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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da simulagdo de chuvas
acida e fluoretada, separadamente, sobre as folhas de Plinia cauliflora e
Cupania vernalis, avaliando alteragbes na morfologia, na ultraestrutura ¢ na
fluorescéncia da clorofila a, além de analisar o teor de flior na matéria seca das
folhas dessas espécies, visando fornecer subsidios para o uso dessas plantas no
biomonitoramento em ambiente contaminado por esses poluentes. Para o
bioensaio da simula¢do de chuva acida, mudas de P. cauliflora e C. vernalis
foram submetidas a chuvas simuladas com pH 6,0 (controle) e pH 3,0
(tratamento) por 15 minutos durante 10 dias consecutivos. De forma
semelhante, no bioensaio de simulacdo de chuva fluoretada mudas de P.
cauliflora e C. vernalis foram submetidas a chuvas simuladas contendo 0, 10, 15
e 20 mg L' de KF por 15 minutos durante 10 dias consecutivos. Durante o
experimento, foi avaliada a fluorescéncia da clorofila a, no escuro e no claro e,
ao final das simulagdes foram coletadas folhas para quantificagdo do teor de F
na massa seca, além de folhas e fragmentos foliares para andlises em
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Nao foram detectadas
alteracOes na espessura de nenhum dos tecidos de P. caulifora e C. vernalis apds
os bioensaios. Apds o término dos experimentos, apenas P. caulifloraapresentou
clorose e manchas necrdticas na borda de algumas folhas quando expostas a
simulagdo de chuva acida e apenas C. vernalis apresentou clorosena simulagédo
da chuva fluoretada, sendo o dano mais acentuado nas concentragdes de 15 e 20
mg L' de KF. A nivel ultraestruturalforam detectadas erosio e formagido de
placas de cera epicuticular, além da colonizagdo da superficie foliar por hifas
fingicas nos dois bioensaios em ambas as espécies. As chuvas acida e
fluoretada, ndo afetaram significativamente nenhuma das caracteristicas de
fluorescéncia da clorofila a avaliadas em P. cauliflora. Ja C. vernalis apresentou
reducdo no rendimento quantico potencial do FSII (Fv/Fm) para ambos os
bioensaios. E ainda na simulag@o da chuva fluoretada foi observado aumento do
coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) nas maiores concentra¢des de
KF. Ambas as espécies acumularam teor de fluor em seus tecidose todos os
tratamentos diferiram entre si. Esses resultados demonstram que P. cauliflora e
C. vernalis apresentam potencial para serem utilizadas como biosensorda
presenca de chuvas acida e fluoretada, ou como indicadores ecoldgicos por
bioacumulagdo da presenga de flior na atmosfera. A espécie P. cauliflora, por
ser mais resistente ao fliior, é promissora para ser utilizada em areas impactadas
por esse tipo de poluicao.

Palavras-chave: Plinia cauliflora. Cupania vernalis. Chuva &cida. Chuva
fluoretada.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of simulated rain, acid and with

fluoride, separately, on leaves of Plinia cauliflora and Cupania vernalis,
assessing alterations in morphology, ultrastructure and chlorophyll a
fluorescence, besides analyzing the content of fluoride in dry leaves of these
species, in order to provide subsidies for the use of these plants in the
biomonitoring of environments contaminated by these pollutants. For the
simulated acid rain bioassay, seedlings of P. cauliflora and C. vernalis were
exposed to simulated rain at pH 6.0 (control) and pH 3.0 (treatment) for 15
minutes during 10 consecutive days. Similarly, for the bioassay of simulated
fluoridated rain, seedlings of P. cauliflora and C. vernalis were exposed to
simulated rain containing 0, 10, 15 and 20 mg L™ of KF for 15 minutes during
10 consecutive days. During the experiment, it was evaluated the fluorescence of
chlorophyll a, in the dark and light and, at the end of the simulations, leaves
were collected to quantify the content of F in the dry mass; leaves and leaf
fragments were also colected for analysis by light microscopy and scanning
electron microscopy. No changes were detected in the thickness of any tissues P.
caulifora and C. vernalis after the simulation of the both bioassays. After the
end of experiment, only P. cauliflora presented chlorosis and necrotic spots on
the edge of some leaves when exposed to simulated acid rain and only the C.
vernalis presented chlorosis simulation of fluoridated rain, the damage being
more accentuate at concentrations 15 and 20 mg L™ KF. At the ultrastructural
level, erosion and formation of epicuticular wax were detected, as well as leaf
surface colonization by fungal hyphae in the two bioassays in both species.
After the end of the simulations, it was possible to verify that the both simulated
rain, did not significantly affect any of the evaluated characteristics of
chlorophyll a fluorescence in P. cauliflora. Nevertheless, for C. vernalis, it was
detected a reduction in the potential quantum yield of PSII (Fv/Fm), for both
bioassays. For the simulation of fluoridated rain, it was observed increase in the
coefficient of non-photochemical quenching (NPQ) in the highest concentrations
of KF. Both species accumulated fluoride content in their tissues and all
treatments differed from each other. These results demonstrate that P. cauliflora
and C. vernalis present potential to be used as biosensors for monitoring the
occurrence of rain, acid and with fluoride or like as ecological indicators by
bioaccumulation of fluoride in the atmosphere. The species P. cauliflora, which
has shown to be more resistant to fluoride is promising to be used in areas
impacted by this type of pollution.

Keywords: Plinia cauliflora. Cupania vernalis. Acid rain. Fluoridated rain.
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1 INTRODUCAO

O avango da urbanizagdo e industrializacdo desde a Revolugao Industrial
no séc. XVIII tem contribuido significativamente com o aumento da polui¢do
atmosférica. A contaminag¢do do ar por poluentes tem sido tema de grande
interesse nas conferéncias mundiais sobre o meio ambiente e no meio cientifico
nas ultimas décadas, pois as concentragdes elevadas desses poluentes
representam risco para a saude humana e danificam a flora e a fauna (KLUMPP
et al., 2001).

Um dos principais poluentes atmosféricos sdo os o6xidos de enxofre e
nitrogénio lancados por veiculos automotores e diversas inddstrias que utilizam
o carvao como combustivel (SINGH; AGRAWAL, 2008). Esses compostos
reagem com a umidade do ar originando acidos sulftrico e nitrico, tornando
acida a 4gua da chuva (COWLING; LINTHURST, 1981). A chuva é&cida
provoca diversos danos as plantas, entre eles destacam-se: reducdo ou estimulo
no crescimento, inibicdo da germinagdo de sementes, remocdo da cera
epicuticular e de constituintes da cuticula, alteragdes nas trocas gasosas e taxas
respiratorias, redu¢do dos teores de clorofilas a e b bem como da taxa
fotossintética, aumento na lixiviagdo de nutrientes, clorose e necrose foliar,
dentre outros (EVANS, 1984; KOZLOWSKI, 1980; PERCY, 1986).

Outro poluente que merece destaque é o fluor, que é encontrado na
atmosfera principalmente sob a forma de 4cido fluoridrico (HF) e outras formas
de fluoretos gasosos. Esse elemento ¢ emitido por industrias de fertilizantes e na
producdo de aluminio, tijolo, vidro e aco inoxidavel (DOBBS, 1974;
FORNASIERO, 2001). O flior apresenta grande fitotoxicidade (SMITH;
HODGE, 1979) e pode causar injurias em concentragdes atmosféricas 10 a 1000

vezes menores que outros poluentes (WEINSTEIN, 1977).
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Algumas plantas sdo particularmente suscetiveis a polui¢do, enquanto
outras podem acumular os poluentes em altas concentragdes em seus tecidos
sem que sintomas visiveis sejam observados (ARNDT; FLORES; WEINSTEIN,
1995; KOZLOWSKI 1980; MUDD; KOZLOWSKI 1975). As diferentes
respostas fisioldgicas e anatdmicas apresentadas pelas plantas quando expostas
aos poluentes atmosféricos, sugerem que algumas espécies vegetais podem ser
utilizadas como bioindicadoras da qualidade do ar (SILVA et al., 2000).

Sabe-se que a folha das plantas é o 6rgdo mais sujeito a influéncia de
poluentes atmosféricos e alguns pardmetros podem ser utilizados para qualificar
e quantificar esses efeitos, como lesdes foliares, percentagem de folhas
injuriadas, area foliar necrosada, crescimento, taxa fotossintética e respiragdo,
conteudo de clorofila no tecido foliar e acamulo de poluentes (PRADO FILHO,
1993).

Desde a década de 80 tem-se desenvolvido estudos com plantas visando
verificar o seu potencial bioindicador ou entender seus mecanismos de tolerancia
frente a poluicdo atmosférica por meio da avaliacdo das alteracdes morfologicas
(externa e interna), fisiologicas e bioquimicas (KOZLOWSKI, 1980). No final
da década de 90, a Unido Europeia lancou um programa de avaliagdo da
qualidade do ar usando plantas bioindicadoras (EuroBionet), principalmente
espécies herbaceas. Essas eram cultivadas e expostas a diferentes poluentes e
apds essa exposicdo, eram avaliadas as respostas morfoanatomicas e
quantificado o teor do poluente nos seus tecidos e entdo eram feitas inferéncias
em relagdo a qualidade do ar no local (KLUMPP et al., 2001).

Apesar dos esforgos, ainda pouco se sabe sobre as respostas de plantas
arboreas tropicais quando expostas a poluentes atmosféricos. Com isso, o
objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial bioindicador das espécies

tropicais Plinia cauliflora e Cupania vernalismediante a simulagdo de chuvas
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acida e fluoretada. Dentro desse objetivo geral, o trabalho visou ainda os

seguintes objetivos especificos:

a)

b)

verificar as alteragdes na estrutura morfoldgica, externa e interna, e
ultraestrutural das folhas das espécies estudadas;

avaliar o efeito dos poluentes sobre caracteristicas da fluorescéncia
da clorofila a nas espécies;

determinar a concentragdo de flior acumulada nas folhas de P.

cauliflora e C. vernalis apds a exposi¢do a chuva fluoretada.

Para alcancar os objetivos, algumas hipoteses foram levantadas. P.

cauliflora e C. vernalis apresentam:

a)

b)

modificagdes estruturais e ecofisioldgicas quando expostas a chuva
acida;

modificagdes estruturais e ecofisiologicas quando expostasa chuva
fluoretada e essas modificagdes sdo diretamente proporcionais a
concentragdo de flior na chuva;

acumulo significativo de fltior em seus tecidos quando expostas a
chuva fluoretada, sendo tolerantess a esses tipos de poluicdo
atmosférica, podendo ser utilizadas em programas de restauragdo de

areas impactadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Poluicéo atmosférica

A poluicdo do ar ¢ a introdugdo na atmosfera de compostos quimicos
(organicos ou inorgénicos), materiais particulados, liquido em suspensdo,
material bioldgico ou energia que causam prejuizo ao meio ambiente e
desconforto a satide dos seres humanos (ODILARA et al., 2006).

Os poluentes atmosféricos sdo classificados em poluentes primarios, que
sdo0 aqueles emitidos diretoda fonte poluidora, como por exemplo, os 6xidos de
enxofre e gas fluoridrico, e poluentes secundarios, que sdo formados a partir de
reacdes dos poluentes primarios com constituintes da atmosfera,como a chuva
acida, formada a partir da reacdo entre os 6xidos de enxofre ou nitrogénio com
moléculas de agua (BAIRD, 2002).

Apesar de muitos compostos potencialmente poluidores serem
encontrados na atmosfera naturalmente, é por meio de atividades antropicas que
a concentragdo dos mesmos vem aumentando e assim tornando prejudicial ao
ambiente e aos seres humanos. A poluicdo do aré influenciadapor quatro
fatoresprincipais: expansadodaindustrializacdodas cidades, aumento do trafego de
veiculos automotores, rapido desenvolvimento econdmicoe maiorconsumo de
energia (WAGH et al., 2006).

Em termos de saide publica, os poluentes atmosféricos tém
efeitosagudos e cronicosna satide humana, afetando diferentes sistemase
orgdos.Os efeitos variamdesde uma pequena irritacdo respiratoriaadoencas
cardiacas,cancer de pulmio, infeccdes respiratorias agudas em criangase
bronquite cronicaem adultos. Além disso, exposicdes de curto e longo
prazotambém t€m sido associadascoma mortalidade prematurae a uma

expectativa de vidareduzida (KAMPA; CASTANAS, 2008).
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No meio ambiente, a polui¢do atmosférica traz diversos prejuizos como
as alteragdes climaticas devido ao aquecimento global, a destruicdo da camada
de ozdnio, a acidificagdo de solos e corpos-d’agua, a destruicdo de construcdes,
os danos a flora e fauna, entre outros (KLUMPP et al., 2001; SINGH;
AGRAWAL, 2008; WAGH et al., 20006).

2.1.1 Chuva &cida

A chuva acidaé um dos problemasambientais mais gravesoriundos da
poluicdo do ar, pois caracteriza-se como um problema global e ndo local,
afetando imensas areas devido a dispersdo dos poluentes pelas massas de ar
(SCHINDLER, 1988) .

Chuva acida ¢ um termo amploque descrevevarias maneiras através das
quais o acidocai na superficie terrestrea partir daatmosfera, eincluichuva,
nevoeiro, granizo e neve. Varios cientistas defendem que “deposicdao acida”
seria o termo mais apropriado (SINGH; AGRAWAL, 2008).

A acidez da chuva foi observada, pela primeira vez por Robert Boyle no
inicio do século XVII (ROCHA et al., 2003), mas s6 em 1872 que o quimico
Robert Angus Smith associou a redugdo do pH das chuvas com as emissdes
antropicas de poluentes na era da Revolug@o Industrial no Reino Unido (SINGH;
AGRAWAL, 2008).

O pH da chuva naturalmente ¢ 4cido, ficando em torno de 5,6 devido a
dissolucdo do gas carbdnico na agua. Porém, a chuva acida apresenta valores de
pH bem abaixo do natural como foi observado no Japdo (4,7) (HARA et al.,
1990), na Europa e nordeste dos EUA (4,1) (SINGH; AGRAWAL, 2008). No
Brasil ja foram registradas chuvas com pH médio em torno de 4,7 nas regides da

Amazonia, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, sendo que neste ultimo Estado, na
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década de 80 foram registradas chuvas com pH de 2,7 na area de Cubatio
(JESUS, 1996).

A origem da chuva acida se d4, principalmente, por meio da reacdo dos
oxidos de nitrogénio (NOy) e 6xidos de enxofre (SOx) com a dgua presente na
atmosfera, transformando-os em seus respecitivos acidos, acido nitrico e acido
sulfurico (FORNARO, 2006). Esses oxidos poluentes sdo decorrentes das
atividades humanas, tais como queima de residuos e de combustiveis fosseis em
usinas térmicas e automoveis. As fontes naturais dos compostos de enxofre sdo
oceanos ¢ em menor escala as erupgdes vulcdnicas (SINGH; AGRAWAL,
2008).

Muitas vezes, os danos causados pela chuva acida passam despercebidos
pela populagdo, porém, seus efeitos negativos sdo diversos. A chuva acida
possui potencial corrosivo, afetando monumentos e constru¢des. Casos de
destrui¢do de construgdes famosas, causados principalmente pela chuva acida, ja
foram relatados pelo mundo como: as pedras de Partenon na Grécia, a Catedral
de Col6nia na Alemanha e o Cristo Redentor no Brasil (JESUS, 1996).

Em diversas regides da Europa e América do Norte foram relatados
danos aos organismos aquaticos devido a acidificagdo dos corpos-d’agua
causada pela chuva acida (MENZ; SEIP, 2004). Varias espécies aquaticas sao
afetadas pela acidificacdo das aguas, apresentando desequilibrio no ecossistema.
A diminui¢do do pH das aguas de rios e lagos a valores inferiores a 5(cinco) faz
com que haja aumentona taxa de mortalidade de peixes, cause falhas
reprodutivas, reduzaa taxa de crescimentodo esqueletoe aumente a absor¢ao de
metais pesados (SCHINDLER, 1988).

Nos solos, acredita-se que as principais influéncias da chuva acida sejam
no pH, na capacidade de troca catidnica e na saturagdo por bases (McFEE;
KELLY; BECK, 1977). A chuva 4cida leva a lixiviagdo e perda de macro e
micronutrientes alterando a fertilidade do mesmo (SINGH; AGRAWAL, 2008).
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A ciclagem de nutrientes e a taxa de decomposi¢do também sdo afetadas
negativamente pelo aumento da acidez do solo, além de contribuir com a morte
de diversos microrganismos responsaveis pela fixagcdo de nitrogénio (DENISON
et al., 1977; FRANCIS, 1982). Além disso, a redugdo do pH dos solos faz com
que diversos elementos toxicos fiquem disponiveis para as plantas (MENON et
al., 2007) como mostra o estudo realizado pelos autores Guo e Liao (2005) que
verificaram que a chuva 4cida foi o principal fator que liberou os metais Cd, Cu
¢ Zn em solos.

A chuva acida também afeta a vegetacdo, a folha é o 6rgdo mais sensivel
ao dano causado pelo poluente, por isso tem sido alvo de muitos estudos. Plantas
expostas a deposicdo dacida apresentam alteracdes tanto morfoldgicas,
ultraestruturais, fisioldgicas quanto fenologicas (SINGH; AGRAWAL, 2008).

Varios autores observaram o aparecimento de injurias como cloroses e
necroses em folhas expostas a chuva acida (EVANS, 1982; SILVA et al., 2005).
Em condigdes experimentais, Singh e Agrawal (2004) verificaram que diversas
variedades de trigo apresentaram redugdo do crescimento da raiz e na alocagdo
de biomassa ao serem expostas a chuva acida. Colapso das células da epiderme e
do mesofilo, além de deformagdo das células estomaticas sdo sintomas comuns
apresentados por plantas quando submetidas a chuva acida (SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2006a; SANT’ANNA-SANTOS et al.,, 2006b). Outro dano
apresentado pelas folhas é erosdo da cera epicuticular, isso faz com que ocorra
aumento da afinidade da superficie foliar por dgua tornando a folha mais imida,
propiciando a colonizagcdo por fungos (BARTHLOTT, 1981; SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2006b).

Deng et al. (2012) estudaram a sensibilidade de 21 espécies arboreas a
chuva acida, e verificaram que 13 apresentaram taxa de fotossintese liquida bem

inferior ao valor de referéncia. A chuva acida afeta a fotossintese uma vez que
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pode reduzir a fixacdo de CO, pelas plantas (NORBY; LUXMOORE, 1983)
além de alterar a fluorescéncia da clorofila a (LIU et al., 2007).

Algas e liquens também sdo muito sensiveis a chuva acida tendo a taxa
fotossintética muitas vezes diminuida (SINGH; AGRAWAL, 2008).

Vale ressaltar que a intensidade dos danos causados pela chuva acida
depende da espécie considerada, das caracteristicas especificas da planta
estudada e das caracteristicas edafoclimaticas da regido. Além disso, o dano
também depende de fatores relacionados a chuva propriamente dita, tais como
frequéncia, intensidade, pH, tempo de agdo e composi¢do quimica (COWLING;
LINTHURST, 1981; ZOBEL; NIGHSWANDER, 1991).

Devido aos danos apresentados pelas plantas, algas e liquens, muitas
espécies desses grupos sdo utilizados como bioindicadores da qualidade do ar
(SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006b; SILVA et al., 2005) além de permitirem
a utilizagdo de certas espécies na avaliacdo de risco ambiental (NEVES et al.,

2009).

2.1.2 Poluicao atmosférica por fluoreto

As fontes de fluoreto incluem fontes naturais, tais comogases vulcanicos
e fluoretos soltiveisna crosta terrestre (ROSE; MARIER, 1977). Esse composto ¢
encontrado em praticamente todo o globo. A presenca de fluoretos na agua de
chuva coletada em 4reas remotas, longe de urbanizagdo, sugere que mesmo sem
atividades humanas, o ar apresenta esse composto, porém, em baixas
concenta¢des (<0,05ugF.m> de ar). Apenas em situagdes extremas, como
erupgdes vulcanicas, a concetracdo de fluoreto natural na atmosfera ¢
ultrapassada (MILLER, 1993; ROSE; MARIER, 1977).

No entanto, oproblema da polui¢dotem sido causado, principalmente,

porfontes artificiais oriundas de atividades antropicas fazendo com que essas



18

concetracdes se elevem tornando toxicas aos seres humanos, flora ¢ fauna
(ROSE; MARIER, 1977).

A forma mais toxica em que o fluor se encontra na atmosfera ¢ sob a
forma de fluoretos, como o fluoreto de hidrogénio (HF) e sais soliveis como
fluoreto de sodio (NaF) e PSII (KF). Esses compostos sdo constantemente
lancados na atmosfera por meio de fontes antrépicas que compreendem
industrias de aluminio, de aco, de vidro e de fertilizantes fosfatados, além de
incineradores de residuos solidos e outros (FORNASIERO, 2001).

Um dos primeiros relatos de danos causados pelo fluoreto foi reportado
em 1694 pelo farmacéutico Oddur Eiriksson e pelo clérigo Benedikt Pétursson
ap6s a erupcao do vulcdo Hekla na Islandia. Nesse relato foram descritos que o
gado, ovelhas e cavalos, que se alimentavam de poaceas da regido, apresentaram
sintomas de contaminag@o cronica por fluoreto como lesdes e deformagdes em
0ssos ¢ dentes, além de danos no metabolismo. Os sintomas desapareceram
quando os animais deixaram de comer a grama contaminada. Nesse periodo ja se
reconhecia que plantas acumulavam fluoreto proveniente da atmosfera e esse
podia ser transferido ao longo da cadeia alimentar (GEORGSSON;
PETURSSON, 1972; WEINSTEN, 1977).

O fluoreto ¢ um dos mais fitotoxicos poluentes atmosféricos, podendo
causar injurias as plantas em concentragdes de 10 a 100 vezes menores que
outros poluentes, além de ser acumulativo (WEINSTEN, 1977). A vegetacao do
dossel ¢ a primeira superficie disponivel para a deposicdo atmosférica dos
fluoretos e ao contrario do enxofre e nitrogénio, o flior ndo é um elemento
essencial as plantas (TRESHOW; ANDERSON, 1989).

O fluoreto pode ser absorvido pela planta via raiz, caso esse esteja no
solo, e transferido pelo xilema até as folhas onde se acumulam. Ou entdo, ¢
absorvido diretamente da atmosfera pelas folhas (FORNASIERO, 2003). Caso

haja fluoreto no solo e na atmosfera, a absor¢do pelas folhas ¢ predominante
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(DOMINGQOS et al., 2003). Nesse orgdo, o fluoreto pode penetrar pela cuticula,
pela base do tricoma, e principalmente, pelos estomatos. Uma vez nomesofilo, o
fluoreto ¢ dissolvido nasolucdo aquosa doapoplastoe € transportadopelo fluxo
datranspira¢ao, acumulando-se nasmargensfoliares (MILLER, 1993).

A maioria dos estudos relacionados aos efeitos do fluoreto sobre
organismos vegetais se concentra nas alteragdes provocadas nas folhas, devido a
esse orgdo constituir a principal via de entrada do poluente e onde o mesmo se
acumula (DOMINGOS et al., 2003; PITA-BARBOSA et al., 2009).

Sdo diversos os danos causados as folhas das plantas pela agdo dos
fluoretos. Esses sintomas vdo desde danos microscopicos até a redugdo do
crescimento e morte do individuo (WEI; MILLER, 1972). Miller (1993) salienta
que, para uma dada espécie, quanto maior o tempo de exposi¢cdo ao poluente,
maior ¢ o acumulo pelas folhas e, consequentemente, maiores os danos sofridos
por essas.

Geralmente, as alteragdes visuais em plantas causadas pela exposicao ao
fluoreto, mais comumente relatados pela literatura, sdo cloroses ¢ necroses
marginais e nos apices das folhas (FORNASIERO, 2001; FORNASIERO, 2003;
MILLER, 1993; WEIL; MILLER, 1972). Em espécies de pinheiros, a clorose
aparece primeiramente como um amarelecimento das pontas das aciculas, que
posteriormente se transforma em necrose castanho-avermelhada. Em espécies
folhosas, o fluoreto acumula-se nos apices e nas margens das folhas, tornando
essas areas de coloragdo avermelhada, podendo aparecer necroses internervais e
marginais (LIMA, 1980). Outros sintomas visiveis relatados na literatura
incluem murchamento e encarquilhamento de folhas (CHAVES et al., 2002;
SILVA et al., 2000).

A nivel ultraestrutural, plantas expostas a acdo do fluoreto podem
apresentar fragmentagdo do tonoplasto e aparecimento de pequenos vactiolos no

citoplasma, deformagdo dos ribossomos, modificagdo das mitocondrias com
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dilatagdo das cristas (WEI; MILLER, 1972), diminui¢do do nimero ¢ tamanho
dos cloroplastos (CHAVES et al, 2002), perda da cera epicuticular
(SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007), turgidez, deformagdo e/ou colapso das
células (FORNASIERO, 2003; PITA-BARBOSA et al., 2009), além de
desarranjo da organizacao celular (MILLER, 1993).

Aparentemente, a injuria por fluoreto decorre da acdo negativa desse
poluente sobre diversas caracteristicas fisiologicas das plantas. H4 inibi¢do no
sistema enzimatico afetando negativamente tanto o processo de fotossintese
quanto o respiratorio (MILLER 1993; WEI; MILLER, 1972), pigmentos
fotossintéticos e carotenoides sdo reduzidos (FORNASIERO, 2003; REDDY;
KAUR, 2008), ha alteragdo da fluorescéncia da clorofila a (SINGH-RAWAL,;
JAJOO; BHARTI, 2010), ¢ ainda o fluoreto pode inibir a absor¢do e a
condutividade hidraulica (KAMALUDDIN; ZWIAZEK, 2003).

O nivel dos danos notados nas plantas devido a exposi¢ao ao fluoreto vai
depender da concentracdo do poluente, da duracdo da exposi¢do, da morfologia
da planta assim como da maior ou menor sensibilidade da espécie (MILLER,
1993). Por exemplo, existem relatos de que folhas jovens e em expansdo sdo
mais sensiveis a acdo dos fluoretos, quando comparadas as folhas
completamente expandidas (CHAVES et al., 2002; WEINSTEIN; DAVISON,
2003), ha plantas que entraram em senescéncia apos apenas trés dias de
exposi¢do ao poluente por 20 minutos didrios (SILVA et al., 2000) e, por outro
lado, ha relatos de espécies que nem sequer demonstraram sintomas visuais
expressivos (CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-SANTOS, 2010;
SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007).
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2.2 Indicador ecolégico e biomonitoramento

A avaliagdo da qualidade do ar ¢ comumente realizada a partir de
estimativas das emissdes, de modelos matematicos e de medidas das
concentragdes ambientais dos poluentes obtidos por meio de métodos fisico-
quimicos. Porém, nem sempre os resultados obtidos por esses métodos permitem
conclusdes imediatas sobre os impactos das concentragdes atuais de poluentes
em seres vivos. O biomonitoramento ¢ a metodologia mais adequada e mais
barata para a deteccdo de efeitos de poluentes atmosféricos sobre organismos
(KLUMPP et al., 2001).

O Dbiomonitoramento ¢ a utilizagdo de organismos Vvivos como
indicadores da qualidade do ambiente e comecou a ser explorado em meados do
século passado (CARNEIRO; TAKAYANAGUI, 2009). Nos ultimos 50 anos,
essa técnica ganhou grande interesse cientifico, devidoa necessidade de avaliar,
de forma rapida, barata e eficiente, a qualidade ambiental a fim de tragar metas
de controle ambiental (NIEME; McDONALD, 2004). O biomonitoramento
permite a avaliacdo integrada dos efeitos ecoldgicos causados por multiplas
fontes de poluicdo e para isso utiliza-se dos bioindicadores.

Em geral, indicadores ecologicos, ou simplesmente bioindicadores, sdo
espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas, cuja presenca,
quantidade, distribuicdo ou outras altera¢des indicam a magnitude de impactos
ambientais em um ecossistema (CALLISTO; GONCALVES, 2002). A técnica
de bioindicacdo visa avaliar as respostas de um nivel bioldgico qualquer
(individuo, populagdo, comunidade ou ecossistema) a um determinado agente
estressor (NIEMI; McDONALD, 2004).

Os bioindicadores podem ser usados na avaliagdo da condicdo do

ambiente ou no monitoramentodas alteragdes do mesmo ao longo do tempo. Eles
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podem ainda fornecer um “sinal de alerta” as alteragdes no ambiente ou serem
utilizados no diagnosticoda causa de um problema ambiental (DALE;
BEYELER, 2001).

A escolha do nivel de indicagdo a ser utilizado depende do objetivo do
trabalho e do agente estressor a ser avaliado. Diversos autores apontam que, para
avaliar as alteragdes no ambiente causadas por contaminac¢do de elementos
toxicos (ex.: metais pesados, gases toxicos, agrotdxicos), o melhor nivel de
indicagdo ¢ o individuo, uma vez que sdo mais sensiveis ¢ respondem mais
rapido a alteragdo quando comparados aos niveis maiores como populagdo ou
comunidade = (MENDELSSOHN; MCKEE; KONG, 2001; NIEMI;
McDONALD, 2004). As respostas a nivel de individuo avaliada frente ao agente
estressor podem ser alteracdes morfologicas, fisiologicas, histologicas,
anatomicas e ultraestruturais, além da quantifica¢do do poluente acumulado nos
tecidos pelo organismo (CARNEIRO; TAKAYANAGUI, 2009; DALE,;
BEYELER, 2001; FALLA et al., 2000).

Para o biomonitoramento de poluigdo atmosférica por elementos toxicos,
o organismo deve apresentar algumas caracteristicas biologicas a exposi¢do
quimica, dentre elas: (1) ser de facil medicao; (2) ser sensivel ao poluente; (3)
ser capaz de acumular o poluente sem causar sua morte; (4) apresentar relacdo
dose-efeito de facil observagao e (5) ter baixa variabilidade de respostas (DALE;
BEYELER, 2001; WOLTERBEEK, 2003). Encontrar um candidato a
bioindicador para o biomonitoramento que apresente todas essas respostas ¢
improvavel, devendo ser selecionado em fung¢do do objetivo do trabalho.

A metodologia do biomonitoramento da qualidade do ar emprega,
principalmente, espécies de plantas, liquens e fungos como bioindicadores. Em
relagdo aos liquens e fungos, o biomonitoramento, na maioria das vezes, ¢ feito a
nivel de comunidade, avaliando a presenga/auséncia de determinadas espécies

(WOLTERBEEK, 2003).J4 o biomonitoramento com plantas, a nivel de
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organismo, emprega os conceitos de bioindicadores de reagdo ou de acumulagdo
(CARNEIRO; TAKAYANAGUI, 2009).

Indicadores de reacdo sdo aqueles que respondem a poluentes definidos
ou grupos de poluentes com danos visiveis ou alteragdes anatomicas.
Indicadores de acumulacdo, ou bioacumuladores, sdo aquelas espécies
relativamente tolerantes a polui¢do aérea, mas que acumulam substancias toxicas
nos seus tecidos foliares, sendo que esse acumulo é proporcional ao tempo e a
concentragdo do poluente a que o organismo foi exposto (FALLA et al., 2000;
KLUMPP; DOMINGOS; KLUMPP, 2002). Existem ainda os biosensores, que
reagem discretamente aos efeitos da poluicdo, sem sintomas visuais, mas
apresentam danos ultraestruturais (TEMMERMAN et al., 2004).

A selegdo de bioindicadores para chuva acida em ambientes terrestres
tem se baseado em indicadores de reacdo (SANT’ANNA-SANTOS et al.,
2006b; SILVA et al., 2005). Em relagdo a poluigdo por fluor, é possivel utilizar
as plantas tanto como bioindicadores de reagdo (SANT’ANNA-SANTOS;
AZEVEDO, 2010; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007; MESQUITA et al.,
2011) como de acumulagdo (DIVAN JUNIOR; OLIVA; FERREIRA, 2008:;
KLUMPP et al., 1996; WEISNTEIN; DAVISON, 2003).

Sdo intmeras as vantagens do uso de bioindicadores vegetais no
monitoramento da qualidade do ar. Os bioindicadores de reacdo fornecem: 1)
resultados eficazes e baratos; 2) respostas rapidas, que apesar de serem
qualitativas, podem fornecer uma ideia da concentracdo do poluente no ar
mediante dados de literatura; 3) uma estimativa do grau da lesdo no momento da
pesquisa permitindo assim uma inferéncia do tempo de exposicdo. A
desvantagem ¢é que, as vezes, os sintomas podem ser confundidos com injurias
causadas por outros fatores. Ja os bioindicadores de acumulagdo fornecem uma

medida quantitativa da absor¢do e acumulagdo do poluente no tecido vegetal
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proporcional ao tempo de exposicdo e da concentracdo desse no ar
(WEINSTEN; DAVISON, 2003).

Grande parte dos trabalhos realizados com bioindicadores vegetais da
qualidade do ar visa selecionar novas espécies bioindicadoras, avaliar a relagdo
dose-resposta e assim definir metodologias que tornem o biomonitoramento
mais confidvel (WOLTERBEEK, 2003). No Brasil estdo sendo realizados
estudos visando determinar a resposta e o grau de sensibilidade de plantas
nativas aos poluentes atmosféricos, com o intuito de selecionar espécies
bioindicadoras da qualidade do ar (DOMINGOS et al., 2003; SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2006a, 2006b; SILVA et al., 2000; SILVA et al., 2005).

O biomonitoramento da qualidade do ar utilizando espécies vegetaistem
se mostrado ummétodo eficaz (PASQUALINI et al., 2003), porém, essa técnica
nao pode e nem pretende substituir as medigdes das concentragdes de poluentes
no ambiente por meio de métodos fisico-quimicos, mas visa fornecer
informagdes adicionais referentes aos efeitos dos poluentes atmosféricos sobre
organismos vivos e deveser utilizado em paralelocom as abordagens técnicas na

avaliagdo da qualidade do ar (KLUMPP; DOMINGOS; KLUMPP, 2002).
2.3 As espécies

Para o estudo foram selecionadas duas espécies arbdreas nativas e de
ampla ocorréncia na regido Sudeste, estando portando sujeitas a poluicdo
atmosférica por chuvas acida ou fluoretada.

2.3.1 Plinia cauliflora

Plinia cauliflora (Mart.) Kausel, ¢ uma Myrtaceae conhecida

popularmente como jabuticaba, jabuticaba-paulista ou jabuticaba-acu, ¢ uma
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espécie de ampla ocorréncia na Mata Atlantica e com distribuicdo geografica em
toda a regido sudeste do pais e no Parana (SOBRAL et al., 2012).

A familia Myrtaceae possui distribui¢do predominantemente pantropical
e subtropical, concentrada na regido neotropical e Australia. Engloba cerca de
144 géneros e 4.630 espécies. Essa familia representa uma das maiores da flora
brasileira, com 23 géneros e mais de 1.000 espécies, com diversas arvores
frutiferas. O género Plinia L. é representado no Brasil com 32 espécies, sendo
27 endémicas (SOUZA; LORENZI, 2005), nove espécies desse género sio
conhecidos popularmente como jabuticabeiras (SASSO; CITADIN; DANNER,
2010).

As caracteristicas morfologicas dessa espécie sdo: altura de 10-15m,
com tronco liso de 30-40 cm de diametro; folhas simples, de 6-7 cm de
comprimento por 2-3 cm de largura; flores e frutos fixados no caule. A planta é
perenifolia, mesofita ou heliofita e seletiva higrofita. Ocorre preferencialmente
em planicies aluviais e matas abertas do litoral e em submatas do planalto. E rara
no interior de florestas primarias sombreadas. Produz grande quantidade de
frutos, duas ou mais vezes por ano, o que garante regeneragdo natural
(LORENZI, 2002).

O fruto da P. cauliflora, a jabuticaba, tem grande apre¢o para consumo
in natura ou sob a forma de geleias, sorvetes, bebidas fermentadas e licores,
tendo assim, grande potencial para comercializagdo (SASSO; CITADIN;
DANNER, 2010).

Muitos trabalhos tém sido realizados com essa espécie, principalmente
aqueles que visam maiores investigacdes sobre sua propagacdo vegetativa
(MALAGTI et al., 2012; SASSO; CITADIN; DANNER, 2010) e seu potencial
medicinal (OLIVEIRA et al., 2011; SOUZA-MOREIRA et al., 2010).
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2.3.2 Cupania vernalis

Conhecida popularmente como camboatd ou arco-de-peneira, C.
vernalis, ¢ uma espécie arboreade 10 a 22 m de altura, pertencente a familia
Sapindaceae, com tronco de 50-70 cm de didmetro; possui folhas compostas,
com 10-18 foliolos de 6-15 cm de comprimento. A espécie ¢ semidecidua,
heliofita e seletiva higrofita, caracteristica de floresta semidecidual de altitude e
da mata pluvial atlantica. Ocorre tanto no interior de matas primarias como em
todos os estagios das formacdes secundarias (LORENZI, 2002).

Sapindaceae, a familia do guarand, possui distribuigdo tropical e
subtropical, com poucos representantes nas regides temperadas. Inclui cerca de
147 géneros e 2.215 espécies (JUDD; SINGER; SINGER, 2009). No Brasil
ocorrem cerca de 25 géneros e 411 espécies. O género Cupania L. ¢
representado por 31 espécies nativas no territorio brasileiro, sendo a espécie
Cupania vernalis Cambess. de ampla ocorréncia, podendo ser encontrada nos
dominios fitogeograficos da Floresta Amazbnica, da Mata Atlantica e do
Cerrado(SOMNER; FERRUCCI; ACEVEDO-RODRIGUEZ, 2012).

Cupania vernalis ¢ uma espécie de interesse ecofisiologico ¢ econdmico
(LIMA JUNIOR et al., 2006) e possui grande valor para a fauna, uma vez que
seus frutos sdo utilizados na alimentagdo, principalmente por passaros, sendo
esses ultimos seus principais dispersores (JUDD; SINGER; SINGER, 2009;
LORENZI, 2002). A espécie possui potencial medicinal e ¢é utilizada na
medicina popular contra asma e tosses convulsivas (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001).

Devido a plasticidade dessa espécie e sua ocorréncia natural em todos os
estagios das formagdes secundarias da sucessdo (LORENZI, 2002), os principais

trabalhos com C. vernalis, visam a exploragdo e conservagdo da espécie para sua
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utilizagdo na recuperagdo de areas degradadas e no paisagismo, além de

obtengdo de madeiras e fitoterapicos (LIMA JUNIOR et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Para o estudo foram selecionadas duas espécies, Plinia cauliflora
(Mart.) Kausel (Myrtaceae) e Cupania vernalis Cambess. (Sapindaceae). A
escolha dessas se deu por se tratarem de espécies que possuem ampla ocorréncia
na regido sudeste do Brasil, onde se concentra o maior centro industrial do pais
(MOREIRA, 2003).

As mudas, com cinco meses de idade, foram fornecidas em sacos
plasticos de 1,5 litros pelo viveiro do Instituto Estadual de Florestas localizado
na cidade de Barbacena, MG. Trinta mudas de P. cauliflora com cerca de 20 cm
de altura e trinta mudas de C. vernalis com cerca de 30 cm de altura foram
transferidas para sacos plasticos de 3,0 L, os quais foram preenchidos com
mistura de terra de subsolo, areia e esterco, em uma propor¢ao de 2:1:1,
respectivamente.

As mudas permaneceram no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada
em Lavras, MG, no periodo de mar¢o de 2011 a feverreiro de 2012, sendo
mantidas a temperatura ambiente, em viveiro, sob 50% de sombreamento, com
radiagio média de 660 pmol.m?>s'até serem transferidas para sala de
experimentos. Durante esse periodo, receberam 75 mL de solug¢do nutritiva de
Hoagland e Arnon a 50% de forga idnica (HOAGLAND; ARNON, 1950) a cada
15 dias, sendo também irrigadas, de forma que fosse sempre mantida a

capacidade de campo do substrato.
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3.2 Descricéo dos experimentos

O experimento foi divido em duas partes. Entre os dias seis a dezesseis
de janeiro de 2012 foi realizado o experimento com P. cauliflora e entre os dias
vinte e um a trinta ¢ um de janeiro de 2012 foi realizado o experimento com C.
vernalis.

Cinco dias antes do inicio de cada experimento, as plantas foram
transferidas para a sala de experimentos do Laboratdrio de Ecologia da UFLA,
para aclimatizagdo, onde permaneceram até o final das simula¢des de chuva,
para que ndo houvesse grande interferéncia de estressores ambientais na resposta
das plantas aos tratamentos.

Ao longo do periodo experimental, as plantas foram submetidas a
fotoperiodo de 12 horas, com radiacdo global média de 24,3 + 2,1 W m~o que
correspondeu a um valor médio de 110,8 + 9,4 umol de f6tons m? s, Durante o
periodo experimental com P. cauliflora a média da umidade relativa do ar foi de
72,5 + 2,4 % e as temperaturas maxima, média e minima durante o periodo
foram de: 25,4 + 0,8; 23,1 + 0,8; 19,4 + 1,1 °C, respectivamente. Durante o
periodo experimental com C. vernalis a média da umidade relativa do ar foi de
67,5 + 4,2 % e as temperaturas maxima, média e minima durante o periodo
foram de: 26,7 + 0,8; 24,2 + 0,8; 21,1 + 1,1 °C, respectivamente.

A intensidade da radiacdo foi mensurada por meio de um quantémetro-
fotometro-radiometro LI-COR, modelo LI-185, equipado com um sensor
quantico. As temperaturas maxima, média e minima e¢ a umidade relativa do ar
foram mensuradas com Termo Higrémetro digital INCOTERM® modelo
7663.02.0.00.

Em cada espécie vegetal foram realizadas a simulacdo de chuva acida e
chuva fluoretada, separadamente, durante 10 dias consecutivos. As plantas

foram submetidas a 15 minutos diarios de chuva simulada, totalizando 9,15mm
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dia” de precipitagdo, a qual foi aplicada em uma camara construida a partir do
modelo proposto por Evans, Gmur e Costa (1977), com algumas adaptacdes.

Em ambas as espécies, para simulagdo da chuva acidaforam utilizados
dois tratamentos controle (chuva apenas com agua deionizada, pH 6,0) e acido
com pH 3,0. O tratamento de chuva acida foi preparado mediante a mistura de
acido sulfurico 1 M adicionado a 4agua destilada. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, com seis repetigdes por tratamento.

Os valores de pH das solugdes de cada tratamento foram aferidos com
pHmetro portatil Hanna HI 98127.

Para simulacdo da chuva fluoretada em P. caulifora e C. vernalis foram
utilizados quatro tratamentos por espécie: controle (chuva apenas com agua
deionizada) e trés tratamentos com diferentes concentragdes de fluor (F). Os
tratamentos de chuva com F foram preparados mediante a mistura de flior, na
forma de fluoreto de potassio, em agua deionizada, nas seguintes concentra¢des:
10, 15 ¢ 20 mg L. O pH de todos os tratamentos foi ajustado para 6,0 com
solugdo de HCI 2N. O delineamento experimental foi o inteiramente

casualizado, com seis repeti¢des por tratamento.

3.3 Andlises morfoldgicas, externa e interna

Durante o periodo experimental foram feitas observagdes diarias nas
folhas para deteccao da presenca de injurias relacionadas a ag¢do da chuva acida
e da chuva fluoretada, tendo sido realizado o registro fotografico das folhas
antes do inicio da simulacdo e vinte e quatro horas apds o término dos
experimentos.

As analises anatdmicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia
Vegetal da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. Para a avaliagdo

das modificagdes anatomicas das espécies selecionadas, folhas completamente
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expandidas localizadas no terceiro n6 de P. cauliflora e foliolos de folhas
completamente expandidas localizadas no primeiro né de C. vernalis foram
coletados e fixados em F.A.A.7 JOHANSEN, 1940).

Em cada tratamento, foram retiradas duas folhas do terceiro né de P.
cauliflora e o segundo foliolo de folhas do primeiro n6 de C. vernalis por
repeticdo, em um total de cinco repeticdes. Apds fixagdo, regides medianas dos
foliolos foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato
(Historesina, Leica Instruments). Utilizando micrétomo de deslizamento, foram
feitas secgodes transversais com 8,0 um de espessura, as quais foram coradas com
azul de toluidina pH 4,7 (O’BRIEN; MCCULLY, 1981). As Ilaminas
permanentes foram montadas em balsamo do canadd. As imagens foram
capturadas por cimera Moticam 2500 acoplada a microscopio Olympus CX 41.

Foram mensuradas as espessuras da epiderme na face adaxial, do
parénquima pali¢adico, do parénquima esponjoso, da epiderme na face abaxial,
do limbo foliar e do mesofilo. Foram mensurados 25 campos por caracteristicas
avaliadas por repeti¢do, utilizando-se o software Image Tool versdao 3.0 para
Windows, disponibilizado pelo University of Texas Health Science Center at
Santo Antonio (EUA).

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANAVA) e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Scott-Knott, em nivel de

5% de probabilidade, utilizando o programa Sisvar 5.1 (FERREIRA, 2008).

3.4 Analise ultraestrutural

Para a analise ultraestrutural, foram seguidos os protocolos proposto por
Alves (2009). Amostras foliares foram preparadas e observadas em microscopio
eletronico de varredura (MEV) no Laboratério de Microscopia Eletronica e

Analise Ultraestrutural da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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Vinte e quatro horas apds a ultima simulagdo de chuva em cada espécie,
fragmentos foliares de aproximadamente 0,5 cm’ foram retirados de folhas
completamente expandidas localizadas no segundo n6 de P. cauliflora e do
terceiro foliolo de folhas completamente expandidas localizadas no primeiro no
de C. vernalis e fixados em solu¢do Karnovsky (glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (2,5%), em tampao cacodilato, pH 7,0, 0,05 M + CaCl, 0,001
M). Posteriormente, as amostras foram lavadas (trés vezes por 10 minutos) em
tampdo cacodilato 0,05 M. Posteriormente, foi feita pos-fixagdo em solugdo de
tetréxido de 6smio (1,0%) com o mesmo tampao, por 1 hora. Em seguida, o
material foi desidratado em série crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e
100% por trés vezes).

As amostras foram levadas ao aparelho de ponto critico, depois
montadas em Stubs e deixadas em camera seca por 24 horas. Apos receberem
cobertura com ouro, foram levadas ao microscopio eletronico de varredura (Leo

Evo 40) para andlises e captura de imagens.

3.5 Fluorescéncia da clorofila a

As medidas das variaveis da fluorescéncia da clorofila a foram obtidas
utilizando o fluorometro portatil modulado MINI-PAM (WALZ).

Uma das varidveis avaliada foi o rendimento quéntico potencial do
fotossistema II (Fv/Fm) que indica a maxima eficiénciaem que a luzabsorvida
pelofotossistema II € convertida em energiaquimica (BAKER; HARBINSON;
KRAMER, 2007).

Para a medi¢do do rendimento quantico potencial do fotossistema II
(Fv/Fm) foi utilizado uma pinga especial modelo DLC-8, as medi¢des foram

realizadas ap6s 30 minutos de aclimatagdo ao escuro. O Fv/Fm foi mensurado
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apenas em C. vernalis(terceiro foliolo de folhas completamente expandidas
localizadas no primeiro no) devido as caracteristicas da folha de P. cauliflora.

O Fv/Fm foi mensurado nos, primeiro, terceiro, quinto, sétimo € nono
dias de experimento, antes da simula¢ao da chuva, e 24 horas apds a simulagdo
da ultima chuva, décimo primeiro dia de experimento.

Para as medicoes das caracteristicas associadas a fluorescéncia da
clorofila a no claro foi utilizado uma pinga especial para suporte da folha
modelo 2030-B. As medigdes foram feitas em folhas completamente expandidas
localizadas no segundo n6 de P. cauliflora e do terceiro foliolo de folhas
completamente expandidas localizadas no primeiro né de C. vernalis, por meio
da aplicacdo de oito pulsos sucessivos de luz actinica saturante (PAR) sobre as
folhas. As caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a no claro mensuradas
foram: produtividade quantica do fotossistema II (yield), taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), quenching fotoquimico (qP), quenching
naofotoquimico (qN) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) que
monitoram a perda de calor do fotossistema II e suas antenas (BAKER;
HARBINSON; KRAMER, 2007) atuando como um segundo mecanismo de
regulacdo e protecdo (HOLT et al., 2005).

As caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a no claro foram
mensuradas antes do inicio daprimeira simulagdo das chuvas, e vinte e quatro
horas ap6s o término da ultima simulagao.

Os dados de fluorescéncia da clorofila a, no escuro e no claro, foram
mensurados em cinco folhas de cada tratamento, sendo uma folha por repeticao.

Para a analise dos dados de fluorescéncia da clorofila a, no escuro, foi
realizada regressao linear, onde Fv/Fm, foi considerado a variavel resposta e os
dias do experimento como varidvel determinante.

Para a analise dos dados de fluorescéncia da clorofila a, no claro, a fim

de verificar a diferenga entre os tratamentos, foi feita uma analise de variancia
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(ANAVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%. As
analises foram realizadas no programa estatistico Sisvar 5.1 (FERREIRA, 2008).

3.6 Quantificacdo do Fluor

Para determinacao do teor de fluor, foram coletadas amostras de folhas
inteiras de todas as plantas, 24h ap6s a ultima chuva. As amostras foram
previamente secas em estufa de circulagdo forgada a 70°C até se obter massa
constante e trituradas, em moinho tipo Wiley, em particulas com dimensdes
inferiores a 1,0 mm. Aliquotas de 0,5g foram submetidas a extragdo com acido
perclorico 0,1 M (GARCIA-CIUDAD; GARCIA-CRIADO; PONTON-SAN
EMETERIO, 1985). Para determinacdo potenciométrica do teor de fluor, foi
utilizado o ajustador de for¢a idnica (ORION) proposto por Larsen e
Widdowson (1971), com eletrodo especifico para flior. As analises de
quantifica¢do do flior foram realizadas no Laboratorio de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para a analise dos dados de teor de fltior na massa seca, foi realizada
regressdo linear, onde o teor de fluor nos tecidos foi considerado a varidvel
resposta e a concentracdo do poluente na chuva como variavel determinante. A
fim de verificar a diferenga entre os tratamentos, foi feita uma analise de
variancia (ANAVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a
5%. As andlises foram realizadas no programa estatistico Sisvar 5.1

(FERREIRA, 2008).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da simulacdo de chuva acida sobre as caracteristicas
morfoldgicas e ultraestruturais das espécies estudadas

Apds o término do experimento de simulagdo de chuva acida (pH = 3,0)
a espécie P. cauliflora apresentou clorose pouco acentuada e manchas necroticas
na borda de algumas folhas quando comparadas com o tratamento controle (pH

=6,0) (Figura 1).

Figura 1 Folhas de Plinia cauliflora expostas a chuva simulada, durante dez
dias. A (face adaxial) e B (face abaxial): tratamento controle (pH =
6,0); C (face adaxial) e D(face abaxial) apresentado mancha necrética
(seta): chuva acida (pH=3,0). Barras =1 cm

As andlises anatdmicas em microscopia de luz mostraram que o
mesofilo das folhas de P. caulifora ¢ dorsiventral e apresenta, em secgdo
transversal, epiderme das faces adaxial e abaxial unisseriadas, parénquima

palicadico composto por duas a trés camadas de células e parénquima esponjoso,
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composto por 4 a 5 camadas de células e com muitos espagos intercelulares

(Figura 2).

L

Figura 2 Secco transversal da estrutura foliar de Plinia cauliflora em
microscopia de luz. Barra =50 um

Nao foram detectadas altera¢des na espessura de nenhum dos tecidos de
P. caulifora entre as plantas do tratamento controle e as plantas expostas a chuva

acida (Tabela 1).



Tabela 1 Espessura média (um) dos tecidos das folhasdo 3° n6 de plantas de Plinia cauliflora submetidas a chuva acida

Epiderme da Parénquima Parénquima Epidermeda . Limbo
Tratamento . oA . . Mesofilo .

face adaxial palicadico €sponjoso face abaxial foliar
antrole (pH =6,0) 11,22 59,14 105,99 9,35 165,13 185,70
Acido (pH = 3,0) 11,38 58,42 108,01 9,02 166,43 186,83
Fearc 0,080 0,074 0,400 1,114 0,081 0,058
p-valor 0,7735 0,7866 0,5301 0,2965 0,7771 0,8110

C.V. 13,17 15,92 10,52 11,98 9,70 8,57

Nota: Valores do F,(F calculado), p-valor eC.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a partir da andlise de varidncia

LE



38

A nivel ultraestrutural as plantas de P. cauliflora expostas a chuva acida
apresentaram modificagdes na superficie foliar quando comparadas com o
tratamento controle (Figura 3). Na face adaxial da epiderme foram detectadas a
erosdo ¢ a formacao de placas de cera epicuticular, além da colonizacdo da
superficie foliar por hifas fungicas (Figura 3C). Na face abaxial da epiderme
foi detectado apenas a colonizagdo da superficie foliar por hifas fungicas

(Figura 3D).

Figura 3 Eletromicrografias de folhas de P. cauliflora expostas a chuva
simulada durante dez dias. Tratamento controle (pH = 6,0), A
superficie adaxial e B superficie abaxial, Chuva acida (pH = 3,0), C
superficie adaxial apresentando erosdo e formagdo de placas de cera
epicuticular (*) e colonizag@o por hifas fungicas(setas) e D superficie
abaxial com colonizagéo por hifas fungicas (setas). Barras = 20 um
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Apbs o término do experimento de simulagdo de chuva acida (pH = 3,0)
a espécie C. vernalis ndo apresentou nenhuma alteragdo visivel em suas folhas

quando comparadas com o tratamento controle (pH = 6,0) (Figura 4).

Figura 4 Folhas de Cupania vernalis expostas a chuva simulada, durante dez
dias. A (face adaxial) e B (face abaxial): tratamento controle (pH =
6,0); C (face adaxial) e D(face abaxial): chuva 4cida (pH=3,0). Barras =
1 cm

As andlises anatdmicas em microscopia de luz mostraram que o
mesofilo dos foliolos de C. vernalis é dorsiventral ¢ apresenta, em secgdo
transversal, epiderme na face adaxial unisseriada com cuticula bem visivel,
parénquima palicadico composto por uma a duas camadas de células e
parénquima esponjoso, composto por 4 a 5 camadas de células e com muitos
espagos intercelulares e epiderme na face abaxial unisseriada com presenga de

tricomas glandulares (Figura 5).
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Figura 5 Seccdo transversal da estrutura foliar de Cupania vernalis em
microscopia de luz. Detalhe de um tricoma glandular na epiderme da
face abaxial (seta). Barra =50 um

Nao foram detectadas alteragdes na espessura de nenhum dos tecidos de
C. vernalis entre as plantas do tratamento controle e as plantas expostas a chuva
acida (Tabela 2).



Tabela 2 Espessura média (um) dos tecidos do 2° foliolo de folhas do 1° né de plantas de Cupania vernalis submetidas a
chuva acida

Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme
Tratamento da face L . da face Mesofilo Limbo foliar
. palicadico €sponjoso .
adaxial abaxial
Controle (pH =6,0) 16,49 44,11 86,72 11,04 130,84 158,38
Acido (pH = 3,0) 15,22 42,70 91,19 11,48 133,89 160,58
Fealc 3,820 0,531 1,313 0,965 0,430 0,207
p-valor 0,0565 0,4699 0,2576 0,3308 0,5153 0,6510
C.V. 14,53 15,78 15,46 14,02 12,41 10,76

Nota: Valores do F,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variag@o) obtidos a partir da andlise de variancia

84
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A nivel ultraestrutural as plantas de C. vernalis expostas a chuva acida
apresentaram modifica¢cdes na superficie foliar quando comparadas com o
tratamento controle (Figura 6). Na face adaxial da epiderme foram detectadas
erosdo e formacgdo de plavas de cera epicuticular, além da colonizacdo da
superficie foliar por hifas fungicas (Figura 6C). Na face abaxial da epiderme
foi detectado apenas a colonizagdo da superficie foliar por hifas fungicas

(Figura 6D).

Figura 6 Eletromicrografias de folhas de Cupania vernalis expostas a chuva
simulada durante dez dias. Tratamento controle (pH = 6,0), A
superficie adaxial e B superficie abaxial, Chuva acida (pH = 3,0), C
superficie adaxial apresentando erosdo e¢ formagdo de placas de cera
epicuticular(*) e colonizagdo por hifas fungicas (setas) e D superficie
abaxial apresentado colonizagdo por hifas fingicas (setas). Barras =
20 um
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4.2 Efeitos da simulacdo de chuva fluoretada sobre as caracteristicas

morfoldgicas e ultraestruturais das espécies estudadas

Apds o término do experimento de simulagdo de chuva fluoretada a
espécie P. cauliflora ndo apresentou injtria foliar visivel a olho nu nas faces,

adaxial (Figura 7) e abaxial (Figura 8) em nenhum dos tratamentos.

Figura 7 Superficie adaxial de folhas de Plinia cauliflora expostas a diferentes
concentragdes de fluoreto em chuva simulada, durante dez dias. A ¢ E:
controle O mgL™"); Be F: 10 mgL"; Ce G: 15mg L"; D e H: 20 mg
L. Barras = 1 cm
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Figura 8 Superficie abaxial de folhas de Plinia cauliflora expostos a diferentes
concentragdes de fluoreto em chuva simulada, durante dez dias. A ¢ E:
controle (O mg L™"); Be F: 10 mgL"; Ce G: 15mg L"; D e H: 20 mg
L. Barras =1 cm

Nao foram detectadas alteragdes na espessura de nenhum dos tecidos de
P. caulifora entre as plantas do tratamento controle e as plantas expostas a chuva

fluoretada (Tabela 3).



Tabela 3 Espessura média (um) dos tecidos das folhasdo 3° n6 de plantas de Pliniacauliflora submetidas a chuva

fluoretada
Epiderme A . . Epiderme .

Tratamento da face Pare_ngu_lma Parenq_mma da face Mesofilo '—'”?bo

. palicadico esponjoso . foliar

adaxial abaxial

Controle -0 mgL* 11,22 59,14 105,99 9,35 165,13 185,70
Fluoreto - 10 mg L™ 11,58 57,52 107,65 9,54 165,17 186,29
Fluoreto - 15 mg L™ 11,87 56,38 107,14 9,57 163,52 184,96
Fluoreto - 20 mg L™ 11,44 57,94 107,22 9,49 165,16 186,09
Fealc 0,830 0,510 0,096 0,134 0,081 0,040
p-valor 0,4808 0,6733 0,9627 0,9397 0,9706 0,9900

C.V. 13,04 13,80 10,71 13,89 8,72 7,99

Nota: Valores do F, (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a partir da analise de variancia

9%
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A nivel ultraestrutural as plantas de P. cauliflora expostas a chuva
fluoretada apresentaram modifica¢des na superficie foliar quando comparadas
com o tratamento controle (Figura 9 ¢ 10).

Na face adaxial da epiderme foram detectadas erosdo e formagdo de
placas de cera epicuticular além da colonizacdo da superficie foliar por hifas

fungicas em todos os tratamentos com fluoreto (Figura 9B, C e D).

Figura 9 Eletromicrografias da superficie adaxial de folhas de Plinia
cauliflora expostas a chuva fluoretada durante dez dias
consecutivos. A) controle (0 mg L™); B) 10 mg L™'; C) 15 mg L™';
D) 20 mg L. B, C e D apresentando erosio e formagio de placas
de cera epicuticular e colonizag@o por hifas fingicas. Barras = 20
pm

Na face abaxial da epiderme foram detectadas erosdo e o acimulo de

cera epicuticular, porém em menor propor¢do que na face adaxial, em todos os
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tratamentos com fluoreto, além da colonizacdo da superficie foliar por hifas

fangicas (Figura 10B, C e D).

Figura 10 Eletromicrografias da superficie abaxial de folhas de Plinia
cauliflora expostas a chuva fluoretada durante dez dias
consecutivos. A) controle (0 mg L™); B) (10 mg L™"); C) (15 mg L~
" D) (20 mg L™"). B, C e D apresentando erosdo e formagdo de
placa de cera epicuticular (*) e coloniza¢do por hifas fungicas
(setas). Barras = 20 um

Apds o término do experimento de simulagdo de chuva fluoretada a
espécie C. vernalis apresentou clorose como injaria foliar visivel a olho nu nas
faces, adaxial (Figura 11) e abaxial (Figura 12) em todos os tratamentos, exceto

o controle, sendo o dano mais acentuado no tratamento de maior concentragao.
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Figura 11 Superficie adaxial de folhas de Cupania vernalis expostas a diferentes
concentragdes de fluoreto em chuva simulada, durante dez dias. A:
controle (0 mg L™"); B: 10 mg L'; C: 15mg L™"; D ¢ E: 20 mg L™
Clorose (*). Barras = 1 cm
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Figura 12 Superficie abaxial de folhas de Cupania vernalis expostas a diferentes
concentragdes de fluoreto em chuva simulada, durante dez dias. A:
controle (0 mg L™"); B: 10 mg L™; C: 15 mg L"'; D e E: 20 mg L.
Clorose (*). Barras = 1 cm

Nao foram detectadas alteragdes na espessura de nenhum dos tecidos de
C. vernalis entre as plantas do tratamento controle e as plantas expostas a chuva
fluoretada (Tabela 4).



Tabela 4 Espessura média (um) dos tecidos do 2° foliolo de folhas do 1° nd de plantas de Cupania vernalis submetidas a
chuva fluoretada

Tratamento Epiderme da Parénquima Parénquima Epiderme da Mesofilo Limbo
face adaxial palicadico espon;joso face abaxial foliar
Controle -0 mgL* 16,49 44,11 86,72 11,04 130,83 158,36
Fluoreto - 10 mg L™ 15,82 41,43 88,23 11,20 129,66 156,68
Fluoreto - 15 mg L™ 16,06 42,39 89,14 11,25 131,53 158,84
Fluoreto - 20 mg L™* 15,20 41,85 92,92 10,85 134,77 160,82
Fealc 1,135 0,519 1,885 0,389 0,714 0,421
p-valor 0,3391 0,6702 0,1373 0,7608 0,5462 0,7381
C.V. 15,94 19,28 10,76 12,94 9,83 8,26

Nota: Valores do F,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variag@o) obtidos a partir da andlise de variancia

0s
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A nivel ultraestrutural as plantas de C. vernalis expostas a chuva
fluoretada apresentaram modificagdes na superficie foliar quando comparadas
com o tratamento controle (Figuras 13 e 14).

Na face adaxial da epiderme foram detectadas erosdo e formagdo de
placas de cera epicuticular em todos os tratamentos com fluoreto, além da

colonizagdo da superficie foliar por hifas fangicas (Figura 13B, C ¢ D).

Figura 13 Eletromicrografias da superficie adaxial de folhas de Cupania
vernalis expostas a chuva fluoretada durante dez dias
consecutivos. A) controle (0 mg L™); B) (10 mg L™); C) (15 mg L°
"; D) (20 mg L™"). B, C e D apresentando erosdo e formagio de
placas de cera epicuticular (*) e colonizagdo por hifas fungicas
(setas). Barras = 20 um

Na face abaxial da epiderme também foram detectadas erosdo e o
acumulo de cera epicuticular e colonizagdo da superficie foliar por hifas

fungicas, em todos os tratamentos com fluoreto (Figura 14B, C e D).
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Figura 14 Eletromicrografias da superficie abaxial de folhas de Cupania vernalis
(0mgL");B) (10 mgL"); C) (15mgL"); D) (20 mgL"). B,CeD
apresentando erosdo eformacdo de placas de cera epicuticular (*) e
colonizagdo por hifas fungicas (setas). Barras =20 pm

4.3 Efeitos da simulacdo das chuvas, &cida oufluoretada, sobre as

caracteristicas da fluorescéncia da clorofila adas espécies estudadas

Antes do inicio das simulagdes (dia 1), foi verificado que todas as mudas
de P. cauliflora utilizadas na realiza¢do do experimento com simulagio de chuva
acida ndo apresentavam diferenga significativa em nenhuma das caracteristicas
de fluorescéncia da clorofila a avaliadas (Tabela 5), demonstrando que as mudas
de P. cauliflora, do tratamento controle (pH = 6,0) e do tratamento com chuva

acida (pH=3,0) estavam sob as mesmas condi¢des iniciais.
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Tabela 5 Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
guenching nao fotoquimico (qN) e do coeficiente de extingdo ndo
fotoquimico (NPQ) de Plinia cauliflora entre plantas do tratamento
controle (pH = 6,0) e da chuva 4cida (pH = 3,0) antes do inicio do

experimento
Tratamento Variaveis analisadas

yield ETR qP qN NPQ
Controle (pH =6,0) 0,022 35,48 0,169 0,885 1,212
Acido (pH = 3,0) 0,019 31,22 0,121 0,848 1,369
Feaic 1,257 1,261 1,341 0,338 0,641
p-valor 0,2948 0,2940 0,2802 0,5771 0,4464
C.V. 17,87 17,98 44,88 11,74 23,99

Nota: Valores do F, (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Vinte e quatro horas ap6s o término das simulac¢des (dia 11) foi possivel
verificar que a chuva 4cida nao afetou significativamente (p>0,05) nenhuma das
caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a avaliadas (Tabela 6) em P.

cauliflora.
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Tabela 6 Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
quenching ndo fotoquimico (qN) e do coeficiente de extingdo ndo
fotoquimico (NPQ) de Plinia cauliflora entre plantas do tratamento
controle (pH = 6,0) e da chuva acida (pH = 3,0) vinte ¢ quatro horas
apods o término do experimento

Variaveis analisadas

Tratamento -
yield ETR qP qN NPQ
Controle (pH =6,0) 0,021 34,80 0,114 0,860 1,186
Acido (pH = 3,0) 0,020 32,18 0,090 0832 1,189
Fealc 1,347 1,354 3,352 2,975 0,000
p-valor 0,2792 02782 0,1045 0,1228  0,9846
C.V. 10,58 10,63 20,43 2,99 16,07

Nota: Valores do F.,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Antes do inicio das simulagdes (dia 1), foi verificado que todas as mudas
de P. cauliflora utilizadas na realizag¢do do experimento com simulagdo de chuva
fluoretada ndo apresentavam diferenca significativa em nenhuma das
caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a avaliadas (Tabela 7),
demonstrando que as mudas de P.cauliflora do tratamento controle (0 mg L™") e
do tratamento com chuva fluoretada (10, 15 e 20 mg L™ de KF) estavam sob as

mesmas condigdes iniciais.
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Tabela 7 Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
guenching nao fotoquimico (qN) e do coeficiente de extingdo ndo
fotoquimico (NPQ) de Plinia cauliflora entre plantas do tratamento
controle (0 mg L") e da chuva fluoretada (10, 15 e 20 mg L") antes do
inicio do experimento

Variaveis analisadas
yield ETR qP qN NPQ
Controle -0 mg L™ 0,022 35,48 0,169 0,885 1,212
Fluoreto - 10 mg L™ 0,024 39,04 0,166 0,885 1,237
Fluoreto - 15 mg L 0,021 33,87 0,104 0,829 1,141
Fluoreto - 20 mg L™ 0,024 38,40 0,126 0,837 1,119

Tratamento

Feaic 0,551 0,543 1,749 1,098 0,440
p-valor 0,6550  0,6598 0,1974  0,3785 0,7276
C.V. 20,16 20,21 37,66 7,48 16,13

Nota: Valores do F, (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Vinte e quatro horas apds o término das simulagdes (dia 11) foi possivel
verificar que a chuva fluoretada ndo afetou significativamente (p>0,05) nenhuma
das caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a avaliadas (Tabela 8) em

P.cauliflora.
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Tabela8 Analise de varidncia da produtividade quéntica do fotossistema II
(yield), da taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), do quenching
fotoquimico (gP), do quenching ndo fotoquimico (qN) e do coeficiente
de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) de Plinia cauliflora entre plantas
do tratamento controle (0 mg L") e da chuva fluoretada (10, 15 e 20
mg L") vinte e quatro horas ap6s o término do experimento

Variaveis analisadas
yield ETR qP qN NPQ

Controle -0 mg L™ 0,021 34,80 0,114 0,860 1,186
Fluoreto - 10 mg L™ 0,021 34,50 0,126 0,852 1,138

Fluoreto - 15 mg L™ 0,019 30,26 0,090 0,837 1,176
Fluoreto - 20 mg L™ 0,024 39,72 0,104 0,827 1,169

Tratamento

Feaic 1,652 1,654 1,071 0,512 0,083
p-valor 0,2171  0,2167 0,3891 0,6797  0,9686
C.V. 19,28 19,32 31,00 5,49 14,03

Nota: Valores do F.,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Antes do inicio das simulagdes (dia 1), foi verificado que todas as mudas
de C. vernalis utilizadas na realiza¢@o do experimento com simulagdo de chuva
acida ndo apresentaram diferenca significativa em nenhuma das caracteristicas
de fluorescéncia da clorofila a, no claro (Tabela 9), demonstrando que as mudas
de C. vernalis, do tratamento controle (pH = 6,0) e do tratamento com chuva

acida (pH=3,0) estavam sob as mesmas condigdes iniciais.
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Tabela9 Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
guenchingnio fotoquimico (gN) e do coeficiente de extingdo nao
fotoquimico (NPQ) de Cupania vernalis entre plantas do tratamento
controle (pH = 6,0) e da chuva acida (pH = 3,0) antes do inicio do

experimento
Variaveis analisadas
Tratamento -

yield ETR qP gN NPQ
antrole (pH =6,0) 0,032 52,76 0,074 0,722 1,040
Acido (pH = 3,0) 0,030 54,08 0,077 0,727 1,097
Feaic 0,293 0,023 0,092 0,012 0,152
p-valor 0,6028 0,8841 0,7683 0,9144  0,7066
C.V. 26,36 25,97 20,81 9,84 21,54

Nota: Valores do F, (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Vinte e quatro horas apds o término das simulagoes (dia 11) foi possivel
verificar que a chuva 4cida ndo afetou significativamente (p>0,05) nenhuma das
caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a, no claro (Tabela 10) em

C.vernalis.
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TabelalO Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
quenching niofotoquimico (qN) e do coeficiente de extingdo
ndofotoquimico (NPQ) de Cupania vernalis entre plantas do
tratamento controle (pH = 6,0) e da chuva acida (pH = 3,0) vinte ¢
quatro horas ap6s o término do experimento

Variaveis analisadas

Tratamento yield ETR P N _NPQ
Controle (pH=60) 0,030 44,84 0,059 0542 0615
Acido (pH = 3,0) 0,025 4100 0045 0437 0475
Foae 1512 1,512 3815 2,667 1,899
p-valor 02538 02538 0,0866 0,1411 0,055

C.V. 2236 2244 2251 2115 2944

Nota: Valores do F, (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Em relagdo a fluorescéncia da clorofila a, no escuro, ao término do
experimento com C. vernalis, a andlise de regressdo entre os dias do
experimento ¢ o Fv/Fm demonstrou que para o controle (pH = 6,0), o
rendimento quantico potencial do FSII ndo diferiu entre os dias (p = 0,4864); ja
no tratamento com chuva acida (pH = 3,0), ocorreu um decréscimo significativo
de 14,1 % narazdo Fv/Fm (p = 0,0007), demonstrando que a chuva écida afeta o

rendimento quantico potencial do FS II nessa espécie (Figura 15).
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Figura 15 Rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) em individuos de
Cupania vernalis, em relacdo aos dias do experimento. Tratamento
controle (p = 0,4864 ¢ y = 0,5161 — 0,0014x); Chuva acida (p =
0,0007 e y = 0,5299 — 0,0082x). As barras verticais indicam o desvio
padrdo da média (n=5)

Para determinar a partir de qual dia de simulagdo de chuva a razdo
Fv/Fm diferiu entre o controle e o tratamento foi realizado uma ANAVA, que
demonstrou que a partir do sexto dia de simulagdo eles apresentaram diferenga

significativa (Tabela 11).
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Tabelall Rendimento quantico potencial do PSII de Cupania vernalis entre

plantas do tratamento controle (pH = 6,0) e da chuva acida (pH = 3,0)
por dia de experimento

Dias de experimento
1 3 5 7 9 11

Controle (pH=6,0) 0,531 0,501 0,500 0,503 0,500 0,512
Acido (pH = 3,0) 0,524 0,502 0,490 0,473 0,455 0,449

Tratamento

Fealc 0,028 0,001 0,137 12,344 9,736 6,974
p-valor 0,8707 09713 0,7204 0,0079 0,0142 0,0297
C.V. 13,56 6,79 8,43 2,73 4,80 7,90

Nota: Valores do F., (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Antes do inicio das simulagdes (dia 1), foi verificado que todas as mudas
de C. vernalis utilizadas na realiza¢do do experimento com simula¢do de chuva
fluoretada ndo apresentaram diferenca significativa em nenhuma das
caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a, no claro (Tabela 12),
demonstrando que as mudas de C. vernalis, do tratamento controle (0 mg L) e
do tratamento com chuva fluoretada (10, 15 ¢ 20 mg L™ de KF) estavam sob as

mesmas condigdes iniciais.
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Tabela 12 Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
guenchingndo fotoquimico (qN) e do coeficiente de extingdo ndo
fotoquimico (NPQ) de Cupania vernalis entre plantas do tratamento
controle (0 mg L") e da chuva fluoretada (10, 15 ¢ 10 mg L) antes
do inicio do experimento

Variaveis analisadas
yield ETR qP qN NPQ

Controle -0 mg L™ 0,032 52,76 0,074 0,722 1,040
Fluoreto - 10 mg L™ 0,031 49,82 0,073 0,712 1,096

Fluoreto - 15 mg L™ 0,030 50,82 0,071 0,723 1,143
Fluoreto - 20 mg L™ 0,032 52,10 0,075 0,715 1,095

Tratamento

Fealc 0,153 0,076 0,060 0,033 0,168
p-valor 0,9263 09721 0,9802 0,9919 0,9162
C.V. 20,78 20,70 19,82 9,47 21,03

Nota: Valores do F,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variacdo) obtidos a
partir da analise de variancia

Vinte e quatro horas apds o término das simulagdes (dia 11) em C.
vernalis foi possivel verificar que a chuva fluoretada ndo afetou
significativamente (p>0,05) a produtividade do fotossistema II (yield), a taxa
aparente de transporte de elétrons (ETR), o quenching fotoquimico (qP), € nem
o quenchingnio fotoquimico (qN) (Tabela 11). Entretanto, houve efeito
significativo das maiores concentragdes de KF (15 e 20 mg L") sobre o

coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) (Tabela 13).
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Tabela 13 Produtividade quantica do fotossistema II (yield), da taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), do quenching fotoquimico (qP), do
guenchingndo fotoquimico (qN) e do coeficiente de extingdo ndo
fotoquimico (NPQ) de Cupania vernalis entre plantas do tratamento
controle (0 mg L") e da chuva fluoretada (10, 15 ¢ 20 mg L") vinte e
quatro horas apds o término do experimento

Variaveis analisadas
yield ETR qP qQN NPQ
Controle -0 mg L™ 0,030a 48,84a 0,059a 0,542a 0,615b
Fluoreto-10 mgL*  0,029a 46,54a 0,052a 0,542a 0,671b
Fluoreto-15 mgL*  0,027a 43,60a 0,057a 065la 0866a
Fluoreto-20 mgL?* 0021a 34,16a 004la 0567a 0847a

Tratamento

Fealc 2,525 2,519 3,018 2,627 0,4791
p-valor 0,0944  0,0949 0,0605 0,0859 0,0144
C.V. 20,93 21,00 19,75 12,39 17,10

Nota: Valores do F,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variagdo) obtidos a
partir da analise de varidncia

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Ao término do experimento com C. vernalis a analise de regressdo entre
os dias do experimento e o Fv/Fm demonstrou que para o controle (0 mg L"), o
rendimento quantico potencial do FSII ndo diferiu entre os dias (p = 0,4864); ja
nos tratamentos com chuva fluoretada (10 mg L™, p = 0,0014), (15mgL", p=
0,00007 ) e (20 mg L', p = 0,0003), ocorreu um decréscimo significativo de
16,9; 22,5 e 27,6 % respectivamente na razdo Fv/Fm, demonstrando que a
chuva fluoretada afeta o rendimento quantico potencial do FS II nessa espécie

(Figura 16).
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Figura 16 Rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) em individuos de
Cupania vernalis,expostas a chuva fluoretada (KF) durante dez dias
consecutivos, em relacdo aos dias do experimento. econtrole ( p =

0,4864 e y = 0,5161 — 0,0014x);

0,5154 — 0,0086x);
0,0112x);

o fluoreto 10 ( p= 0,0014 ¢ y=
v fluoreto 15 (p = 0,00007 ¢ y = 0,5227 —

A fluoreto 20 ( p = 0,00003 e y= 0,523 — 0,0133x). As
barras verticais indicam o desvio padrao da média (n=5)

Para determinar a partir de qual dia de simulagdo de chuva a razao

Fv/Fm diferiu entre o controle ¢ os tratamentos com fluoreto de potassio foi

realizado uma ANAVA, que demonstrou que a partir do sexto dia de simulagao

eles apresentaram diferenca significativa (Tabela 14).



Tabela 14 Rendimento quéntico potencial do PSII de Cupania vernalis entre plantas do tratamento controle (0 mg L"), e
plantas dos tratamentos com chuva fluoretada (10, 15 ¢ 20 mg L") por dia de experimento

Dias de experimento

Tratamento 1 3 5 7 9 T
Controle - 0 mg L? 0,531 a 0,501 a 0,500 a 0,503 a 0,500 a 0,512 a
Fluoreto - 10 mg L? 0,515a 0,479 a 0,480 a 0,443 b 0,438 b 0,428 b
Fluoreto - 15 mg L 0,537 a 0,473 a 0,451 a 0,437b 0,419b 0,416 b
Fluoreto - 20 mg L? 0,540 a 0,464 a 0,433 a 0,425 b 0,407 b 0,391 b

Featc 0,135 1,787 1,025 6,264 15,840 13,245
p-valor 0,9380 0,1901 0,4078 0,0051 0,0000 0,0001
C.V. 12,81 5,54 14,15 6,87 5,27 7,41

Nota: Valores do F,. (F calculado), p-valor e C.V. (coeficiente de variag@o) obtidos a partir da andlise de variancia
*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade

79
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4.4 Analise do teor de flior na massa seca das espécies estudadas

A analise de variancia do teor de flior na massa seca mostrou que todas
as concentragdes de fluoreto de potassio (10, 15 e 20 mg L") foram responséaveis
por acumulagdes significativas do poluente (F = 75,774; p = 0,0000), sendo que
todos os tratamentos diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.

O teor de flior na massa seca de P. cauliflora aumentou com o aumento

da concentrag@o inicial de fluoreto na solugdo (Figura 17).
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Figural7 Teor de flaor (ug g'MS) nas folhas de Plinia cauliflora em fungio
de diferentes concentracdes de fluoreto de potassio (0, 10, 15 e
20mg L") em chuva simulada, durante dez dias consecutivos (R* =
0,8485; p = 0,0000; y = 0,9605 + 0,4526x). As barras verticais
indicam o desvio padrdo da média (n=6)
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A andlise de varidncia do teor de flior na massa seca de Cupania
vernalis mostrou que todas as concentragdes de fluoreto de potassio (10, 15 e 20
mg L") foram responsaveis por acumiilos significativos do poluente (F =
47,696; p = 0,0000), sendo que todos os tratamentos diferiram entre si pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

O teor de flior na massa seca de C. vernalis aumentou com o aumento

da concentracdo inicial de fluoreto na solucao (Figura 18).
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Figural8 Teor de fluor (ng g'MS) nas folhas de Cupania vernalis em
funcdo de diferentes concentragdes de fluoreto de potassio (0, 10,
15 ¢ 20 mg L") em chuva simulada, durante dez dias
consecutivos (R2 =0.8931; p=0,0000; y = 1,3108 + 0,1683x). As
barras verticais indicam o desvio padrdo da média (n=6)
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5 DISCUSSAO

Os poluentes atmosféricos afetam a vegetacdo sendo a folha o orgdo
mais sensivel ao dano, por isso este tem sido alvo de muitos estudos (KLUMPP

etal., 2001; SINGH; AGRAWAL, 2008).

5.1 Efeitos da simulacdo de chuva &cida sobre as caracteristicas

morfoldgicas e ultraestruturais das espécies estudadas

As plantas expostas a deposi¢do acida apresentam alteracdes tanto
morfoanatomicas, ultraestruturais, fisiologicas e bioquimicas (CHOI et al., 2006;
EVANS, 1984; SINGH; AGRAWAL, 2008).

Um dos sintomas externos mais observados em estudos que submetem
plantas a exposi¢do de chuvas com baixo pH ¢ o surgimento de clorose e
manchas necroticas (EVANS, 1982; SILVA et al., 2005).

Plinia cauliflora apresentou poucas folhas com clorose € manchas
necroticas, porém o mesmo néo foi observado em C. vernalis.

A intensidade dos danos causados pela chuva acida em uma planta
depende da espécie considerada e de suas caracteristicas especificas como seu
estagio de desenvolvimento, condi¢des fisiologicas da planta, area foliar e taxa
de absor¢do da chuva por unidade de area (COWLING; LINTHURST, 1981).
Silva et al. (2005) estudando cinco espécies arbéreas brasilerias verificaram
diferentes graus de sensibilidade das plantas a chuva acida tanto em relagdo a
danos foliares como as alteragdes anatdmicas. Nas espécies estudadas nao foram
observadas alteragdes anatomicas. Algumas plantas ndo apresentam sintomas

visuais quando expostas a poluentes atmosféricos, emoutras s6 sdo detectadas
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alteragdes ultraestruturais, fisiologicas e/ou bioquimicas (GOSTIN, 2009;
SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006b).

Em ambas as espécies estudadas foi observado que a chuva acida afetou
principalmente as células epidérmicas causando erosdo da cera epicuticular na
face adaxial foliar, por estar diretamente exposta ao poluente. O que pode
resultar na alteracdo da permeabilidade da folha (EVANS, 1984). Segundo
Shepherd e Griffiths (2006) quanto maior a acidez de uma chuva maiores sdo os
danos que essa causa na morfologia e deposicdo da cera, entre esses danos
incluem erosdo da cera, redugdo de sua espessura e consisténcia.

As ceras sdo compostos hidrofobicos que formam a cuticula juntamente
com a cutina e suberina. A cuticula dificulta a perda de 4gua pela planta, sendo
uma defesa contra certas condigoes ambientais adversas, inclusive, essa
camanda impede a entrada de fungos e bactérias no interior dos tecidos das
plantas (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Ao apresentarem danos nesse
revestimento, as espécies estudadas ficaram suscetiveis a colonizacdo por
fungos. O mesmo foi observado por outros autores estudando outras espécies
(PERCY; BAKER, 1987; SANT’ANNA-SANTOS et al, 2006b). O
favorecimento do ataque de patogenos e herbivoros devido a erosdo da cuticula
da superficie das folhas é considerado um efeito indireto da exposi¢cdo das
plantas a chuva acida (LIKENS; BORMANN, 1974).

A cuticula também apresenta importante funcdo na reflexdo da radiacao
incidente em plantas de clima tropical e a remo¢ao da mesma deixa a superficie
foliar mais exposta a Iluminosidade e ao superaquecimento (CASTRO;
PEREIRA; PAIVA, 2009). O excesso da luz ¢ um dos fatores responsaveis pelo
surgimento de cloroses e posteriormente de necroses em plantas. Foi observada
maior remogdo de cera epicuticular em P. cauliflora podendo esse ser o motivo

dessa espécie ter apresentado danos externos.
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Diversos outros danos causados pela chuva 4cida na anatomia e
ultraestrutura de plantas que ndo foram observados nas espécies estudas sdo
relatados na literatura.

Colapso das células da epiderme e mesolfilo foram relatados para as
espécies arboreas Genipa americana (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006a),
Spondias dulcis ¢ Gallesia integrifolia (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006b).
Danos nas células estomaticas também foram observados por Silva et al. (2005)
na espécie Eugenia uniflora como a deformagio dos estomatos e presenca de
ostiolos abertos, essa espécie se mostrou altamente sensivel a exposicdo de

chuva com pH 3, pois foi verificado colapso em todos os tecidos foliares.

5.2 Efeitos da simulagdo de chuva fluoretada sobre as caracteristicas
morfoldgicas e ultraestruturais das espécies estudadas

A maioria dos estudos relacionados aos efeitos do fluoreto sobre
organismos vegetais se concentra nas alteragdes provocadas nas folhas, devido a
esse Orgdo constituir a principal via de entrada do poluente ¢ onde o mesmo se
acumula (DOMINGOS et al., 2003; PITA-BARBOSA et al., 2009).

Nas espécies estudadas apenas C. vernalis apresentou danos
morfolégicos externos sendo observada cloroses em todos os tratamentos, exceto
o controle. O surgimento de areas sem coloragdo nas folhas expostas ao flior
pode ser devido ao fato desse elemento ser eletronegativo e que ao penetrar no
interior da célula vegetal forma complexos com o Mg”" reduzindo a biossintese
de clorofila (FORNASIERO, 2001).

Além de cloroses, as necroses marginais e apicais, o murchamento e
encarquilhamento das folhas sdo as injurias mais comumente relatadas pela
literatura em trabalhos com plantas expostas ao fluoreto (CHAVES et al., 2002;
FORNASIERO, 2001; FORNASIERO, 2003; MILLER, 1993; SILVA et al,,
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2000). Mas, apesar do fluoreto ser um dos mais fitotoxicos poluentes
atmosféricos, podendo causar injlrias as plantas em concentragdes de 10 a 1000
vezes menores que outros poluentes (WEINSTEN, 1977) muitas espécies ndo
apresentam sintomas visuais quando submetidos a baixas concentragdes desse
elemento.

Algumas espécies apresentam alteragdes anatdmicas, ultraestruturais e
fisioloégicas em decorréncia da exposi¢do ao fluoreto sem apresentarem danos
visuais como é o caso das espécies Plectranthus neochilus, Cymbopogon
citratus (CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-SANTOS, 2010) e Lolium
multiflorum (MESQUITA et al., 2011). Por outro lado Spondias dulcis se mostra
muito sensivel a agdo do poluente, apresentando necroses expressivas logo apos
24h de aplicagdo da chuva a concentragio de 5 mg L' (SANT’ANNA-SANTOS
etal., 2012).

Sant’ Anna-Santos et al. (2007) analisando a fitotoxidez do flior em
Magnolia ovata nao visualizaram dano morfologico externo expressivo e nem
observaram diferenca significativa nas espessuras da epiderme e mesofilo, como
verificado nas espécies em estudo, porém esses autores relataram alteragdes na
forma das células epidérmicas.

A auséncia de danos visuais ndo indica que a planta € resistente ao fltior,
sendo assim, o uso apenas da sintomatologia visual para avaliar a fitotoxidade
do fluoreto ¢ inadequado, sendo necessarias outras técnicas como analises
ultraestruturais e fisiologicas (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2012).

Um dos danos ultraestruturais mais relatados na literatura em folhas
expostas ao fluoreto sdo a erosdo e descamacdo da cera epicuticular causando
desestruturacdo da cuticula e essas alteragdes podem ser visualizadas mesmo em
folhas sem danos externos (CAMPOS; AZEVEDO; SANT’ANNA-SANTOS,
2010; CHAVES et al., 2002; MESQUITA et al., 2011; PITA-BARBOSA et al.,
2009; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007).
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Segundo Sant’Anna-Santos ¢ Azevedo (2010), a maior densidade da
camada de cera epicuticular confere maior resisténcia a planta contra a
fitotoxidez do fluoreto, ou seja, uma planta com menor espessura dessa camada
esta mais suscetivel a agao desse poluente.

A desestruturacao da cuticula pode estar relacionada a possivel agdo do
flior nessa camada, facilitando a entrada do poluente na epiderme e permitindo
maior colonizagdo de patégenos como fungos na superficie da folha (HEREDIA
et al., 1998). A alteracdo da cuticula, devido a remocao da cera epicuticular, leva
a aumento da umidade da folha, condicdo essa favoravel a proliferacdo de
fungos (BARTHLOTT, 1981).

Em ambas as faces da epiderme das espécies estudadas foram
observadas a colonizagdo por hifas fungicas nas plantas expostas ao flior, sendo
que quanto maior a concentragdo do poluente maior essa colonizagdo. Como a
cuticula também tem fungdo de prote¢do, quanto menor a espessura dessa
camada de revestimento ou mais danificada essa se apresenta, mais suscetivel a

acdo de patogenos uma planta se encontra.

5.3 Efeitos da simulacdo das chuvas, &cida oufluoretada, sobre as

caracteristicas da fluorescéncia da clorofila adas espécies estudadas

Uma planta quando exposta a um agente estressor, mesmo sem expor
sintomas visuais pode apresentar alteragdes fisioldgicas, pois 0s processos
fisiologicos e bioquimicos de um vegetal sdo mais sensiveis e respondem mais
rapido a agdo do poluente (SHAN et al., 1995). Boese, Mavlean e El-Mogazi
(1995) analisando o efeito do fluoreto na clorofila a em plantas de espinafre e
Singh e Agrawal (2004) avaliando o efeito da simulagdo de chuva com pH 4 na
taxa de assimilagdo liquida em cultivares de trigo observaram que essas plantas

apresentaram alteragdes fisiologicas mesmo sem apresentarem sintomas visuais.
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Na literatura, ha relatos sobre as altera¢des fisiologicas em plantas
causadas tanto pela exposig@o ao fluor quanto a chuva 4cida sio reducdo da taxa
fotossintética, da fluorescéncia da clorofila a e do teor de pigmentos
fotossintéticos (DIVAN JUNIOR; OLIVA; FERREIRA, 2007; FLAGLER;
LOCK; ELSIK, 1994; NEVES et al., 2009).

A analise da fluorescéncia da clorofila a constitui bom indicador do
estado do fotossistema II e de sua operagio (LUTTGE, 2008), pois agentes
estressores, como o flior (SINGH-RAWAL; JAJOO; BHARTI, 2010) e a chuva
acida (LIU et al., 2007) podem influenciar no estado funcional das membranas
do tilacoide (BAKER; ROSENQVST, 2004).

No presente trabalho os tnicos pardmetros da fluorescéncia da clorofila
a que apresentaram altera¢des foram o coeficiente de extingdo nao fotoquimico
(NPQ) para os tratamentos de maior concentragdo de flior em C. vernalis e o
rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) para todos os tratamentos com
chuva 4cida e fltior em C. vernalis.

O NPQ ¢ o QN sao considerados mecanismos de protecdo da planta que
tem a fungdo de dissipar a energia excessiva ndo utilizada nas reagdes
fotoquimicas. O aumento no NPQ em plantas estressadas tem por objetivo evitar
danos causados pela maior incidéncia de luz no tecido do vegetal e estd
relacionado com o ciclo de xantofila e com o desenvolvimento de tilacoides
(RIBEIRO, 2009; SILVA et al., 2011).

Estudos mostram que a possivel causa do aumento do NPQ estad
relacionada com o aumento no teor de carotenoides e da habilidade de conversao
de violaxantina para zeaxantina conferindo assim a planta maior resisténcia
contra o superaquecimento (LIU et al., 2007). Os carotenoides atuam reduzindo
o estado excitado da clorofila e dissipando a energia na forma de calor, por meio

do NPQ mediante o ciclo das xantofilas (RIBEIRO, 2008).
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Todos os tratamentos comparados ao controle apresentaram redugdo na
razdo Fv/Fm. Essa razao que indica a maxima eficiéncia em que a luz absorvida
pelo PSII é convertida em energia quimica (BAKER; HARBINSON; KRAMER,
2007). Esse parametro ¢ importante ¢ mede imediatamente o estado fisiologico
do aparato fotossintético em folhas de plantas sadias. Estresse ambiental que
afeta a eficiéncia do PSII leva ao decréscimo em Fv/Fm, portanto, essa medida
se tornou uma maneira rapida e facil de monitorar a acdo de agentes estressores
sobre as plantas (BAKER, 2008; KRAUSE; WEIS, 1991).

As razdes que levam o estresse a reduzir os valores de Fv/Fm sdo
complexos. Tecidos fotossintéticos estressados na luz podem resultar no
aumento do gN e NPQ que muitas vezes ¢ acompanhada pela fotoinibi¢do dos
centros de reacdo do PSII reduzindo assim a razio Fv/Fm. No entanto, a
identificacio das causas intrinsecas de tais alteragdes pode ser dificil. E comum
em trabalhos de ecofisiologia relacionar a diminui¢do do Fv/Fm com o
comprometimento da eficiéncia fotossintética das folhas em condigdes de luz,
porém esse nem sempre ¢ o caso, pois o rendimento quantico do PSII nas
condigdes de claro podem ser consideravelmente menores que o valor de Fv/Fm
observado que avalia o rendimento quéntico maximo do PSII, e ndo o
rendimento em que o PSII funciona em condi¢des de claro (BAKER, 2008).

Liu et al. (2007) verificaram que a chuva 4acida reduziu
significativamente o valor de Fv/Fm nas espécies Schima superba e Pinus
massoniana, e em se tratando do fltor, Ribeiro (2008) verificou a mesma
alteracdo nas espécies de Eremanthus erythropappus, Tibouchina granulosa e
Schinus terebinthifolius, porém o mesmo nao foi observado por Boese, Mavlean
e El-Mogazi (1995) em Spinacea oleracea.

Essa redugdo do Fv/Fm sugere que alguns mecanismos importantes de
prote¢do ou reguladores para evitar o fotodanono aparato fotossintético sob

excesso de luz foi ativado em detrimento da eficiéncia dos centros de reagdes na
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utilizagdo dos fotons capturados nas reagdes fotoquimicas primarias no PSII
(KRAUSE; WEIS, 1991).

Como foi observado, grande parte dos danos causados pelo fliior e pela
chuva 4cida nas caracteristicas da fluorescéncia da clorofila a estio relacionados
com a maior intensidade luminosa na planta. A destruicdo da cuticula foliar
observada no presente trabalho levou a uma diminui¢do da refletancia e ao
aumento da incidéncia da luminosa sobre as folhas de C. vernalis, que pode ter
ativado o ciclo das xantofilas como forma de proteger o maquinario
fotossintético da fotoinibi¢do. Em condi¢des de alta luminosidade o ciclo ¢
ativado, os protons da zeaxantina se ligam as proteinas da antena de captacdo de
luz causando mudangas na conformacdo, levando a dissipacdo de calor
(DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 1992).

A auséncia de variagdo significativa nos demais parametros da
fluorescéncia da clorofila a de C. vernalis indica que o flior ndo afetou a
conversdo da energia radiante em quimica nos centros de reagdo do PSII e o
transporte de elétrons na cadeia fotossintética, fato também observado por Rossi
(2012).

A resposta da fluorescéncia da clorofila @ em relagdo a acdo de um
poluente ¢ variada. Divan Jnior, Oliva e Ferreira (2007) avaliando as gramineas
Chloris gayana e Panicum maximum, e Sant’Anna-Santos (2008) avaliando
folhas sadias de Spondias dulcis expostas ao flior ndo encontraram nenhuma
alteracdo nos parametros da fluorescéncia da clorofila a como observado em P.

caulifloranas simulagdes de chuva 4cida e de chuva fluoretada.

5.4 Andlise do teor de fllor na massa seca das espécies estudadas

Para a planta ser utilizada como bioindicadora de determinado poluente,

essa deve ter respostas inequivocas quando expostas a ele, como alteracdo em
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seu crescimento, sintomatologia e sensibilidade ao poluente, avaliada por
respostas morfoanatomicas, fisioldgicas ou bioquimicas especificas facilmente
mensuraveis (OLIVA; FIGUEIREDO, 2005). Como visto, ¢ dificil especificar
os efeitos do fluor, uma vez que outros poluentes atmosféricos como a chuva
acida e metais pesados causam injurias semelhantes as plantas. Uma forma de
relacionar as injurias na planta causadas pelo agente estressor testado e assim
avaliar o potencial bioindicador, mais precisamente, seu potencial biomonitor, é
analisar o teor do poluente no tecido vegetal comparando com o controle
(WEINSTEIN; DAVISON, 2003). Além disso, diversos estudos de
biomonitoramento da poluicdo atmosférica causada pelo fluor tém sido feitos
utilizando o teor desse poluente encontrado no tecido das plantas (DIVAN
JUNIOR; OLIVA; FERREIRA, 2008; RODRIGUEZ et al., 2012)

O fluoreto, seja gasoso ou aquoso, atinge os espacos intercelulares
através da cuticula e pode ser absorvido pelas células do mesofilo alcangando o
simplasto, ou ser arrastado pela corrente transpiratoria, via apoplasto, até as
extremidades do xilema, onde é acumulado (OLIVA; FIGUEIREDO, 2005).
Plantas com cuticula pouco espessa ¢ com baixa concentragdo de cera, como
plantulas ou plantas adultas com danos a esse revestimento pelo proprio fltior
sdo mais suscetiveis a entrada do poluente em todo o apoplasto da folha
(KANNAN, 1986). Outra forma de entrada do fltior gasoso no interior do tecido
vegetal € via estdbmatos como a maioria dos poluentes atmosféricos (PEIXOTO;
PIMENTA; ANTUNES, 2005). O fato de se avaliar o teor de fluor apenas nas
folhas ¢ devido esse elemento ser disperso via aérea e depositar diretamente nas
folhas, pois o solo normalmente ndo ¢ fonte de niveis toxicos do fluor e a
possibilidade de absor¢do do anion pelas raizes parece menor em virtude da
baixa reteng@o desse elemento pelo substrato (OLIVA; FIGUEIREDO, 2005).

Ambas as espécies estudadas concentraram fliior em seus tecidos, sendo

que P. cauliflora concentrou teores superiores comparados a C. vernalis
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(Fea1c=83,800; p-valor =0,0000), mesmo essa ndo apresentando sintomatologia
visivel. A quantidade de fluor acumulada nos tecidos e o grau de injuria
provocado por esse poluente variam com a espécie e com o estagio de
desenvolvimento da planta (SILVA et al., 2000).

Nao ha relagdo clara de dose-efeito em se tratando do fluor e plantas
como verificado para outros poluentes como o Cd (WOLFF et al., 2012). Silva
et al. (2000) estudando cinco espécies arbdreas verificaram que em trés,
Spondias dulcis, Gallesia gorazima e Genipa americana, houve uma relagdo
positiva entre flior acumulado e o grau de injaria, porém essa relacdo nao foi
verificada emPeltophorum dubuim e Joannesia princeps.

Sant’Anna-Santos et al. (2007) estudando o efeito fitotoxico do fluor
em Magnolia ovata verificaram que apesar dessa espécie acumular o anion em
seus tecidos ndo apresentaram sintomas visuais. O mesmo foi observado por
Rossi (2012) ao expor Vitex polygama durante dez dias a concentragdes de até
20 mgF.L". De acordo com Treshow e Anderson (1989) para uma planta
apresentar injurias ao ser exposta ao fliior, essa deve acumular teores superiores
a 30 ugF.g"' de MSem seus tecidos.

Porém, diversos outros estudos mostram que mesmo acumulando teores
bem baixos a planta pode apresentar danos. Como € o caso da espécie arborea S.
dulcis que ao ser exposta durante quatro dias a chuva de 20 mgF.L" acumulou
teores de apenas 2,5 pgF.gMS™ em suas folhas mas desenvolveram cloroses e
necroses, além de varios danos ultraestruturais (SANT’ANNA-SANTOS et al.,
2012). Outros casos semelhantes sdo as gramineas Panicum maximum, P.
notatum (OLIVA; FIGUEIREDO, 2005), Brachiaria brizantha e B. decumbens
(PITA-BARBOSA et al., 2009).

A ocorréncia de injurias visuais ndo estd ligada a um limite de
concentragdo de fluor, mas sim a resposta especifica de cada organismo vegetal

ao poluente (ROSSI, 2012). Segundo Coulter, Pack e Sulzbach (1985), o fluor se
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acumula nos tecidos na forma solivel e inorganica, causando lesdes quando
concentragoes letais sdo atingidas sendo, portanto, um poluente cuja injlria tem
natureza cumulativa e dependente de cada espécie.

Outros sintomas relacionados ao acumulo de fluor por plantas descritos
na literatura s3o redu¢do na germinacao, no comprimento das raizes e dos caules
(CHAKRABARTI et al., 2012), queda da produtividade e do vigor da planta
(DATTA etal., 2012).

A maior parte dos trabalhos realizados com fluor visando avaliar o
acumulo desse elemento em plantas foi feito em espécies agricolas como-de-
bico (CHAKRABARTI et al., 2012), trigo (JOSHI; BHARDWAJ, 2012) ¢
frutiferas (JHA et al., 2013) devido ao risco a saide humana que existe ao

ingerir grandes quantidades desse elemento.
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6 CONCLUSAO

As espécies P. cauliflora e C. vernalis apresentaram potencial para
serem utilizadas como biosensores da presenga de chuvas, acida e fluoretada,
sendo que, a erosdo ¢ o acumulo de ceras epicutilulares na epiderme dessas
espécies e a razdo Fv/Fm em C. vernalispodem ter importante valor prognodstico
na deteccdo de danos causados por esse tipo de poluicao nessas espécies.

As espéciesP. cauliflora e C. vernalis apresentam potencial para serem
utilizadas como indicadores ecologicos (bioacumuladoras) da presenca de fliior
na atmosfera, sendo a espécie P. cauliflora promissora para ser utilizada em

areas impactadas por esse tipo de poluicao.
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