trés individuos de cada tratamento. As amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido, &cido acético e
etanol (FAA 50%) (Johansen, 1940) e, posteriormente, o material foi desidratado em série etilica crescente e
incluido em historresina glicol-metacrilato, de acordo com Gerrits (1964). Cortes transversais com 5 um de
espessura foram realizados com auxilio de um micr6tomo rotativo de avanco automatico (RM2265, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA) e corados em Azul de Toluidina (pH=4,0) (O’Brien & McCully , 1981).
As laminas permanentes foram montadas em Permount. As imagens foram capturadas em microscépio de luz
(modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japdo) com sistema de captura de imagens (Axio
Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha), localizado no Laboratdrio de Anatomia Vegetal
da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
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Para os testes histoquimicos foram realizados cortes a méo livre com auxilio de 1amina de ago inoxidavel para
obtencdo de secgdes transversais das raizes de todos os tratamentos e do controle, as amostras obtidas foram
testadas com trés reagentes: cloreto férrico de acordo metodologia de Johansen (1940) para compostos
fenolicos ndo estruturais, azul de toluidina (O’Brien et al. 1964) para compostos fendlicos estruturais e ndo
estruturais, e reagente de lugol (Johansen 1940) para detec¢do de amido. Um microscopio AX70 Zeiss
AxionVision 1388x1040 com cadmera acoplada foi utilizado para anélise e obtencdo de imagens das amostras
submetidas ao processamento anatdmico e histoquimico.

RESULTADOS OBTIDOS

Os testes histoquimicos realizados foram para identificar amido, composto fenélico e danos nas raizes. Nas
figuras 9 e 10 sdo apresentados os resultados das I[dminas obtidas pelos testes.

Controle

L1

L2

L3

fendlico (setas); C, E, G, I. Graos de amido (circulos brancos); D-G. Danos no tecido vascular (elipses
vermelhas). Escalas: A, C-1 (100um); B (50um).
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Controle

L4

L5

L6

Figura 2: Testes histoquimicos nas raizes de Eichhornia crassipes: A-B, D, F, H. Células com composto
fenolico (setas); C, E, G, I. Gréos de amido (circulos brancos). Escalas: A, C-I (100um); B (50pum).

Tanto no controle (Fig. 9A-B e 10A-B) como nos demais tratamentos (Fig. 9D, F, H e 10D, F, H) foi
observado a presenca de células no tecido vascular contendo compostos fendlicos ndo estruturais em seu
interior, porém ndo foi observado alteragdo expressiva para obtencdo de uma correlagdo entre a producéo deste

composto nos individuos submetidos ao estresse com e sem auxina e o controle.

Na andlise com lugol foi observado a presenca de amido acumulado tanto nas raizes do controle (9C e 10C)
como nos demais tratamentos, no entanto os individuos submetidos ao estresse de fluoreto acumularam mais
amido em suas raizes (9E, G, | e 10E, 1), com excecdo do leito com plantas e auxina (L5) em que o acumulo

de amido se assemelha ao leito controle.

Ainda foi observada a presenca de danos no tecido vascular (Fig. 9D-G) nos individuos dos leitos 1 e 2. Esse
resultado ndo aconteceu em nos leitos de 10 dias sem a auxina e em nenhum outro com a auxina (L3, L4, L5 e
L6).
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Para a analise dos danos morfoanatdmicos foram selecionados os leitos de tempo de retengdo hidraulica de 10

dias sem a adicdo de auxina e o leito com tempo de retencdo hidraulica de 10 dias com a adi¢do de horménio
auxina. Para essa andlise foi coletada somente a raiz das plantas, por esperar que o dano fosse causado na
regido do contato do fluoreto com a raiz, por onde ele é absorvido pelas plantas.
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Controle

Figura 3: Raiz de Eichhornia crassipes exposta a sistema contendo fluoreto (15 mg/L). A, D, G.
Sintomatologia visual. A. Controle. D. L3: Tratamento com fluoreto. 10 dias sem auxina. G. L6:
Tratamento com fluoreto. 10 dias com auxina. B, C, E, F, H, I. Cortes transversais em microscopia de
luz. B, C. Controle. E, F. L3: Tratamento com fluoreto. 10 dias sem auxina. H, I. L6: Tratamento com
fluoreto. 10 dias com auxina. E, F. Perda das células epidérmicas (elipse). H, 1. Perda das células da
epiderme, exoderme e parénquima de preenchimento (elipse). Células do aerénquima com formato
alterado (estrela). Ep. Epiderme. Ex. Exoderme. Pp. Parénquima de preenchimento. Ae. Aerénquima.
RI. Raiz lateral. En. Endoderme. Pe. Periciclo. Fl. Floema. Xi. Xilema. Pm. Parénquima medular.
Escalas: A, D, G=2cm. B, C, E, F, H, I=100pm.

A sintomatologia visual das raizes de E. crassipes consistiu em reducdo no comprimento deste 6rgdo, nas
plantas que estavam expostas ao fluoreto (Fig. 11D, G). O tratamento controle ndo apresentou reducdo no
crescimento das raizes.

Em microscopia de luz os danos encontrados em plantas expostas ao fluoreto incluiram perda das células
epidérmicas (Fig. 11E, F, H, | — Fig. 12C - H), além da perda de células da exoderme e parénquima de
preenchimento, deixando o aerénquima exposto (Fig. 13H, I). Além disso, as células do aerénquima
apresentaram formato alterado (Fig. 11H, I - Fig. 12E, F) quando comparadas com o controle.
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A epiderme é o primeiro tecido a entrar em contato com a solucdo contaminada, estando entre os primeiros
tecidos a sentir os sintomas fitotoxico causados pelo fluoreto (Castro et al., 2009). Dessa forma, € esperado
que houvessem danos nesse tecido.

ANALISE E DISCUSSOES DOS RESULTADOS

Um mecanismo das plantas a se adaptarem a um ambiente adverso, sob estresse, é o acimulo de amido, fonte
de energia. O fluoreto causou um estresse na planta e como resposta ela acumulou mais amido, podendo ter
deixado de investir em crescimento vegetativo e reprodutivo para acumular reserva.

H& uma evidente diferenca no acumulo de amido dos leitos de 2 e 5 dias sem a auxina (L1 e L2) para os leitos
de 2 e 5 dias com a auxina (L4 e L5). Isso se deve a elevada carga de poluente que todos esses sistemas estdo
recebendo, porém, a auxina causa um alivio no estresse que as plantas do leito 4 e 5 estdo sofrendo por conta
desse poluente. O leito de 5 dias com a auxina (L5) apresentou os melhores resultados, estando muito
préximos as plantas do controle, apesar de estarem submetidos a uma carga de poluente elevada. Esse
resultado é condizente com as eficiéncias atingidas pelos leitos. J& os leitos de 10 dias com e sem auxina ndo
tiveram diferenca significativa entre si e pouca diferenca com o controle, isso ocorre devido a baixa carga do
poluente e de hormonio auxina que entram no sistema por dia.

Os danos no tecido vascular (Fig. 9D-G) nos individuos dos leitos 1 e 2 (L1 e L2). Esse resultado ndo
aconteceu em nos leitos de 10 dias sem a auxina e em nenhum outro com a auxina (L3, L4, L5 e L6). Pode se
presumir que isso ocorre devido a elevada carga e falta do hormdnio para essas plantas. E provavel que a
auxina esta ajudando a aliviar o estresse das plantas, e no leito de 10 dias sem auxina (L3) a carga é menor,
por isso ndo foi observado dano.

FAROOQ et al. (2015) estudaram o efeito do cddmio nas plantas. Foi observado que o estresse de cddmio
causa a degradagdo da auxina nativa. Concentracdes mais altas de cadmio produzem espécies reativas ao
oxigénio, que ativam as oxidases de auxina. E possivel que o fluoreto esteja atrapalhando a produgéo natural
da auxina pela planta assim como ocorre em areas contaminadas por cadmio. Porém é necessario que haja
maiores estudos para entender como a aplicagdo de auxina ajuda a planta a reduzir os efeitos deletérios do
poluente e se realmente o fluoreto est4 causando a reducdo da auxina natural pelas plantas.

Uma caracteristica que indica o potencial fitorremediador do E. crassipes € a propor¢do de aerénquima na raiz
ndo ter sido alterada. A proporcéo de aerénquima na raiz é uma caracteristica essencial para as plantas que
estdo em ambiente aquatico (Pereira et al., 2008, 2010; Souza et al., 2009).

CONCLUSOES

O estresse provocado pelo fluoreto nas plantas implicou em acumulo de amido nas raizes nos leitos que
apresentavam alta carga de entrada do poluente. A aplicacdo do horménio auxina auxiliou no alivio do estresse
causado, sendo comprovado pelo menor acimulo de amido obtido nesses leitos. Ademais foram ligeiramente
mais eficientes na remocao do fluoreto e mantiveram remocao elevada por maiores periodos, podendo afirmar
que houve uma otimizac&o do sistema.

A exposi¢do ao fluoreto resultou em reducdo no comprimento de raizes e perda de células da epiderme,
exoderme e parénquima de preenchimento, deixando o aerénquima exposto. Além disso, as células do
aerénquima apresentaram formato alterado quando comparadas com o controle. Apesar desses danos, o aguapé
utilizou de mecanismos adaptativos como o acumulo de amido e a redugdo do crescimento com o objetivo de
se manter vivo. Dessa forma, foi possivel concluir que o aguapé apresenta um alto potencial como espécie
fitorremediadora.

ABES - Associagdao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7



/3\2230{“\555/0\ DA ABES

E2A- et e e e ABES

A tecnologia se apresenta como alternativa eficiente e vidvel economicamente, podendo ser utilizada por
industrias que apresentam efluentes com alta carga de fluoreto, como industrias de ceramica e siderurgicas.
Pode ser utilizada também por estacdes de tratamento de agua que captam agua com elevada concentracdo de
fluoreto, situagdo ocorrente em muitas aguas subterraneas.
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