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RESUMO

BRITO-KATEIVAS, K.S. Efeitos de poluentes atmosféricos de uma
indUstria mineradora sobre caracteristicas morfofisiolégicas e
anatbmicas de bioindicadores vegetais em Brumado, Bahia. Vitoria da
Conquista, BA: UESB, 2018. 104 p. (Tese — Doutorado em Agronomia,
Area de Concentragdo em Fitotecnia).*

A extracdo e o beneficiamento do mineral magnesita, realizados por uma
indUstria mineradora localizada na cidade de Brumado, na Bahia, resultam
em emissdes de 6xidos de nitrogénio (NOx) e de enxofre (SO2), 0s quais se
constituem poluentes atmosféricos, sendo a principal fonte de geracdo de
impactos ambientais. Neste estudo, as espécies Psidium cattleianum Sabine,
Lolium multiflorum Lam. e Mangifera indica L. foram selecionadas como
bioindicadoras, objetivando testar a hipdtese de que as emissGes
atmosféricas da industria afetam alguns aspectos morfofisiologicos e
anatdbmicos associados ao crescimento das plantas. Foram realizados
experimentos independentes, envolvendo cada uma dessas espécies
bioindicadoras, nos quais as plantas foram cultivadas em vasos, em
condicBGes de campo, durante um ano, com repeticdo dos experimentos no
ano seguinte. Para tanto, adotou-se delineamento inteiramente casualizado,
constituido de dois tratamentos localizados em é&reas de propriedade da
referida industria: (1) plantas cultivadas em area susceptivel aos efeitos das
emissdes de NOx e SO; e (2) plantas cultivadas em é&rea livre da influéncia
da pluma formada por esses poluentes. As plantas foram avaliadas, tanto no
verdo como no inverno, admitindo-se que variacdes meteoroldgicas sazonais
podem alterar a concentracdo de poluentes na atmosfera. No decorrer de
cada estacdo, avaliaram-se apenas caracteristicas morfofisiologicas baseadas
em métodos ndo destrutivos do material vegetal, tais como altura de plantas
e indice SPAD. No final do inverno e do periodo experimental, foram
avaliados: numero de folhas, area foliar total, massa seca de raizes, caule e
folhas e os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila e carotendides),
acucares sollveis e amido. Foram avaliadas, também, as seguintes
caracteristicas anatémicas, nas duas estagdes: indice de fitotoxidade em
necroses foliares, aspectos anatdmicos gerais das laminas foliares,
distribuicdo e contagem do nimero de camadas dos tecidos internos e
respectivas estruturas secretoras, alteracdes anatbmicas e necroses. Os
resultados variaram em fungdo do ano, da varidvel considerada e da espécie
bioindicadora. No primeiro ano, plantas de P. cattleianum expostas aos
poluentes reduziram o teor de clorofilas, o qual pode ter sido uma das

* Orientador: Paulo Araquém Ramos Cairo, D.Sc., UESB e Coorientador:
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causas para a menor altura de plantas e reducdo generalizada da matéria
seca. No segundo ano, os poluentes levaram aos mesmos efeitos nessa
espécie, mas os danos foram menos intensos. A reducdo de altura e matéria
seca em geral, também foi observada em L. multiflorum, no primeiro ano
Nos dois anos, contudo, as caracteristicas morfofisiolégicas de M. indica ndo
foram afetadas pelos poluentes. O teor de amido foi maior em P. cattleianum
exposto a poluentes, limitando o suprimento de acucares sollveis que
poderiam ser utilizados nos processos de crescimento das plantas. Em M.
indica, no entanto, o teor de amido foi menor nas plantas expostas aos
poluentes, sugerindo a ocorréncia de hidrolise para suprir a demanda de
energia que, normalmente, é maior quando as plantas sdo submetidas a
estresses ambientais. De um ano para o outro, as plantas foram afetadas por
poluentes atmosféricos em diferentes intensidades, sugerindo que, nesse
periodo, a sazonalidade dos fatores meteoroldgicos pode ter influenciado a
concentragdo dos poluentes no ar. Em M. indica exposta a pluma poluente,
houve aumento da densidade dos estdbmatos, incluindo algumas
deformidades, enguanto em P. cattleianum verificou-se obstrucdo de
estbmatos. As taxas fotossintéticas podem ter sido afetadas por essas
mudancas anatbmicas. A espessura dos tecidos foliares também foi afetada
pela exposicdo das plantas a pluma poluente, tendo em vista que houve
aumento na quantidade de tricomas secretores em P. cattleianum e de
cristais em M. indica.

Palavras-chave: Biomonitoramento ambiental, crescimento vegetativo,
metabolismo de plantas, Lolium multiflorum, Mangifera indica, Psidium
cattleianum.



BRITO-KATEIVAS, K.S. Effects of air pollutants from a mining
industry on morphophysiological and anatomical characteristics of
bioindicator plants in Brumado, Bahia. Vitoria da Conquista — BA:
UESB, 2018. 104 p. (Thesis — Doctor in Agronomy, Crop Science).*

ABSTRACT

The magnesite extraction and improving by a mining industry in Brumado
city, in Bahia state, is a procedure that expels nitrogen (NOx) and sulfur
(SO_) oxides which are air pollutants and important cause of environmental
impacts. For this study, Psidium cattleianum Sabine, Lolium multiflorum
Lam. and Mangifera indica L. were chosen as boindicator species, with aim
to test the hypothesis that air emissions from the industry affect some
morphophysiological and anatomical charactheristics on plant growth.
Independent experiments were carried out with each of these bioindicator
species grown in pots and field conditions for one year, and were repeated in
the following year. The completely randomized experiments were carried
out with plants subjected to treatments that were composed of two areas
belonging to said industry, which have the following characteristics: (1) area
susceptible to the effects of NOx and SO and (2) area without the influence
of the plume formed by these two pollutants. Plants were evaluated both in
summer and winter, assuming that seasonal meteorological variations may
change the air pollutant concentration. During each season, only non
destructive methods for morphophysiological characteristics, such as plant
height and SPAD index, were evaluated. At the end of the winter and
experimental period, leaf number, total leaf area, root, stem and leaves dry
mass and photosynthetic pigment (chlorophyll and carotenoids), soluble
sugars and starch contents were evaluated. In both seasons, anatomical
characteristics such as foliar necrosis phytotoxicity index, general leaf blades
anatomical aspects, layers of internal tissues distribution and counting and
respective secretory structures, anatomical changes and necroses were also
evaluated. For each year, the results were diverse according to the variable
and the bioindicator species. In the first year, P. cattleianum exposed to the
pollutants reduced chlorophyll content, which may have been one of the
causes for the lower plant height and the generalized dry matter reduction. In
the second year, the pollutants had the same effects in these two species, but
the damages were less intense. In 2016, plants of L. multiflorum exposed to
the pollutants had reduced their heights and dry mass. In two years, however,
the morphological characteristics of M. indica were not affected by the
pollutants. The starch content was higher in P. cattleianum exposed to
pollutants, limiting the soluble sugars supply which could be used in plant
growth processes. In M. indica, however, the starch content was lower in
plants exposed to the pollutants, suggesting the occurrence of hydrolysis to



supply the energy demand that is usually higher when plants are subjected to
environmental stresses. From one year to the next, plants were affected by
atmospheric pollutants at different intensities, suggesting that during this
period the seasonality of meteorological factors may have influenced the air
pollution concentration. In M. indica exposed to the pollutant plume, there
was stomata density increasing, including some deformities, whereas in P.
cattleianum obstructed stomata were noted. Photosynthetic rates may have
be affected by these anatomical changes. Leaf tissues thickness was also
affected by plant exposure to the pollutant plume, in view that the amount of
secretory trichomes in P. cattleianum and crystals in M. indica were
increased.

Key words: Environmental biomonitoring, plant growth, plant metabolism,
Lolium multiflorum, Mangifera indica, Psidium cattleianum.
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1 INTRODUCAO

A Serra das Eguas, localizada nas imediacBes do municipio de
Brumado, no sudoeste da Bahia, a aproximadamente 540 Km de Salvador,
possui importantes reservas do mineral magnesita no subsolo, sendo um dos
principais depoésitos desse mineral no Brasil. Desde a década de 1940, esses
depositos vém sendo explorados por uma indUstria mineradora, que, nos
ultimos dois anos, tem direcionado o beneficiamento do mineral magnesita
somente para a producdo de éxido de magnésio, embora outras empresas se
dediquem a producéo de talco.

O funcionamento da Industria de flotagdo de magnesita, dos fornos
de calcinacdo e sintetizacdo e da IndUstria de processamento de talco
industrial, que caracteriza 0 beneficiamento de magnesita, resulta em
emissbes de oxidos de nitrogénio (NOx) e de enxofre (SO2), que se
constituem poluentes atmosféricos que geram impactos ambientais. Ao
longo dos anos, estudos sobre impactos ambientais decorrentes do
beneficiamento industrial de magnesita restringiram-se a avaliar possiveis
efeitos na salde das pessoas que vivem em areas sujeitas a influéncia da
pluma formada por esses poluentes. Estudos direcionados a avaliacdo desses
efeitos sobre o comportamento das plantas, nessas areas, contudo, ainda sdo
inexistentes.

Alteracdes na qualidade do ambiente, em certa medida, podem ser
detectadas por alguns organismos vivos, que sdo conhecidos como
bioindicadores, porque manifestam diferentes formas de percep¢do dos
efeitos nocivos da presenca de poluentes. A utilizacdo de bioindicadores,
com o proposito de verificar a ocorréncia de poluentes e a intensidade dos
seus efeitos numa determinada area, através de um método experimental
indireto, ¢  denominada  biomonitoramento (CARNEIRO e
TAKAYANAGUI, 2009).
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Os poluentes do ar costumam exercer efeitos negativos sobre o
metabolismo vegetal, resultando, quase sempre, em reducéo do crescimento
e desenvolvimento de plantas. Os poluentes podem afetar também a
condutancia de gases através dos estdmatos, comprometendo a fotossintese e
a transpiracdo. Decréscimos na taxa de fotossintese, em resposta a polui¢éo
atmosférica, resultam em menor producdo de biomassa, reduzindo o
crescimento vegetativo e o rendimento de culturas agricolas (BELL e outros,
2017).

Dentre as espécies vegetais que podem atuar como bioindicadores,
algumas séo consideradas também como culturas agricolas, com diferentes
graus de importancia econdmica. Levando-se em conta essa peculiaridade,
para 0 biomonitoramento, a escolha da espécie pode representar a
oportunidade de avaliar, simultaneamente, ndo apenas 0s possiveis efeitos
dos poluentes sobre a fisiologia, a anatomia e o crescimento vegetativo, mas
também, os seus impactos sobre a produtividade e o rendimento de culturas
que interferem na economia de determinadas regides.

A microrregido de Brumado é um importante polo produtor e
exportador da manga (Mangifera indica L, Anacardiaceae.), uma das
culturas de maior importancia para o nordeste brasileiro (EMBRAPA, 2010).
Devido as alteragdes fisiologicas e anatbmicas em mangueiras submetidas a
diferentes poluentes atmosféricos, relatadas por varios autores (MORAES e
outros, 2002; KLUMPP e outros, 2003; PRAJAPATI e TRIPATHI, 2008;
MONDAL e outros, 2011; PATHAK e PANCHOLLI, 2014), essa espécie é
reconhecida como importante bioindicador, sendo considerada uma planta
tolerante a poluicdo (PRIYANKA e DIBYENDU, 2009).

O aracé ou aracgazeiro (Psidium cattleianum Sabine — Myrtaceae),
uma frutifera de ocorréncia também no estado da Bahia, apesar de ainda ndo
ter muita expressdo econdmica, € uma cultura tida como alternativa para a
agricultura familiar, em virtude das caracteristicas dos seus frutos e da boa
aceitagdo para consumo (FRANZON e outros, 2009; BARBIERI, 2011). Em

alguns estudos de biomonitoramento, essa espécie € apontada como
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bioindicador, devido a sua sensibilidade a poluentes atmosféricos,
manifestando, muitas vezes, injarias visiveis (KLUMPP e outros, 1998;
MORAES e outros, 2002).

O azevém (Lolium multiflorum Lam. — Poaceae), por sua vez, apesar
de ndo ser uma cultura de ocorréncia natural no nordeste brasileiro, é uma
forrageira utilizada na alimentagdo do gado, sendo considerada boa
alternativa nos periodos de seca (ALVIM, 2000). Esta espécie também é
reconhecida como bioindicador vegetal (SANDRIN e outros, 2008;
FRANCINE e outros, 2010).

Em estudos que envolvem biomonitoramento, deve-se considerar
gue a permanéncia, concentracao e dispersdo dos poluentes na atmosfera, a
depender das suas caracteristicas fisicas e quimicas, podem ser influenciadas
pela sazonalidade anual de fatores climaticos, tais como temperatura,
umidade relativa do ar e precipitacdo. A influéncia da sazonalidade sobre a
qualidade do ar tem sido investigada, tanto em relacdo aos seus efeitos sobre
a salde humana (IKRAM e outros, 2015), como também sobre o
comportamento fisioldgico de espécies vegetais (MORAES e outros, 2002;
PRAJAPATI e TRIPATHI, 2008). Por este motivo, é recomendavel que a
duracdo do biomonitoramento seja suficientemente abrangente, a ponto de
permitir avaliar respostas dos bioindicadores em diferentes estacbes do ano.

Para este estudo, foram selecionados trés bioindicadores vegetais,
objetivando testar a hipdtese de que emissdes atmosféricas de Oxidos de
nitrogénio (NOx) e de enxofre (SO;), decorrentes do beneficiamento da
magnesita por uma Inddstria mineradora, no municipio de Brumado-BA,
afetam pardmetros fisioldgicos e anatdmicos associados ao crescimento das

plantas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Principais poluentes atmosféricos e seus efeitos nas plantas

Os principais poluentes atmosféricos sdo o didxido de carbono
(CO,), proveniente principalmente da queima de combustiveis fosseis
(AGRAWAL e DEEPAK, 2003); o mondxido de carbono (CO), considerado
um dos gases mais perigosos liberados pela Industria, com efeitos similares
aos do CO, (MUNEER e outros, 2014); o didxido de enxofre (SO,), liberado
principalmente pelas inddstrias, e conhecido por sua alta toxicidade, sendo
um dos gases que reagem com moléculas de &gua, formando a chuva 4cida; e
os oOxidos de nitrogénio (NOx), de natureza corrosiva e altamente oxidante,
sendo produzidos por processos de combustdo (MATEOS e GONZALEZ,
2016; BELL e outros, 2017). Em elevadas temperaturas, como durante o
processo de combustdo, o oxigénio do ar pode reagir com 0 nitrogénio
molecular, formando monoéxido de nitrogénio (NO). A oxidacdo de NO da-
se pela reacdo com hidrocarbonetos volateis, formando o dioxido de
nitrogénio (NO.) (CARNEIRO e TAKAYANAGUI, 2009; BELL e outros,
2017). Os NOx e hidrocarbonetos, sob radiacdo solar, sofrem reacbes
fotoquimicas complexas, sendo o 0zbdnio (Os) o principal componente da
poluicdo fotoquimica gerada (FREEDMAN, 1995; MUNEER e outros,
2014).

Os principais poluentes liberados na area deste estudo sdo SOz, NOx
e material particulado. Apesar de o enxofre ser um elemento essencial as
plantas, devido a sua presenca em aminoacidos, proteinas, vitaminas e
clorofila. (MAUGH II, 1979), e a sua participacdo em varias etapas do
metabolismo de carbono (AGRAWAL e outros, 2003), o enxofre também
pode ser toxico as plantas. A fitotoxicidade de SO, depende da sua
concentracdo e da duracgdo da exposicdo das plantas. Baixas doses de enxofre

podem ser Uteis as plantas, podendo amenizar deficiéncias de outros
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nutrientes, como o Fe (MUNEER e outros, 2013). Todavia, exposi¢des de
plantas a altas doses de enxofre podem causar necrose e clorose foliar e
inibir o crescimento, causando a morte da planta.

O aumento acentuado das emissfes antropogénicas de compostos
sulfurosos, principalmente 6xidos de enxofre, em fungdo da queima de
combustiveis fosseis, ha muito tempo vem causando danos as florestas
(LIMA, 1980; SZABO e outros, 2003). O 6xido de enxofre é absorvido pelas
plantas principalmente pelo fluxo difusivo através dos estdmatos,
promovendo respostas Vvariadas, como abertura ou fechamento dos
estbmatos, a depender das espécies e das condicdes ambientais (LUCAS,
1990; IMAI e KOBORI, 2008). Evitar a entrada do SO,, com base na
estratégia de fechamento estomético, implica em reducdo também na
fotossintese e, consequentemente, no crescimento da planta
(RENNENBERG e outros, 1996; SZABO e outros, 2003; WOO e JE, 2006;
SEYYEDNEJAD e outros, 2011).

A partir do NOy encontrado na atmosfera, reacGes quimicas
convertem NO a NO,, podendo ainda produzir O3 (MUNEER e outros,
2014). A absorcdo de NO; pelas folhas se d& através dos estdbmatos, embora
uma parcela desse gas possa se difundir através da cuticula (LARCHER,
2006). Em contato com a agua nas paredes celulares, formam-se os acidos
nitrico e nitroso, os quais, ap6és sofrerem ionizacdo, resultam em NOs;™ e
NO.~. As enzimas redutase de nitrato e redutase de nitrito catalisam a
redugdo desses ions a NH4*, que é precursor da sintese de amino&cidos e
proteinas (SIEGWOLF, 2001; TAIZ et al., 2017). Quando a demanda
nutricional por nitrogénio é excedida, ha implicagcbes para diversos
processos metabolicos, como sintese de clorofilas, taxa fotossintética e
respiracdo (SEYYEDNEJAD e outros, 2009; HU e outros, 2015).

Apesar de geralmente serem necessarias altas concentracGes
atmosféricas de NO; para o surgimento de danos as especies vegetais, sabe-
se que, quando o NO; est4 associado ao SO, sua acao fitotdxica pode ser
ampliada. Segundo Pande e Mansfield (1985), quando NO; e SO, atuam de
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forma combinada em cevada (Hordeum vulgare), os danos as plantas sdo
maiores do que quando esses gases atuam isoladamente, diminuindo a area
foliar e a massa seca de raiz, folha e restolho, afetando negativamente o
crescimento, com o0 aumento das concentragdes atmosféricas de SO, + NO,.
Estudos realizados por Mateos e Gonzalez (2016) com Ramalina celastri
corroboraram o entendimento de que ocorre sinergia quando NO; e SO;
estdo combinados, isto é, 0 NO; pode acentuar os efeitos negativos do SOz,
potencializando os efeitos negativos desses gases sobre o crescimento das

plantas.

2.2 Biomonitoramento com espécies vegetais

Alguns poluentes sdo encontrados no ambiente em concentragdes
muito baixas, que podem dificultar a sua determinacdo por métodos
quimicos ou fisicos, mas plantas bioindicadoras podem detectar algumas
dessas concentracGes com muita eficiéncia (OLIVA e FIGUEIREDO, 2005).

Os métodos convencionais de monitoramento da qualidade do ar,
apesar de serem importantes para verificar se as emissdes encontram-se
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo, ndo permitem avaliar 0s
efeitos de poluentes sobre 0s seres vivos. Por este motivo, esses métodos ndo
podem ser usados diretamente para prever riscos a populacdo, ja que os
organismos Vvivos reagem aos poluentes aéreos e a outros fatores ambientais
de maneira integrada (ALVES, 2001).

O emprego de alguns organismos vivos, conhecidos como
bioindicadores, é uma alternativa para auxiliar a detec¢do de alteracdes
perigosas na qualidade do ambiente. O biomonitoramento é um método
experimental indireto, que faz uso de bioindicadores para verificar a
ocorréncia de poluentes e a intensidade dos seus efeitos numa determinada
area. Os biondicadores reagem a essas substancias que se acumulam em seus
tecidos, ocasionando alteracbes bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas
(KLUMPP e outros, 2001).
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Nesse sentido, o biomonitoramento ¢ um método mais vantajoso,
que se mostra eficiente em relacdo aos métodos convencionais, seja por
avaliar os efeitos da presenca de elementos quimicos em baixas
concentragcbes ambientais, seja por permitir 0 monitoramento de areas
amplas, por longos periodos, a um custo mais reduzido (AQUINO e outros,
2011). O biomonitoramento dispensa 0 uso de equipamentos sofisticados,
que costumam ser utilizados para se quantificar a eventual presenca de
elementos quimicos presentes em baixas concentracdes no ambiente, em
areas amplas (KLUMPP e outros, 2003; OLIVA e FIGUEIREDO, 2005).
Ele também expressa melhor a qualidade do ar porque avalia respostas de
sistemas biolégicos de modo integrado, ou seja, a acdo de varios poluentes
ao mesmo tempo e em condic¢Bes atmosféricas reais (AQUINO, 2011).

Estudos com bioindicadores vegetais, apesar de numerosos em
paises de clima temperado (KLUMPP e outros 2001; 2009), sd&o pouco
realizados no Brasil, concentrando-se principalmente na regido de Cubatéo -
SP (MORAES e outros, 2000; 2002; SZABO e outros, 2003; SILVA e
outros, 2013; NAKAZATO e outros, 2016).

No Brasil, algumas espécies vegetais, como Mangifera indica L.,
Nicotiana tabacum L, Psidium guajava L., Psidium cattleianum Sabine,
Lolium multiflorum Lam., Lolium perene L. e Tibouchina pulchra Cogn.,
além de liquens, tém sido utilizadas para fins de biomonitoramento. Nessas
espécies, € comum haver manifestacbes de alteracdes fisioldgicas,
bioquimicas e anatdbmicas, como respostas a exposi¢cdo aos poluentes
atmosféricos (KLUMPP e outros, 1998; 2000; 2003; MORAES e outros,
2002; SOUZA e outros, 2005; CARMINITTI e outros, 2007; FURLAN e
outros, 2007; PERRY e outros, 2008; ROCHA e outros, 2008; SANDRIN e
outros, 2008; ESPOSITO e outros, 2009; AQUINO e outros, 2011; SILVA e
outros, 2013; NAKAZATO e outros, 2016).

No estado da Bahia, tém sido avaliados os efeitos dos poluentes
liberados pelo polo petroquimico de Camagari, principalmente SOx e NOx

sobre Mangifera indica L. e Phaseolus vulgaris L. (LIMA e outros, 2000);
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SOx e metais pesados sobre Mangifera indica L., Anacardium occidentale
L., Artocarpus heterophyllus Lam. e Cocos nucifera L. (KLUMPP e outros,
2003); e metais pesados sobre Anarcardium occidentale L., Miconia

albicans Sw. e Byrsonima sericea (SANTOS e outros, 2012).

2.3 Alterac0es fisiologicas e bioquimicas em plantas sujeitas a acdo de

poluentes

Em geral, os poluentes sdo absorvidos pelas plantas através dos
estbmatos ou pelas raizes, e seus efeitos sdo variados, as vezes
contraditérios, principalmente devido a diferenga de sensibilidade das
plantas a poluicdo. Algumas espécies sdo susceptiveis a poluicdo
(bioindicadoras de reagdo), enquanto outras podem acumular os poluentes
em altas concentragfes, sem que sintomas visiveis sejam observados
(bioindicadoras de acumulacdo) (ALVES e outros, 2008; KLUMPP e outros,
2001).

Em espécies bioindicadoras de reacdo, os poluentes podem causar
redugdo ou estimulo no crescimento, inibicdo da germinagdo de sementes,
remogdo da cera epicuticular e de constituintes da cuticula e alteragdes nas
trocas gasosas e nas taxas respiratérias e fotossintéticas (AGRAWAL e
DEEPAK, 2003; KLUMPP e outros, 2003; SZABO e outros, 2003; WOLFF
e outros, 2009; SANTOS e outros, 2012; KARDEL e outros, 2013), além de
reducéo na massa seca (SZABO e outros, 2003).

Alteragdes nos teores de clorofilas (incluindo sintomas de clorose e
necrose), aglcares, proteinas e outros componentes organicos (THAWALE e
outros, 2011; RAI, 2016) sdo alguns efeitos fisioldgicos de plantas sujeitas
aos poluentes, e que podem afetar, ou ndo, o crescimento e a biomassa das
plantas.

Vaérios trabalhos demonstraram efeitos negativos e deletérios sobre
caracteristicas fisiol6gicas, como alteracdes metabolicas e reducdo no

crescimento. Estudos realizados com aragazeiros (Psidium cattleianum
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Sabine) submetidos a emissdo de poluentes no Brasil revelaram alteracoes
significativas no metabolismo de antioxidantes e no crescimento vegetativo
(MORAES e outros, 2002; ALVES e outros, 2011). Em trés localidades do
polo industrial de Cubatdo, Sado Paulo, Brasil, o acimulo de SO; na
atmosfera diminuiu a producdo de massa seca em todos 0s 6rgdos de
Tibouchina pulchra Cogn., especialmente em raizes, reduzindo a razéo
raizes/parte aérea (SZABO e outros, 2003). Agrawal e outros (2003)
observaram que o0 acUmulo de SO, NO; e O; em dareas periurbanas de
Varanasi, na India, pode influenciar a produtividade de alguns cultivos
agricolas de Beta vulgaris, Brassica compestris, Vigna radiata e Triticum
aestivum, tendo em vista os efeitos desses poluentes sobre varios parametros
fisiologicos das plantas, tais como biomassa, altura, pigmentos e producéo
de sementes.

Os poluentes também causaram reducéo na area foliar e no nimero
de folhas em Tectona grandis L., devido a menor producdo de folhas e ao
aumento da senescéncia. A reducdo da area foliar pode resultar em menor
radiacdo absorvida e, consequentemente, reducdo da taxa fotossintética e
declinio em produtividade (ANOOB e outros, 2017).

A fotossintese também é sensivel & acidificagdo do estroma do
cloroplasto, provocada pela acdo de alguns poluentes (dissociacdo do SO.,
por exemplo), tornando necessaria a correcao do pH. Entretanto, as formas
de estabilizacdo conferidas pela propria célula, todas ligadas ao metabolismo
celular, podem nédo ser suficientes para lidar com a acidez provocada,
afetando a fotossintese (PFANZ e outros, 1987).

Agrawal e Deepak (2003), entretanto, relataram aumento da taxa
fotossintética e pardmetros associados, em plantas de Triticum aestivum L.
submetidas a emissdes de SO, e CO,. Segundo esses autores, niveis altos de
CO; estimulam a atividade de carboxilagéo da rubisco, desviando carbono da
fotorrespiragdo para o ciclo de redugdo do carbono, amenizando os efeitos

danosos do SO.. Além disso, em pequenas quantidades e em determinadas
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situacdes, 0s poluentes podem funcionar como nutrientes para algumas
espécies de plantas (MAUGH 11, 1979).

2.4 AlteracOes anatbmicas em plantas sujeitas a acao de poluentes

Em varios estudos que avaliaram injdrias causadas por poluentes, a
andlise de caracteristicas anatdmicas de ldminas foliares tem sido usada
como referéncia importante, tendo em vista que as folhas sdo o érgdo mais
sensivel & poluicdo (SANT’ANNA-SANTOS e outros, 2006a; 2006b;
ALVES e outros 2008; 2011; PEDROSO e ALVES, 2015). Os principais
efeitos sobre as superficies foliares sdo o aparecimento de lesdes na cuticula
e epiderme (SILVA e outros, 2000) e necroses (MORAES e outros, 2002;
PEDROSO e ALVES, 2015).

Em algumas espécies, as alteragBes estruturais s6 podem ser
identificadas por meio de microscopia e analises bioquimicas, e, por isso,
sdo denominadas biossensoras ou biomarcadoras (DE TEMMERMAN e
outros, 2001; PEDROSO e ALVES, 2015).

Algumas mudangas estruturais que podem ocorrer em plantas
expostas a poluentes também incluem aumento ou diminuicdo de densidade
estomatica (ALVES e outros, 2008; GOSTIN, 2009a), aumento ou
diminuicdo de espacos intercelulares (SANT’ANNA-SANTOS e outros,
2012) e alteracBes no tamanho e na forma dos estdbmatos e das células do
mesofilo (GIACOMO e outros, 2010), incluindo alteragdes na sua espessura
e na dos parénquimas (PEDROSO e outros, 2008; GOSTIN, 2009a).

As mudancas estruturais observéaveis, muitas vezes, sdo ligadas a
reducbes nas taxas de transpiracdo e fotossintese. Essas reduces ocorrem,
entre outros fatores, devido a desagregacdo das ceras epicuticulares, que
chegam a obstruir os estdbmatos, impedindo as trocas gasosas (VISKARI e
outros, 2000; SILVA e outros, 2005, ROCHA e outros, 2014; SILVA e
outros, 2015), levando a reducdo no crescimento da planta, como

consequéncia do menor suprimento de carboidratos e reguladores de
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crescimento (PALLARDY, 2008). A obstrucdo dos estdbmatos também pode
ocorrer devido a deposicdo particulada, cujos efeitos sobre a planta séo, de
igual forma, danosos. Além de influenciar as trocas gasosas, a deposicdo
particulada bloqueia a difusdo de gases, o que aumenta a temperatura foliar.
Maior solubilidade, por sua vez, leva a modificacdo nas propriedades de
membranas celulares, com aumento na fluidez, alterando a sua
permeabilidade (SILVA e outros, 2006). Além disso, modifica a atividade
enzimatica, causa desnaturacdo de proteinas e afeta a estrutura quimica de
macromoléculas (LARCHER, 2006).

Segundo Alves e outros (2001), referindo-se ao clone hibrido 4430
de Tradescantia (T. subcaulis Bush x T. hirsutiflora Bush), um conhecido
bioindicador, a espessura das folhas diminui quando essas plantas sdo
expostas a grande carga de material particulado e poluentes primarios,
decorrentes do intenso trafego automotivo, como SO, NOy e CO. Efeitos
semelhantes foram registrados em plantas de pitanga (Eugenia uniflora L.),
expostas a essa mesma carga de poluentes, ou seja, as folhas tornam-se
menores, mais estreitas e com mesofilos e parénquimas menos espessos que
em plantas expostas a polui¢do (SILVA e outros, 2005; ALVES e outros,
2008; SILVA e outros, 2015). Estudos realizados por Sant’Anna-Santos
(2006b) com plantas de pau d’alho (Gallesia integrifolia) expostas a chuva
acida, em ambiente controlado, revelaram que os estbmatos podem ser
danificados e perder o controle dos movimentos, expondo ainda mais 0s
tecidos internos da planta aos efeitos diretos da poluig&o.

Modificagdes na frequéncia e tamanho dos estbmatos, como resposta
aos estresses ambientais, sdo formas de controle sobre a absorcdo de
poluentes pelas plantas. Segundo Alves e outros (2008), em folhas de E.
uniflora L. expostas a poluentes primarios, ocorre aumento na densidade
estomatica. Em folhas de Lotus corniculatus L., Trifolium montanum L., T.
pratense L. e T. repens expostas a poluentes, o tamanho dos estdmatos
diminui bastante, sendo que, nesta Ultima espécie, o indice estomatico
aumenta em cerca de 20% (GOSTIN, 2009a).
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A ocorréncia de compostos fendlicos e tricomas, em plantas
expostas a poluentes atmosféricos, também pode ser constatada por meio de
observacdes de caracteristicas anatdbmicas (ALVES e outros, 2001,
SANT’ANNA-SANTOS e outros, 2006b; GOSTIN, 2009a; 2009b;
PATHAK e PANCHOLI, 2014). Os compostos fendlicos podem se
apresentar como deposi¢Ges escuras na epiderme, mesofilo e tecidos
vasculares. Segundo Gostin (2009a), exposicdo de plantas a poluentes, por
longo prazo, leva ao acimulo desses compostos, que se oxidam em contato
com o oxigénio, causando necrose nos tecidos (CASAGRANDE JR e outros,
1999).

A presenca de cristais de oxalato de célcio em espécies vegatais,
normalmente, é relacionada & adaptacdo dos vegetais a herbivoria, ao
balango idnico (FAHEED e outros, 2013) e ao desenvolvimento do tubo
polinico (NAVARRO e outros, 2007). Mas, 0 aumento da quantidade desses
cristais também pode ser consequéncia de estresses ambientais, devido a

exposicdo a poluentes (GUPTA e outros, 2017).

2.5 Influéncia das condices climéticas sobre a agdo dos poluentes

Alguns estudos sobre biomonitoramento abordam a influéncia dos
aspectos climaticos sobre a concentracdo e a acdo dos agentes poluentes
atmosféricos em relacdo aos vegetais. A radiacdo solar, por exemplo, causa
reacdes entre gases e particulas atmosféricas cujos produtos podem ser
toxicos aos organismos vivos, inclusive aos seres humanos (HIJANO e
outros, 2005), além de interferir na concentracdo de poluentes ja existentes.
A precipitacdo, por sua vez, pode funcionar como removedor de poluentes
do ar, limpando a atmosfera ou mesmo as superficies das folhas.
Temperaturas mais baixas concentram os poluentes proximos da superficie
terrestre, impedindo a sua dispersdo para as camadas de ar superiores cujo
efeito &€ denominado inversdo térmica (MORAES e outros, 2002).

Temperaturas mais altas facilitam a dispersdo de poluentes; entretanto,
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associado a altas radiagdes, o aquecimento potencializa as reagdes quimicas
proximas a superficie urbana, favorecendo as fontes de poluentes
secundarios, como o0 O3 (MORAES e outros, 2002; PINA e outros, 2017).

As interacOes entre poluentes atmosféricos, fatores ambientais e seus
efeitos sobre as plantas podem ser complexas. Os poluentes do ar podem
alterar a resposta das plantas a estresses ambientais, muitas vezes
acentuando-a (BELL e outros, 2017). Temperatura, umidade, intensidade da
luz e caracteristicas edaficas também podem intensificar injarias nas plantas
sujeitas aos poluentes, muitas vezes por meio de mudancas na abertura
estoméatica (ESPOSITO e outros, 2009; BELL e outros, 2017; PINA e
outros, 2017). No entanto, cada espécie vegetal responde de maneira peculiar
a influéncia de fatores climaticos sobre os poluentes. Em tabaco (Nicotiana
tabacum), temperaturas mais elevadas aumentam a sensibilidade ao Os,
devido a sua maior absorcao, resultando em estresse oxidativo, com reducdo
do &cido ascorbico e aumento das lesbes foliares (ESPOSITO e outros,
2009).

No inverno, as concentracfes de poluentes, como SO, e NOg,
tendem a aumentar na atmosfera, devido as inversdes térmicas, que
dificultam a sua dispersdéo (MORAES e outros, 2002; PRAJAPATI e
TRIPATHI, 2008; BULBOVAS e outros, 2015). Segundo Whitmore e
Freer-Smith (1982), o crescimento de gramineas expostas a SO, e SO,+NO;
sofre reducdo expressiva durante o inverno e a primavera, mas tende a se
recuperar no verdo, quando as concentragcdes desses poluentes sdo menores.
No entanto, Joshi e Swami (2007) detectaram a ocorréncia de maiores
concentragdes de SO, e SO»,+NO- no verdo, o0 que indica a necessidade de
mais estudos sobre a relacdo entre as concentragcBes atmosféricas desses
poluentes, a sazonalidade climética e os seus efeitos sobre as plantas.

Em relacdo ao Os, a sua producdo resulta de reagbes fotoquimicas na
atmosfera, que envolvem NOx, matéria organica e compostos organicos
volateis, sob condi¢des de alta temperatura do ar, luz solar mais intensa e

menor velocidade de ventos (BELL e outros, 2017).
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O acumulo de material particulado nas plantas pode variar em
funcdo das estacbes climéaticas a que elas sdo submetidas. Os efeitos da
poluicdo particulada emitida por uma fabrica de cimento sobre teca (Tectona
grandis), uma arvore nativa de florestas tropicais do sudeste asiatico, variam
conforme a estacdo, sendo mais expressivos durante o verdo e na época das
moncBes (ANOOB e outros, 2017).

A influéncia climéatica também foi relatada em plantas de azevém
italiano (Lolium multiflorum) expostas a poluicdo formada por NOx, SO; e
material particulado, nas quais os carboidratos totais tenderam a aumentar a
sua concentracdo em tecidos foliares, principalmente nos meses mais
guentes do ano, quando as temperaturas elevadas favorecem a alta

concentracdo dos poluentes na atmosfera (SANDRIN e outros, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Para este estudo, realizaram-se trés experimentos independentes,
cada um deles envolvendo uma espécie vegetal bioindicadora, sendo duas
perenes — Mangifera indica L., Anacardiaceae (mangueira) e Psidium
cattleianum Sabine, Myrtaceae (araca) — e uma anual, Lolium multiflorum
Lam., Poaceae (azevém italiano). Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, constituido de dois tratamentos: (1)
plantas cultivadas em area exposta as emissdes de uma industria mineradora;
e (2) plantas cultivadas em éarea livre da influéncia da pluma formada por
esses poluentes. Em cada tratamento, foram utilizadas 14 repeti¢des. As
plantas foram cultivadas em vasos, em ambiente ndo controlado, submetidas
as condicbes meteoroldgicas naturais do campo. Nos experimentos com
mangueira e araca, utilizou-se uma planta por vaso; no experimento com
azevém italiano, por se tratar de uma graminea, foram cerca de 50 plantas
por vaso.

Os experimentos iniciaram-se em outubro de 2015. Em relacéo a sua
duragdo, definiram-se os periodos de um ano para as espécies perenes, e de
nove meses para a espécie anual. No ano seguinte, 0s trés experimentos
foram repetidos, a fim de se observarem eventuais varia¢des nas condigdes
meteoroldgicas, em dois anos consecutivos, e seus possiveis efeitos sobre a

dispersdo de poluentes atmosféricos e 0 comportamento das plantas.

3.1. Caracterizacdo da area experimental

As éreas em que os experimentos se desenvolveram localizam-se no
municipio de Brumado - BA, no sudoeste da Bahia, a aproximadamente 540
Km de Salvador, onde o clima é considerado seco, do tipo BSh, segundo a
classificacdo de Koppen. A temperatura média € de 23,8 °C, com variacgao de
4,1 °C durante o ano (CLIMATE, 2018). O regime de chuvas é marcado por

escassez e irregularidade, com precipitacfes mais concentradas entre outubro
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e janeiro (INMET, 2018). A pluviosidade média anual é de 590 mm, com
diferenca de 128 mm de precipitacdo entre 0 més mais seco e 0 mais
chuvoso.

Os experimentos foram conduzidos em duas areas localizadas no
entorno de uma industria mineradora. A Area 1 (tratamento 1) situa-se em
localidade exposta a pluma formada pelos poluentes atmosféricos cujas
coordenadas sdo S 14°14°36,1” WO 41°44°40,3”. A Area 2 (tratamento 2),
cujas coordenadas sdo S 14°13°37,8” WO 41°43°08,6” ¢ livre da influéncia
da pluma desses poluentes, devido & dire¢cdo dos ventos, que impede a
dissipacdo das emissdes atmosféricas oriundas do processamento industrial
até esta localidade (Figura 1). Para a escolha dessas areas, levou-se em
consideracdo um relatorio técnico sobre estudo de dispersdo de poluentes
atmosféricos (material particulado, SO, e NOx) na regido do entorno do
empreendimento industrial, por meio de modelamento matematico, realizado
por uma empresa de engenharia de seguranca do trabalho e meio ambiente
(SEGMA, 2010). A distancia entre as duas areas experimentais é de

aproximadamente 3,5 Km.

-«

5
Tride

o]  Industria

Figura 1. Localizacdo das areas experimentais. Industria Mineradora,
Brumado, Bahia, Brasil. A seta indica a direcdo dos ventos.
Fonte: Google Earth.

3.2. Obtencéo das espécies bioindicadoras e procedimentos de semeadura e

plantio
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Alguns critérios foram levados em consideracdo, para a definicdo e
escolha das espécies bioindicadoras. H& estudos que demonstram, por
exemplo, que Lolium multiflorum é um importante bioindicador para SO-
(ASHENDEN e WILLIANS, 1980; KLUMPP e outros, 2009, RODRIGUES
e RAIA-RODRIGUEZ, 2012).

Psidium cattleianum Sabine é uma espécie nativa da regido, além de
ser também cultivada em outras lugares do pais, e é reconhecida como
bioindicadora para gases como SO, e NOx (MORAES e outros, 2002), além
de outros poluentes (MORAES e outros, 2002; 2004; FURLAN e outros,
2007; PERRY e outros, 2008; TRESMONDI e ALVES, 2011; PINA e
outros, 2017). Tanto L. multiflorum como P. cattleianum sdo espécies
bioacumuladoras de poluentes (BULBOVAS e outros, 2015; NAKAZATO e
outros, 2016).

Mangifera indica L. é largamente utilizada em programas de
biomonitoramento, inclusive envolvendo SO, (LIMA e outros, 2000;
KLUMPP e outros, 2003; PRAJAPATI e TRIPATHI, 2008; MONDAL e
outros, 2011; PATHAK e PANCHOLLI, 2013), além de ser uma espécie de
importancia econémica para regido.

As sementes de Lolium multiflorum Lam. foram adquiridas junto a
empresa “Cirdo Sementes”, localizada em Curitiba-PR. Em relacdo as
espécies M. indica e P. cattleianum, as mudas com idade de 60 dias foram
adquiridas em viveiros registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA, localizados em Livramento de Nossa Senhora
(BA) e em Apucarana (PR), respectivamente. Ao chegarem a cidade de
Brumado, foram mantidas em viveiro local durante 15 dias, para se
adaptarem as condicGes climéticas locais. Em data comum (27/10/2015),
teve inicio o periodo experimental nas trés espécies, que se caracterizou por:
(1) semeadura de L. multiflorum em vasos de 16 L, os quais foram instalados

nas duas areas experimentais; e (2) transplantio das mudas de P. cattleianum
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e M. indica em vasos de 50 L, também instalados nas duas &reas
experimentais.

Os vasos foram previamente preenchidos com solo coletado no perfil
natural de maior ocorréncia na regido, destorroado, passado em peneira com
malha de 4 mm e homogeneizado. Em seguida, trés amostras de solo foram
coletadas para determinacdo das suas caracteristicas quimicas e fisico-
hidricas. Nas analises quimicas, determinaram-se os teores de P disponivel,
K, Ca, Mg, Na, Al trocavel, H+Al, matéria organica e micronutrientes, bem
como saturagdo de bases, CTC efetiva e pH. Nas analises fisico-hidricas, a
densidade do solo, a textura, a retengdo de umidade e a porosidade foram
determinadas conforme EMBRAPA (1979).

Nas duas areas experimentais, 0s vasos foram dispostos sobre o solo,
em espagamento 2 x 2 m (Figura 2), ocupando uma area total de 815 m? (22
m de largura x 37 m de comprimento). As plantas foram irrigadas
diariamente, por meio de mangueira, com suprimento de agua suficiente para
deixar o solo préximo a saturacédo, a fim de evitar riscos de estresse hidrico.

Perfuragdes na base dos vasos asseguraram a drenagem necessaria.

Figura 2. Vasos com as espécies bioindicadoras Psidium catleianum,
Mangifera indica e Lolium multiflorum, distribuidos em uma das areas (Area
1) onde os experimentos foram realizados.
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3.3 Cronograma de avaliagdes

Para observar o comportamento durante o verdo, as plantas foram
avaliadas nos meses de fevereiro e marco; para observagoes relativas ao
inverno, avaliaces foram feitas nos meses de julho, agosto e setembro. Nas
duas estacOes, para cada més supracitado, as avalia¢cdes corresponderam a
analises ndo destrutivas sobre caracteristicas morfofisioldgicas referentes a
altura e ao Indice SPAD (estimativa do teor de clorofila).

As caracteristicas consideradas “destrutivas” consistiram na
verificacdo da area foliar total, nimero de folhas, massa seca de raiz e parte
aérea, avaliagcdes bioquimicas de quantificacdo de clorofila e agucares, além
de avaliacbes anatdémicas, tais como contagem de estdmatos, cavidades
secretoras, presenca de tricomas e substancias fenodlicas e indice de
Fitotoxidade foliar. Estas foram realizadas ao final do experimento, somente
no periodo de julho a setembro, levando-se em conta os prazos estabelecidos
para o encerramento de cada experimento — o de L. multiflorum italiano, aos
nove meses, e os de P. cattleianum e M. indica, aos 11 meses,

respectivamente, apos o inicio do periodo experimental.

3.4 Caracteristicas avaliadas

Foram avaliadas algumas respostas fisiolégicas e anatbmicas das
plantas a possiveis efeitos causados pelas concentracdes de NOy e SO
presentes na pluma de poluentes emitidos pelo beneficiamento do mineral
magnesita. O critério definido para a escolha das caracteristicas a serem
avaliadas baseou-se na sua relagdo com o crescimento das plantas em
intervalos de tempo estabelecidos para cada bioindicador, conforme definido
anteriormente.

As avaliagdes foram classificadas como “ndo destrutivas” — quando
0 método de avaliagdo ndo acarreta qualquer dano fisico (corte, coleta,

maceracao ou secagem) ou quimico a partes da planta ou a planta inteira; e
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“destrutivas”, isto é, quando € necessario remover partes de planta ou a
planta inteira, ou envolve danos fisicos ou quimicos irreversiveis ao material

vegetal a ser examinado.
3.4.1 AvaliagBes morfoldgicas e fisiologicas ndo destrutivas

Estas avaliacOes iniciaram-se aos 120 dias apds o inicio do periodo
experimental, e foram realizadas nos meses de fevereiro e margo (veréo) e de
julho a setembro (inverno).

3.4.1.1 Altura média de plantas

A altura das plantas foi aferida por meio de trena, considerando-se o

comprimento entre a base do colo e o &pice do caule. No que se refere ao L.

multiflorum, considerou-se o comprimento entre a base do afilho até a

extremidade da folha de maior comprimento (Figura 3).

Figura 3. Afericdo da altura de plantas de Psidium. cattleianum (A),
Mangifera indica (B) e Lolium multiflorum (C).
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3.4.1.2 indice SPAD - estimativa do teor de clorofila

A estimativa do teor de clorofilas foi feita por meio de
clorofilébmetro (Minolta, modelo SPAD/502), em que a aferi¢do baseia-se na
intensidade de cor verde, constituindo o que passou a ser denominado
“Indice SPAD”. Considerou-se o indice SPAD como resultante da média
aritmética de trés afericdes, realizadas em folha completamente expandida e
fisiologicamente madura, localizada na por¢cdo mediana da copa. Em plantas
de L. multiflorum, afilhos inteiros foram considerados como referéncia para

a afericéo do indice SPAD.

Figura 4. Estimativa do teor de clorofila (indice SPAD).

3.4.2 Avaliacbes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas por métodos

destrutivos

Estas avaliacOes realizaram-se somente em material vegetal coletado
no final dos periodos experimentais determinados para cada espécie
bioindicadora, ou seja, aos 255 e 328 dias ap6s 0 inicio dos experimentos
com L. multiflorum e com P. cattleianum e M. indica, respectivamente. Para
tanto, os vasos com as plantas foram retirados das areas experimentais e

acondicionados em veiculo apropriado, a fim de serem transportados para
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Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em Vit6ria da Conquista (cerca
de 130 Km de Brumado). Depois de removidas dos vasos, as plantas foram
submetidas a avaliacbes morfolOgicas, fisiolégicas e bioquimicas, no

laboratério de Fisiologia Vegetal.

3.4.2.1 NUmero de folhas, area foliar total e massa seca

Ao final do periodo experimental estabelecido para cada espécie
bioindicadora, as plantas foram removidas dos vasos e separadas em folhas,
caule e raizes. Para a limpeza das raizes, utilizou-se &gua corrente em
abundéancia, com o cuidado necessario para se evitar perda de material
vegetal.

Nos experimentos com P. cattleianum e M. indica, a verificagdo do
namero de folhas baseou-se na contagem simples do nimero total de folhas
por planta. Para obter-se a &rea foliar total de cada planta, utilizou-se o
medidor de area foliar Area Meter (LICOR, modelo L1-3100).

No experimento com L. multiflorum, devido & morfologia das plantas
e ao grande namero de plantas e folhas em cada vaso, foi feita uma
estimativa do nimero de folhas e da area foliar total. Em cada vaso, tomou-
se como referéncia uma amostra de 15 folhas coletadas aleatoriamente,
verificando-se, inicialmente, a sua area foliar. Em seguida, essa amostra
passou por secagem em estufa com circulacdo forcada de ar, a 70 °C por 48
h, para a obtencdo da sua massa seca, utilizando-se balanga de preciséo. Por
ultimo, verificou-se a massa seca de todas as folhas em cada vaso. Por regra
de trés, obtiveram-se o nimero de folhas e a area foliar total em cada vaso.

Para a obtencdo da massa seca de raizes e caule, utilizou-se também a
estufa com circulacdo forcada de ar cujos procedimentos de secagem e
posterior pesagem do material vegetal seco foram idénticos ao realizado com

as folhas.
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3.4.2.2 Extragdo e quantificacdo dos teores de pigmentos

fotossintéticos

Inicialmente, foram extraidos os pigmentos — clorofilas a e b, e
carotenoides — em folhas adultas e completamente expandidas, localizadas
no terco medio de cada planta. Nos experimentos com P. cattleianum e M.
indica, amostras de 10 discos foram coletadas do limbo foliar, com o auxilio
de um perfurador. No experimento com L. multiflorum, padronizou-se a
coleta de 0,5 g de folhas, ja que o seu formato muito estreito inviabiliza a
coleta dos discos foliares. A massa fresca dos tecidos foliares oriundos dos
trés experimentos foi aferida em balanca de precisdo, imediatamente ap6s a
sua coleta.

Para a extracdo dos pigmentos, as folhas foram maceradas em
almofariz, utilizando-se acetona a 80% (v/v) como extrator, conforme Arnon
(1949). Apos a filtragem, as solugdes foram completadas a 25 mL, conforme
Amarante (2009), e levadas ao espectrofotdmetro para leituras a 663, 647 e
470 nm e quantificacdo dos teores de clorofila a e b, e carotenoides,
respectivamente. Todo o processo foi realizado em ambiente escuro,
iluminado apenas por luz verde, a fim de evitar a foto-oxidacdo dos
pigmentos (Figura 5).

Apo6s a leitura em espectrofotobmetro, os valores obtidos foram
utilizados nas férmulas abaixo, seguindo o modelo ajustado por Wellburn
(1994). Os resultados foram expressos em mg do pigmento . g de massa
fresca foliar.

Clorofilaa =12,25 Asss — 2,79 Agar

Clorofilab =21,5 Agsz — 5,1 Asss

Carotenoides = (1000 As70— 1,82 C; — 85,02 Cy) /198
Onde: A = absorbancia verificada em espectrofotdmetro, conforme
comprimento de onda especifico para a leitura de cada pigmento; C, = valor

encontrado para Clorofila a; C, = valor encontrado para Clorofila b.
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3.4.2.3 Extragdo e quantificacdo dos teores de agucares soluveis

Os teores de acgucares sollveis (AS) foram quantificados em extratos
obtidos de folhas adultas, completamente expandidas, localizadas no terco
médio de cada planta. Para a obtengdo do extrato, utilizou-se, como
extrator, 15 mL de solu¢do tampdo fosfato de potassio 0,1 M, adicionados a
200 mg de folhas secas, homogeneizadas e trituradas. O volume total do
extrator foi dividido em trés volumes iguais, para a realizacdo de trés
centrifugacdes de 45 minutos, a 2.500 g. O sobrenadante final foi recolhido
como extrato.

A quantificagdo dos teores de AS baseou-se no método da antrona,
conforme descri¢do de Yemm e Willis (1954). Adicionou-se uma aliquota do
extrato a 2 mL de antrona, completando com agua deionizada até atingir o
volume reacional de 3 mL, em recipiente mantido sob resfriamento. O
volume da aliquota foi varidvel, a depender da espécie bioindicadora. O
volume reacional foi entdo levado ao banho-maria, a 100 °C, por trés
minutos, com posterior resfriamento, para a realizacdo das leituras
espectrofotométricas a 620 nm. Os resultados foram expressos em mg de AS

. gt matéria seca.

3.4.2.4 Extracao e quantificacdo dos teores de amido

A extracdo e a determinacdo do conteudo de amido total foram
realizadas em folhas adultas, conforme o método descrito por McCready e
outros (1950), com adaptacBes. Na primeira etapa de extracdo, 6 mL de
etanol fervente (60-70 °C) foram adicionados a 300 mg de folhas secas,
homogeneizadas e moidas, seguidas de maceracdo, com posterior
centrifugagdo a 2000 g, por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e
descartado. Esse processo foi repetido por mais duas vezes. Essa etapa visa a

eliminagdo de acUcares soluveis, pigmentos, fendis e outras substancias
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igualmente soliveis (AMARAL e outros, 2007). O precipitado passou por
secagem em estufa a 65 °C por 24 h, até a evaporacao completa do etanol.
Em seguida, procedeu-se a suspensdo desse precipitado com 1,75 mL de
acido perclérico 52% e 1,25 mL de 4gua deionizada, deixando descansar por
30 minutos com posterior centrifugacdo (2000 g, por 15 minutos). Essa etapa
foi repetida por mais duas vezes, a fim de solubilizar o amido presente no
material. O sobrenadante foi coletado e transferido para recipientes de 25
mL, completando-se o volume com 4&gua deionizada ao final das
centrifugagdes. Com base nesse extrato, 0s teores de amido foram
quantificados pelo método fenol-sulfarico, com a adi¢do de 0,250 mL de
fenol e 1,25 mL de 4acido sulfurico a aliquota, cujo volume foi variavel, a
depender da espécie. O conteldo foi agitado e as leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 490 nm. Os resultados foram

expressos em mg de amido . g ' matéria seca.

3.4.3 Caracteristicas anatbmicas

3.4.3.1 Indice de fitotoxicidade de necroses foliares

Ao fim de cada estacdo (verdo e inverno), nos anos de 2016 e 2017,
eventuais sintomas de necroses nas folhas dos experimentos com P.
cattleianum e M. indica foram registrados por meio de uma cémera
fotografica digital Canon PowerShot A810. Para tanto, realizou-se a coleta e
o registro fotografico de uma folha de cada planta, e suas imagens foram
posicionadas em igual escala no programa Power Point. Em seguida,
realizou-se a coleta e o registro fotografico de uma folha de cada planta, e
suas imagens foram posicionadas em igual escala no programa Power Point.
Apobs a sua impressdo em papel A4 (21,0 x 29,7cm), os contornos das
imagens das folhas e das partes necrosadas foram recortados, verificando-se
as suas respectivas massas. As areas de cada folha e das partes necrosadas

foram obtidas por meio de regra de trés, tomando-se como referéncia a
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massa de uma folha de papel A4 inteira, cuja area é conhecida (623,7cm?). O
indice de necrose foliar foi expresso em porcentagem de areas necrosadas,
em relacdo a area da folha correspondente.

No experimento com L. multiflorum, contudo, esta avaliacdo néo
pdde ser realizada porque as suas folhas sdo demasiadamente estreitas e
enrolam-se quando removidas da planta, inviabilizando o adequado registro
fotografico e os demais procedimentos para se calcular o indice de

fitotoxidade de necroses foliares.

3.4.3.2 Processamento para anatomia vegetal

Amostras da lamina foliar, obtidas na regido da margem e da nervura
principal, coletadas no terceiro nd da planta, nas duas estacbes (verdo e
inverno) em 2016, foram removidas com o auxilio de ldmina de barbear, e
imediatamente  fixadas em solucdo contendo glutaraldeido e
paraformaldeido, em pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965). Apds a fixacdo, as
amostras foram lavadas em agua destilada e parcialmente desidratadas em
série etilica até 70%, onde permaneceram estocadas para posterior inclusao
(BERLYN e MIKSCHE, 1976). Onze amostras coletadas das folhas de P.
cattleianum e M. indica foram reidratadas, para obtencdo de cortes
paradérmicos abaxiais a médo livre, com o auxilio de lamina de barbear, que
foram montados em lamina com agua destilada, para contagem dos
estbmatos. As amostras estocadas em etanol 70%, destinadas a incluséo, por
sua vez, foram desidratadas em série etilica e infiltradas em resina glicol-
metacrilado (Historesin® Leica). Os blocos de resina contendo as amostras
foram seccionados ao microtomo rotativo, obtendo-se cortes transversais
seriados com 3 pum de espessura. Estes, em seguida, foram distendidos em
agua e montados em laminas histoldgicas postas para secar ao ar. Apos a
secagem, uma lamina por amostra foi reservada para branco, isto €, ndo

submetida a qualquer coloracdo ou histoquimica para efeitos comparativos.
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As demais laminas foram submetidas a trés técnicas de coloracdo e

histoquimica, a saber:

Azul de Toluidina

Utilizado a 0,025% em tamp&o Mcllvaine 0,1 M pH 4,0 (VIDAL,
1977). O Azul de Toluidina é um corante catidnico e, portanto, se liga a
radicais anionicos das células e tecidos. As ldaminas contendo os cortes foram
submetidas a esse corante, por 20 minutos, sendo posteriormente lavadas em

agua destilada e secas ao ar.

Sudan Black B

Utilizada a 1% em etanol 70% (JENSEN, 1962). Por sua natureza
lipofilica, este corante é utilizado na evidenciacdo de lipidios totais, o que
tem importancia na andlise da cuticula e inclusdes lipidicas, podendo
fornecer indicios importantes sobre as substancias secretadas, bem como
detalhes da morfologia da cuticula. As laminas contendo os cortes foram
submetidas ao corante, por 30 minutos, sendo, posteriormente, lavadas
rapidamente em etanol 70%, em seguida em agua destilada, e, finalmente,

postas para secar ao ar.

Dicromato de potassio

Utilizado a 10% (GABE, 1968). Este método baseia-se na formacédo
de um produto corado por condensacdo dos grupos hidroxila livres de
compostos fendlicos, com o crémio do reagente, confirmando, ou ndo, o
material que, geralmente, se cora de verde com o Azul de Toluidina, em pH
4,0. As laminas contendo os cortes foram submetidas a solucéo de dicromato

de potassio, por 30 minutos, sendo posteriormente lavadas em agua destilada
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e secas ao ar. O método tem por funcdo observar a presenca de compostos

fenolicos nos tecidos.

3.4.3.3 Andlise e documentacao fotogréfica

As observacBes dos cortes anatbmicos e a aquisicdo de
fotomicrografias foram realizadas em um fotomicroscopio (Leica DM750,
Alemanha) com recurso de polarizacdo e sistema de captura de imagens

digitais (ICC50 HD, LAS EZ) equipado com recurso de luz polarizada.

3.4.3.4 Densidade estomatica e contagem de cavidades

A densidade estomatica foi aferida considerando-se o0 numero de
estdmatos por unidade de area — neste caso, 1 mm?. Para tanto, contaram-se
0s estdbmatos presentes nos cortes paradérmicos da epiderme abaxial das
folhas de M. indica e P. cattleianum em fotomicrografias obtidas com a
objetiva de 20X. Em cada fotomicrografia, foi feito um circulo de 0,1 mm?
para realizacdo da contagem, sendo necessarios portanto 10 circulos por
individuo, para obtencdo da area de 1 mm?. A contagem de cavidades foi
realizada nos cortes transversais seriados e otimizados (LEITAO, 2018),
também observados com a objetiva de 20X, considerando-se toda a extensdo
do corte no campo de visdo. Os campos com padrdes de ampliacdo

diferentes foram fotografados sem que houvesse sobreposic¢do de campos.

3.4.3.5 Medigdes anatdmicas

Foram realizadas medicdes da espessura (/m) do mesofilo, da epiderme e
dos parénquimas palicadico e lacunoso. Em P. cattleianum, mediu-se
também a espessura da hipoderme, a fim de se verificarem possiveis
diferencas na anatomia foliar das plantas, nos dois tratamentos. As
fotomicrografias foram ajustadas a uma escala comum as imagens. As

medi¢Bes foram feitas por comparacdo a fotomicrografia de uma régua
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micrométrica, também na mesma escala, com o0 uso do programa Power
Point (LEITAO, 2017).

3.5 Analise estatistica

Todas as médias dos resultados obtidos nas duas areas foram
testadas quanto a sua normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade
(teste de Cochran e Bartlet) por meio do Programa SAEG (Sistema para
Anélises Estatisticas e Genéticas), versao 9.1 (2007) e comparadas pelo teste
t (p < 0,05). Quando necessario, os dados foram transformados, usando log

X.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Dados metereoldgicos da regido
Os dados metereoldgicos (precipitacdo, temperatura, umidade e

radiagdo) registrados no municipio de Brumado, no periodo de realizacéo

dos experimentos, nos anos de 2016 e 2017, estdo representados na Figura 5.
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Figura 5. Dados sobre temperatura média, umidade relativa do ar,
precipitacdo, pressdo atmosférica e radiacdo no municipio de Brumado,
Bahia, nos anos 2016 e 2017.

Fonte: INMET.

Alguns poluentes, como SO;, NOy, O3 e material particulado, séo
influenciados por variagbes na temperatura, precipitacdo, umidade relativa

do ar e radiacdo, podendo reduzir ou intensificar os seus efeitos sobre seres
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vivos e plantas (JOSHI e SWAMI, 2007; BARCELOS e outros, 2009;
BULBOVAS e outros, 2015, ANOOB e outros, 2017).

Geralmente, as maiores concentracdes de poluentes — a excecdo do
0zbnio — ocorrem durante a estacdo seca, quando ha baixa pluviosidade e
maior porcentagem de ventos leves (BULBOVAS e outros, 2015).

No ano de 2016, as condi¢cdes menos favoraveis a dispersdo de
poluentes, tais como maior radiacdo e temperatura, podem ter contribuido
para 0 aumento das reacdes quimicas de formacdo de poluentes secundarios,
além de intensificar os seus efeitos sobre as plantas. Além disso, periodos
mais Umidos e com precipitacdes nos meses que antecederam as avaliacGes
de 2017 podem ter contribuido para reduzir a concentracdo de poluentes na
atmosfera e nas superficies foliares, amenizando os seus efeitos sobre as
plantas.

Nos dois anos correspondentes ao periodo de realizagdo dos
experimentos, precipitacdo e radiagcdo foram os fatores meteorol6gicos que

mais sofreram alteraces.

4.2 Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas

4.2.1 Altura de plantas, area foliar, niUmero de folhas e massa seca

A altura das plantas foi afetada em diferentes formas pela sua
exposicdo & pluma de poluentes. Os efeitos sobre a altura se manifestaram
tanto na inibicio como na promogdo do crescimento, em intensidades
variaveis, a depender do ano, da estacdo em cada ano, e da espécie
bioindicadora.

No experimento com Psidium cattleianum, durante o ano de 2016, as
plantas expostas & pluma de poluentes tiveram o seu crescimento em altura
inibido a partir do 5° més ap6s o plantio (mar¢o), cuja diferenca em relagéo
as plantas da area de referéncia manteve-se até o final do periodo

experimental. No ano seguinte, contudo, ndo houve diferenca entre os
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tratamentos, em relacdo a esta caracteristica (Tabela 1). Em plantas de
Lolium multiflorum expostas a pluma de poluentes, constatou-se inibi¢cdo do
crescimento em altura em todas as avaliagdes realizadas no ano de 2016. No
ano seguinte, entretanto, esse efeito sé se tornou perceptivel no final do
periodo experimental. No experimento com Mangifera indica, ndo houve
diferenca em relacdo a altura das plantas, entre os tratamentos, durante o ano
de 2016. No ano seguinte, contudo, verificou-se efeito oposto ao que se
manifestou nas duas outras espécies, ou seja, a exposicdo a pluma de
poluentes promoveu o crescimento em altura das plantas, nas avaliacfes

realizadas em todas as épocas do ano.

Tabela 1: Altura média de plantas de Psidium cattleianum, Lolium
multiflorum e Mangifera indica nos anos de 2016 e 2017, em diferentes
épocas em cada ano. R = area de referéncia (livre de poluentes); P = érea
exposta a pluma de poluentes. Em cada més do ano, para cada espécie
bioindicadora, letras iguais na mesma linha indicam que os tratamentos néo
diferem entre si, de acordo com o teste t (p < 0,05).

Epoca de Altura média de plantas (cm)
avaliacéo Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica
R P R P R P
2016
Fevereiro 58,79 a 54,93 a 24,60 a 22,30b 86,60 a 81,57a
Marco 63,21 a 57,14 b 2540a 22,70b 105,10 a 98,90 a
Julho 70,50 a 60,21 b 21,36 a 18,50 b 134,93 a 131,50 a
Agosto 71,50 a 60,79 b - - 136,86 a 133,00 a
Setembro 75,79a 62,71b - - 158,00 a 154,86 a
2017
Fevereiro 62,64 a 68,21 a 23,00 a 21,71a 65,00 b 75,29 a
Marco 64,50 a 69,79 a 2121a 19,79 a 73,43 b 9421a
Julho 65,07 a 69,36 a 26,79 a 24,07 b 83,86 b 105,50 a
Agosto 67,36 a 71,64 a - - 84,21b 109,07 a
Setembro 68,14 a 72,36 a - - 96,00 b 111,14 a

A inibicdo do crescimento é um indicador dos efeitos nocivos da
poluicdo atmosférica sobre as plantas cuja causa pode ser atribuida a
concentracfes excessivas de gases na atmosfera, tais como SO, e NOy (DE

TEMMERMAN e outros, 2001). Estudos revelam que esses dois gases,
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guando atuam conjuntamente, podem amplificar os seus efeitos sobre as
plantas, causando injarias foliares e a inibicdo de processos fisioldgicos
importantes para o crescimento, tais como fotossintese e transpiracdo
(ASHENDEN e WILLIAMS, 1980; SILVA e outros, 2013).

Apesar de a emissdo conjunta de SO, e NOx na atmosfera, em geral,
ser agente causador de efeitos deletérios sobre as plantas, o0 comportamento
observado neste estudo em relacdo ao crescimento em altura de M. indica
sugere que esta espécie atua como bioindicador tolerante aos efeitos da
poluigdo, com mecanismos de defesa mais eficientes, confirmando ao que ja
reportaram Lima e outros (2000) e Swami e Chauhan (2015).

A exposicdo das plantas a pluma de poluentes causou efeitos
contrastantes em relacdo a area foliar e ao numero de folhas, a depender da
espécie bioindicadora (Tabelas 2 e 3). Durante o ano de 2016, nos
experimentos com P. cattleianum e L. multiflorum, a &rea foliar e 0 nimero
de folhas nas plantas expostas a pluma foram menores que nas plantas da
area de referéncia. Em P. cattleianum, a diferenga entre os tratamentos foi
bastante expressiva, registrando reductes de 89,32% e 84,89% na area foliar
e no namero de folhas, respectivamente, nas plantas expostas a pluma de
poluentes. Em L. multiflorum, a reducéo na &rea foliar (56,59%) foi mais
expressiva do que a reducdo no nimero de folhas (38,73%), sugerindo que o
efeito da pluma de poluentes pode ter levado a formacdo de folhas menores e

mais estreitas.

53



Tabela 2: Area foliar total, nimero de folhas e massas secas de raizes, folhas
e caules, em plantas de Psidium cattleianum, Lolium multiflorum e
Mangifera indica avaliadas ao final do primeiro ano do experimento (2016).
R = éarea de referéncia (livre de poluentes); P = &rea exposta a pluma de
poluentes. Em cada espécie, letras iguais na mesma linha indicam que os
tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com o teste t (p < 0,05).

Caracteristica Valores médios
avaliada Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica
R P R P R P
Avrea foliar total 2,33a* 133b* 12.781,9a  5.549,0b 13.891,1b  16.4204 a
(cm?) (226,90) (24,24)

Numero de folhas 249a* 165b* 4.808,2 a 2.9458b 257,45 b 373,1a
(326,31)  (49,31)

Massa seca de 156 a* 0,83b* 57,5a 24,7b 155,67 a 178,1a
raizes (g) (38,39) (7,33)
Massa seca de 160a* 042b* 75,9 a 416b 196,96 b 2549 a
folhas (g) (43,62) (3,08)
Massa seca de 156a* 1,09b* - - 299,05 a 305,5a
caule (g) (37,74) (12,76)

* Dados transformados em log x (SAEG, 2007). Os dados originais estéo entre parénteses.

Tabela 3: Area foliar total, nimero de folhas e massas secas de raizes, folhas
e caules, em plantas de Psidium cattleianum, Lolium multiflorum e
Mangifera indica avaliadas ao final do segundo ano do experimento (2017).
R = area de referéncia (livre de poluentes); P = area exposta a pluma de
poluentes. Em cada espécie, letras iguais na mesma linha indicam que o0s
tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com o teste t (p < 0,05).

Caracteristica Valores médios
avaliada Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica
R P R P R P
Area foliar total 1.149,99 a 640,10 b 3.69340a 2.7404b 6.559,7a 6.0289a
(cm?)
Numero de folhas 153,00 a 86,00 b 5.0646la 5.6932a 169,5a 1173 a
Massa seca de 34,06a 30,57 a 98,00 a 65,0 b 130,1b 256,7 a
raizes (g)
Massa seca de 16,50 a 10,75 b 91,67 a 88,3 a 1019a 107,8 a
folhas (g)
Massa seca de caule 2550a 18,24 b - - 140,0b 2206 a

@)

Nos experimentos realizados em 2017, novamente ocorreu reducdo na
area foliar em plantas de P. cattleianum e L. multiflorum expostas a pluma
de poluentes, embora a diferenca entre os tratamentos tenha sido menos
expressiva gue no ano anterior. Em relagcdo ao nimero de folhas, no segundo

ano, repetiu-se o efeito inibidor da pluma de poluentes sobre as plantas de P.
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cattleianum, como verificado no ano anterior. Em L. multiflorum, contudo, o
namero de folhas ndo foi diferente entre os tratamentos.

Em relacdo ao experimento com M. indica, em 2016, a area foliar e 0
namero de folhas foram maiores nas plantas expostas a pluma de poluentes
do que nas plantas da area de referéncia, revelando efeito contrario ao que
ocorreu nas demais espécies bioindicadoras. No ano seguinte, contudo,
qguando esse experimento foi repetido, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos, em relacdo a area foliar e ao nimero de folhas.

A érea foliar é considerada como indicador importante da
produtividade das plantas. Em geral, o principal fator relacionado a reducédo
no crescimento de plantas sujeitas a influéncia de poluentes atmosféricos é a
diminuicdo da fotossintese, devido a redugdo na area foliar, entre outros
fatores (AGRAWAL e outros, 2003; PANDEY, 2005). Estudos sobre
poluentes emitidos por uma fabrica de fertilizantes em Udaipur, india,
confirmaram o seu efeito fitotoxico em plantas jovens de goiabeira (Psidium
guajava L.), em uma espécie arbustiva (Carissa carandas L.) e em uma
espécie arborea (Cassia fistula L.) (PANDEY, 2005).

Por outro lado, as respostas morfologicas em plantas de M. indica
expostas a pluma de poluentes, que oscilaram entre a estabilidade e a
promocdo do aumento na &rea foliar e no nimero de folhas, corroboram a
discussdo dos resultados obtidos no presente estudo sobre o crescimento em
altura. Sao respostas que podem ser interpretadas como confirmacéo de que
esta espécie € considerada tolerante a poluicdo e podem estar associadas ao
efeito de alguns poluentes liberados na atmosfera, que eventualmente atuam
como fertilizantes para algumas espécies de plantas (MAUGH Il, 1979). Néao
obstante, os resultados aqui obtidos divergem de estudos realizados com esta
mesma espécie, na India, em que a area foliar foi menor em plantas expostas
a poluentes (PANDEY e PANDEY, 1994; PATHAK e PANCHOLLI, 2013).

Em relacéo & massa seca de raizes, folhas e caule, o desempenho das
espécies, nos trés experimentos, acompanhou, até certo ponto, as tendéncias

manifestadas nas caracteristicas morfoldgicas anteriormente discutidas nas
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Tabelas 2, 3 e 4. Durante 0 ano de 2016, nos experimentos com P.
cattleianum e L. multiflorum, as massas secas de todas as partes das plantas
expostas a pluma foram menores que as das plantas da area de referéncia.
Em P. cattleianum, a diferenca entre os tratamentos foi bastante expressiva,
sendo que, nas plantas expostas a pluma de poluentes, a maior redugdo na
massa seca ocorreu nas folhas (92,94%) (Tabela 2). Em 2017, contudo,
apesar de a influéncia negativa da pluma de poluentes sobre as massas secas
de folhas e caule de P. cattleianum ter-se repetido, ndo houve diferenca na
massa seca de raizes entre os tratamentos (Tabela 3).

No experimento com L. multiflorum, em 2016, a massa seca nas
plantas expostas a pluma de poluentes foi menor que nas plantas da area de
referéncia, com destaque para as raizes, onde essa diferenca foi mais
expressiva (57,2%). Em 2017, a influéncia negativa da pluma de poluentes
sobre a massa seca se repetiu nas raizes, mas ndo houve diferenga nas folhas,
entre os tratamentos.

No experimento com M. indica, em 2016, a massa seca das folhas
foi maior nas plantas expostas a pluma de poluentes. A maior area foliar,
bem como o maior nimero de folhas, pode ter contribuido para confirmar
esse efeito positivo dos poluentes sobre a massa seca das folhas, o qual ja
havia sido constatado, neste estudo, em outras caracteristicas morfologicas
associadas ao crescimento. Em outras partes da planta, contudo, ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Tabela 2). Em 2017, nas plantas expostas a
pluma de poluentes, ndo houve diferenca entre os tratamentos, no que se
refere & massa seca das folhas, ao passo que, em raizes e caule, a massa seca

foi maior que nas plantas da area de referéncia (Tabela 3).

4.2.2 indice SPAD e teores de clorofila total

A exposicdo das plantas a pluma de poluentes causou efeitos
contrastantes no indice SPAD, entre os tratamentos, conforme a espécie

bioindicadora avaliada (Tabela 4).
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Tabela 4: indice SPAD de plantas de Psidium cattleianum, Lolium
multiflorum e Mangifera indica avaliadas nos anos de 2016 e 2017. R = &rea
de referéncia (livre de poluentes); P = &rea exposta a pluma de poluentes.
Em cada época de avaliagdo, para cada espécie bioindicadora, letras iguais
na mesma linha indicam que os tramentos ndo diferem entre si, de acordo
com o teste t (p < 0,05).

Epoca de avaliagio indice SPAD
Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica
R P R P R P
2016
Verdo 55,14 a 49,98 b 25,14 a 25,43 a 42,30 a 43,40 a
Inverno 53,96 a 36,69b 29,83 a 25,54 b 4590 b 50,70 a
2017
Verdo 4414 a 45,02 a 27,27 a 29,66 a 37,37 a 38,70 a
Inverno 46,00 a 43,87 a 3344 a 3146 a 38,33 b 42,16 a

No experimento com P. cattleianum, durante o ano de 2016, nas
plantas expostas a pluma de poluentes, o indice SPAD foi menor que nas
plantas da area de referéncia. No segundo ano, contudo, ndo houve diferenca
entre os tratamentos. No experimento com L. multiflorum, no primeiro ano, o
indice SPAD também foi afetado negativamente pela pluma de poluentes,
mas esse efeito somente se manifestou nas avaliagGes realizadas no inverno,
quando as plantas ja se encontravam no final do seu ciclo bioldgico. Em
2017, ndo houve diferenca entre os tratamentos. A reducéo no indice SPAD
pode ser interpretada como uma consequéncia da exposicdo a poluentes, e
tem relacdo direta com a producdo e degradacdo de clorofilas (SILVA e
outros, 2015).

No experimento com M. indica, a exposi¢do das plantas & pluma de
poluentes produziu efeito inverso ao registrado nas outras duas espécies
bioindicadoras, isto €, o indice SPAD foi menor que nas plantas da area de
referéncia. Nos dois anos experimentais, esse efeito somente se manifestou
nas avaliacdes realizadas durante o inverno.

A avaliacdo dos teores de clorofilas, baseada na extracdo e

quantificacdo desses pigmentos fotossintéticos em tecidos foliares (Figura
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6), confirmou, em parte, os valores registrados anteriormente, pelo indice
SPAD. Nos dois anos, os experimentos com P. cattleianum revelaram
diminuicdo nos teores de clorofila total quando as plantas sdo expostas a
pluma de poluentes. Em L. multiflorum e M. indica, contudo, nos dois anos,
os teores de clorofilas ndo diferiram entre os tratamentos.

A radiacdo solar, no ano de 2016, apresentou picos no periodo de
julho a setembro (inverno) que podem ter intensificado os efeitos dos
poluentes, interferindo na diferenca de clorofilas entre as trés espécies, com
maior degradacdo das mesmas em &reas expostas, diferentemente do que
ocorreu no ano de 2017, em que tal radiacdo manteve valores mais baixos e

estaveis.
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Figura 6. Teores de clorofilas totais em folhas de Psidium cattleianum,
Lolium multiflorum e Mangifera indica, avaliados no final de cada ano (2016
e 2017) de realizacdo dos experimentos. Em cada ano, para cada espécie,
letras iguais indicam que os tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com
o teste t (p < 0,05).

As clorofilas sdo pigmentos importantes no processo fotossintético
das plantas, participando dos processos de absor¢do de energia luminosa
para posterior transformacdo da energia em ATP e poder redutor, os quais
serdo usados na producdo de fotoassimilados. A reducdo gradual nos teores
de clorofilas € uma reacdo das plantas a presenca de poluentes atmosféricos
cujo efeito geralmente se manifesta na forma de amarelecimento das folhas
(clorose), acarretando redugdo na taxa fotossintética e em outras
caracteristicas associadas ao crescimento, tais como altura de plantas, area e
namero de folhas e massa seca (Tabelas 3, 4 e 5).

A degradacdo de clorofilas em plantas expostas a poluicdo
atmosfeérica pode ser atribuida a acidificacdo de tecidos vegetais (STREIT e
outros, 2005). Pode também ser causada pela acdo de alguns poluentes,
como SO, (RAO e LEBLANC, 1966; RABE e KREEB, 1980; BAMNIYA e
outros, 2012) e HNOs (RIDELL e outros, 2012) que removem ions Mg?*,
convertendo-os a feofitina, ao invés de clorofila (QAYOOM MIR e outros,
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2008). A formacdo da feofitina, portanto, tem relacdo direta com a perda da
coloracdo verde nas folhas (STREIT e outros, 2005).

Na literatura, alguns estudos relatam a acdo deletéria de agentes
poluentes sobre os teores de pigmentos fotossintéticos em plantas. Rao e
LeBlanc (1966) foram pioneiros em estudos sobre degradagéo de clorofilas
em células de algas, influenciada por ambientes poluidos com SO, Em
plantas de Ficus religiosa submetidas a elevadas concentracdes de NOy, SO-
e material particulado, verificou-se reducdo nos teores de clorofilas a e b
(CHAUAN, 2010). Folhas de Azadirachta indica, Nerium oleander,
Mangifera indica e Dalbergia sissoo, submetidas a ambientes poluidos,
também tiveram reducgdes significativas nos teores de clorofilas (GIRI e
outros, 2013). Por outro lado, estudos realizados na India com Thevetia
neriifolia, Mangifera indica e Psidium guajava em diferentes areas sujeitas a
poluicdo urbana, como SO, e CO (PATIDAR e outros, 2016), ou em &rea
industrial, com SO,, NO, e material particulado (BAMNIYA e outros, 2012)
demonstraram que pode haver aumento ou diminuigdo no teor de clorofilas,
a depender da composicdo e concentracdo de poluentes na atmosfera. No
presente estudo, a analise dos teores de clorofila total registrados em M.
indica ndo apontou variagdo entre os tratamentos, em funcéo da exposi¢do a
pluma de poluentes. Estes resultados divergem daqueles obtidos a partir da
estimativa do teor de clorofilas, que indicaram aumento no indice SPAD em
plantas expostas a pluma de poluentes. A diferenca entre os dois métodos de
avaliagdo de clorofilas pode ser justificada pelas caracteristicas do
clorofilometro. Como a sua funcdo é absorver quanta de luz incidente,
espera-se que a medicdo da quantidade de radiagdo absorvida pela folha com
0 SPAD-502 resulte em uma boa estimativa do teor de clorofilas
(AMARANTE, 2008). No entanto, 0 SPAD-502 tem limitaces: em uma
mesma espécie, pode haver grandes varia¢fes nesse indice, ocasionadas por
diferencas edafoclimaticas, posi¢do da folha na planta e espessura da folha
(MARTINEZ e GUIAMET, 2004; JIFON e outros, 2005; AMARANTE e
outros, 2008; 2009).
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Em estudos realizados com plantas de Citrus sp. cultivadas a pleno
sol, as folhas apresentaram-se mais espessas e com maiores Iindices SPAD,
diferentemente das plantas cultivadas em local sombreado (estufa), que
apresentaram folhas menos espessas e os indices SPAD ndo corresponderam
a variacao nos teores de clorofilas totais (JIFON e outro, 2005). Além disso,
0 nivel de radiacdo no momento da leitura pode levar a variag@es nas leituras
do SPAD (MARTINEZ e GUIAMET, 2004). Os cloroplastos, por sua vez,
podem mudar a sua orientacdo nas células, em resposta ao nivel de radiacdo
incidente. Sob baixa radiacdo, os cloroplastos orientam-se ao longo das
paredes celulares superiores e inferiores, perpendicular ao sentido de
incidéncia da luz, diferentemente de quando estdo sob alta radiacdo, em que
os cloroplastos se posicionam principalmente ao longo das paredes verticais
das células, paralelamente ao sentido de incidéncia da luz (MARTINEZ e
GUIAMET, 2004; TAIZ e outros, 2017).

4.2.3 Teores de agucares sollveis e amido
A anélise dos teores de acucares soltveis em folhas revelou que ndo

houve diferengas significativas entre os tratamentos, nas trés espécies

bioindicadoras, nos dois anos de realizagéo dos experimentos (Figura 7).
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Figura 7. Teores de agUcares soltveis em folhas de Psidium cattleianum
Sabine, Lolium multiflorum e Mangifera indica avaliados no final de cada
ano de realizagdo dos experimentos (2016 e 2017). Em cada espécie
bioindicadora, letras iguais indicam que os tratamentos ndo dferem entre si,
de acordo com o teste t (p < 0,05).

Os teores de amido em tecidos foliares de P. cattleianum, durante o
ano de 2016, foram maiores nas plantas expostas a pluma de poluentes do
que nas plantas da area de referéncia. Em L. multiflorum, ndo houve

diferenca entre os tratamentos. Em M. indica, por sua vez, no mesmo
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periodo, os teores de amido foram menores nas plantas expostas a pluma de
poluentes. No segundo ano, em 2017, os teores de amido ndo apresentaram
diferencas significativas entre o0s tratamentos, nas trés espécies
bioindicadoras (Figura 8).

Acucares soluveis sdo importante constituinte molecular organico e
fonte de energia para todos 0s organismos Vvivos, e 0s seus teores em tecidos
foliares devem ser analisados como resultantes da interacdo entre diferentes
eventos fisioldgicos. As trioses, que sdo produzidas durante a fotossintese,
podem seguir rotas metabdlicas distintas, tais como a sintese de amido, para
fins de armazenamento de reservas, ou a sintese de sacarose, que é exportada
para suprir o restante da planta com carbono e energia (LUNN e MACRAE,
2013). Além disso, uma fracdo expressiva de aglcares sollveis € oxidada
durante a respiracdo (TAIZ e outros, 2017).

Os agUlcares sollveis ndo s atuam como recursos metabdlicos e
constituintes estruturais das células, mas também atuam como sinais que
regulam varios processos associados ao crescimento e desenvolvimento da
planta, modulando suas respostas metabdlicas (ROSA e outros, 2009).

Alguns autores reportam que o0s poluentes atmosféricos podem
influenciar, de diferentes formas, as principais rotas metabdlicas que
determinam o0s teores de acUcares sollveis, tais como a fotossintese
(AGRAWAL e DEEPAK, 2003), os metabolismos de sintese e hidrdlise de
amido e sacarose, e a atividade respiratdria, através da oxidacdo de
compostos organicos (SANDRIN e outros, 2008). Assim, além de serem
indicadores da atividade fisioldgica da planta, os teores de agucares sollveis
acabam determinando a sensibilidade das plantas a polui¢do do ar (RAI,
2016).

63



2016
1.6 OArea referéncia EPluma

1.4

Sh

oo

g M

(=] (=] — —

(=21 (=] (=] (2]
]

Amido (m

=2
=

b i
—

Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica

&
o

o
=)

2017

—
(=21

O Area referéncia @Pluma

—
.

—
[5%)
=]

—
(=]
1=

o
o

Amido (mg.g MS-!)
L

(=)

{=*]

}=~]

=
.

&
to

o
=}

Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica

Figura 8. Teores de amido em folhas de Psidium cattleianum, Lolium
multiflorum e Mangifera indica avaliados no final de cada ano de realizagéo
dos experimentos (2016 e 2017). Em cada espécie bioindicadora, letras

iguais indicam que os tratamentos ndo dferem entre si, de acordo com o teste
t (p <0,05).

Na literatura, ha relatos diferentes sobre a influéncia de poluentes
atmosféricos nos teores de agucares solliveis em plantas, devido a ocorréncia

de diferentes mecanismos de agdo, associados & sensibilidade ou tolerancia
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da planta. A queda nos teores de agucares soluveis, por exemplo, pode
ocorrer devido a diminuicdo na taxa de fotossintese ou ao aumento na
demanda por energia (RAIl e PANDA, 2015; SEN e outros, 2017). Segundo
Muneer e outros (2014), poluentes atmosféricos como NOy, SO, e CO
exercem efeito inibidor sobre a fotossintese em hibridos de morango,
reduzindo os teores de agucares sollveis. Sen e outros (2017) estudaram o
comportamento fisioldgico de 10 espécies arbdreas expostas a poluicdo
atmosférica proveniente de uma érea industrial na Iindia. A queda nos teores
de agUcares sollveis em tecidos foliares das plantas expostas & poluicao,
segundo esses autores, foi atribuida a reducéo nas taxas de fotossintese e ao
aumento nas taxas de respiracdo, para atender a demanda crescente por
energia.

Por outro lado, em plantas expostas a poluigdo atmosférica, também
pode ocorrer aumento nos teores de acgucares sollveis em folhas, como
resultado da acdo de algum possivel mecanismo interno de protecéo,
associado ao maior contetdo de pigmentos (SEYYEDNEJAD e outros,
2009), aumento da resisténcia (FIALHO e BUCKER, 1996) e ajustes
metabolicos, mediados pela alteracdo na expressdo génica, para ajudar
melhorar a funcionalidade da planta (ROSA e outros, 2009). SANDRIN e
outros (2008) atribuiram o maior acimulo de carboidratos em L. multiflorum
a forte associacdo com condi¢cBes ambientais estressantes predominantes
(alta concentracdo de NOXx, SO, e material particulado) em Congonhas, SP.

Mudangas nos teores de agucares e amido em plantas sujeitas a
poluicdo atmosférica foram interpretadas por Fialho e Bucker (1996) como
“sindrome geral da adaptagdo”, na qual as plantas respondem a uma
sequéncia de diferentes fases: "reacdo de alarme™ caracterizada por uma
vitalidade reduzida; "aumento na resisténcia", marcada pelo acimulo de
acucares, com energia mais rapidamente disponivel para permanecer sob
estresse, em mecanismos de manutencdo e reparo; e, por fim, quando o
organismo nao consegue se adaptar a continuidade do estresse, tem-se a

"fase de exaustdo", que culmina com a senescéncia prematura e a morte.
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No presente estudo, apesar de ndo ter ocorrido variagao nos teores de
acucares solGveis, houve alteracBes nos teores de amido. No experimento
com P. cattleianum, no ano de 2016, os teores de amido nas plantas expostas
a pluma de poluentes foram mais elevados que nas plantas da area de
referéncia. Este estudo ndo contém avaliacbes que possam subsidiar a
discussdo deste efeito. Entretanto, admite-se que os poluentes podem ter
exercido algum efeito inibidor sobre a hidrélise de amido nessas plantas,
dificultando o suprimento de acuUcares sollveis que sdo diretamente
associados as demandas dos processos de crescimento. Esta é uma hipotese
que pode ser considerada como uma das causas do menor desempenho das
plantas desta espécie, em termos de crescimento, quando expostas a pluma
de poluentes.

Em relacio ao experimento com M. indica, em 2016, a queda nos
teores de amido nas plantas expostas a pluma de poluentes ndo resultou em
aumento nos teores de agUcares soluveis, apesar de a hidrolise de amido ser
uma reagdo que tem como produto a glicose. Este resultado pode ter rela¢éo
com o que se verifica eventualmente em algumas espécies, quando
submetidas a condigdes estressantes, em que a necessidade de maior
consumo de energia leva ao aumento na taxa respiratoria (TZVETKOVA e
KOLARQV, 1996; SEN e outros, 2017), exercendo maior controle sobre o

acumulo de agucares solUveis decorrentes da hidrolise de amido em folhas.

4.3 Caracteristicas morfoanatdbmicas

4.3.1 indice de fitotoxidade de necroses foliares

O indice de necrose foliar em M. indica e P. cattleianum foi maior

nas plantas expostas a pluma de poluentes do que nas plantas da area de
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referéncia, embora, no inverno, essa diferenca ndo tenha sido significativa

para M. indica (Figura 9).
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Figura 9. Indice de necrose foliar em Psidium cattleianum e Mangifera
indica, em 2017. R = éarea de referéncia (livre de poluentes); P = area
exposta a pluma de poluentes. Em cada espécie e dentro de cada estacdo,
letras iguais indicam que os tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com
o teste t (p < 0,05).

As necroses foliares sdo injurias comumente encontradas em plantas
sujeitas a poluicdo atmosférica, cuja ocorréncia é atribuida a acdo deletéria
de diversos poluentes, tais como flGor e 6xidos de enxofre (MORAES e
outros, 2002; AGRAWAL e outros, 2003; PRIYANKA e DIBYENDU,
2009; TRESMONDI e ALVES, 2011) e, principalmente, ao O3 (DIAS e
outros, 2007; FURLAN e outros, 2007; ESPOSITO e outros, 2009).

Em P. cattleianum, foram encontradas maiores diferencas no indice
de necrose foliar entre os tratamentos do que em M. indica (Figura 10). Em
espécies do género Psidium expostas a poluentes atmosféricos do complexo
industrial de Cubatdo, SP, sintomas de necrose foliar foram mais facilmente
visiveis em P. cattleianum do que em P. guajava (MORAES e outros, 2002).

Em outros estudos, o género Psidium tem sido relatado como sensivel a
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poluentes, manifestando injurias visiveis em suas folhas (DIAS e outros,
2007; FURLAN e outros, 2007).

Figura 10. Manchas de aspecto necrético em folhas de Psidium cattleianum
(aracd) e Mangifera indica (manga) na area exposta a pluma de poluentes.

Sintomas de necrose tipica também foram verificados em plantas de
Azadirachta indica, Phoenix dactilifera e Prosopis cineraria, expostas ao
SO,, entre outros gases liberados por uma refinaria, na india (ABDUL-
WAHAB e YAGHI, 2004). Em geral, os efeitos do SO; no desenvolvimento
de injurias foliares sdo influenciados por fatores bioldgicos e ambientais,

pelo tipo de planta e por sua combinagdo com outros poluentes, como 0 NO>
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(ABDUL-WAHAB e YAGHI, 2004; BULBOVAS e outros, 2015). Estudos
realizados com plantas de M. indica expostas a esses dois poluentes, numa
rodovia de grande trafego automobilistico, revelaram o surgimento de
necroses foliares, em formas de manchas acastanhadas, apés o colapso do
mesofilo (JOSHI e SWAMI, 2007). Embora ndo tenha sido verificado
colapso no mesofilo ou necroses nos cortes anatdmicos, 0 padrdo de
manchas acastanhadas a preto, também foi verificado na area de estudo,

muitas vezes acompanhadas por cloroses.

4.3.2 Caracterizacgdo dos tecidos e densidade estomatica

As folhas de Psidium cattleianum sdo hipoestomaticas, com
epiderme simples em ambas as faces e mesofilo heterogéneo dorsiventral,
tendendo a isobilateral (Figura 11). O parénguima paligadico possui cerca de
trés camadas de células, e o lacunoso, cerca de seis camadas cujas células da
camada inferior tendem a ser em palicada (Figura 11). Os estdmatos, nesta

espécie, sdo dos tipos paracitico e anisocitico (Figura 15 e 16).

100pm

Figura 11. L&mina foliar de Psidium cattleianum corados com Azul de
Toluidina, de plantas provenientes da area de referéncia (A) e da area
exposta a pluma de poluentes (B) (cortes tranversais). As cavidades
secretoras estdo indicadas por setas. EAb = epiderme abaxial, EAd =
epiderme adaxial; Hd = hipoderme; M = mesofilo; PL = parénquima
lacunoso; PP = parénquima paligadico.
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Verificou-se a ocorréncia de hipoderme descontinua, subjacente a
epiderme adaxial, variando de ausente (Figuras 11A e 12A) a duas camadas
(Figuras 12B e 12C). Na regido da margem, a hipoderme apresenta sua
maxima espessura e costuma ser mais fendlica (Figura 12C). Tanto na regido
da margem, quanto proximo a nervura, destacam-se cavidades secretoras em

meio ao mesofilo (Figuras 12C e 12D) e idioblastos contendo cristais de

oxalato de célcio do tipo drusa (Figura 12A e 12B).

Figura 12. Lamina foliar de Psidium cattleianum (cortes transversais). (A)
Porgdo adaxial, evidenciando cristais de oxalato de célcio do tipo drusa
(indicados por setas), de uma planta da area de referéncia (B) Porcéo
adaxial, evidenciando cristais de oxalato de calcio do tipo drusa (indicados
por setas), de uma planta proveniente da area exposta a pluma de poluentes.
(C) Bordo, evidenciando cavidades secretoras (indicadas por setas) em folha
de uma planta proveniente da area exposta a pluma de poluentes. (D)
Detalhe de cavidade secretora (seta curta) contendo secregdo (seta longa) em
um individuo proveniente da area exposta a pluma de poluentes. EAb =
epiderme abaxial; EAd = epiderme adaxial; Hd = hipoderme; FV = feixe
vascular; PL = parénquima lacunoso; PP = parénquima palicadico; CS =
cavidade secretora; S = secregdo.
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As cavidades secretoras observadas em P. cattleianum foram mais
numerosas no mesofilo das folhas de plantas oriundas da area exposta a
pluma de poluentes do que nas plantas da area de referéncia, nas duas
estacGes do ano de 2016 (Tabela 5). Um aumento no didmetro dos ductos
secretores foi observado em folhas de Clusia hilariana submetidas a chuva
acida (SILVA e outros, 2005), indicando maior producéo de secrecdo. Em
plantas de Pinus eldarica submetidas a polui¢do oriunda de trafego veicular,
aumentou o numero de ductos resiniferos no lenho (SAFDARI e outros,
2012).

As folhas de M. indica sdo hipoestomaticas, com epiderme simples
em ambas as faces, mesofilo heterogéneo dorsiventral tendendo a
isobilateral, com parénquima palicadico contendo de uma a trés camadas de
células, e paréngquima lacunoso com cerca de sete camadas, sendo que a mais

basal possui células ligeiramente em palicada. Os feixes vasculares sdo

colaterais (Figura 13).

Figura 13. Cortes transversais da lamina foliar de Mangifera. indica corados
com Azul de Toluidina, de plantas provenientes das areas de referéncia (A) e

N

exposta a pluma de poluentes (B). EAb = epiderme abaxial, EAd =
Epiderme adaxial; PL = parénquima lacunoso; PP = parénquima pali¢éadico;
M = mesofilo.

Os estdmatos nas folhas de M. indica s&o do tipo paracitico e podem
ocorrer isolados ou geminados. Nas folhas expostas a pluma de poluentes, os
estdbmatos geminados podem ndo ser tdo bem formados como os das plantas

da area de referéncia (Figura 14), que possuem aspecto mais funcional.
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Figura 14. Cortes paradérmicos da epiderme foliar abaxial de M. indica
corados com Azul de Toluidina, evidenciando estbmatos geminados, em
plantas provenientes das duas areas estudadas. Nas folhas das plantas da area
de referéncia (A e C), os estbmatos geminados possuem aspecto normal,
enquanto nas plantas expostas a pluma de poluentes (B e D) 0s mesmos
aparecem deformados (indicados por setas). As fotos representam amostras
colhidas no veréo (A e B) e no inverno (C e D) de 2016.

No presente estudo, folhas de M. indica expostas a pluma de
poluentes apresentaram estdmatos geminados com formato menos regular
que nas plantas da area de referéncia. O desenvolvimento de estbmatos
deformados é relatado em diferentes tipos de poluicdo atmosférica. Em
Galesia inegrifolia, Genipa americana e Mimosa artemisiana, este sintoma
manifestou-se em plantas submetidas a chuva acida simulada
(SANT'ANNA-SANTOS e outros, 2006a; 2006b). Em regiGes de intenso
trafego de veiculos, a poluicdo atmosférica pode levar a deformidades
severas nos estdbmatos, como, por exemplo, o desenvolvimento de uma Unica

celula guarda, como verificado em Polyalthia longifolia (PATHAK e
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PANCHOLI, 2014). Entretanto, no presente estudo, as deformidades
estomaticas foram sutis e pouco frequentes, sendo verificadas apenas em M.
indica.

A densidade estomatica em folhas de M. indica, durante o verdo, foi
maior nas plantas expostas a pluma de poluentes do que nas plantas da area
de referéncia. Durante o inverno, no entanto, ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Em relacéo a densidade estomatica em folhas de P. cattleianum,
ndo houve diferenca entre os tratamentos nas duas estacdes do ano (Tabela
5).

Tabela 5: Densidade estomatica e nimero de cavidades em folhas de P.
cattleianum e M. indica durante duas estacdes, em 2016.

Caracteristica Valores médios
Psidium cattleianum Mangifera indica
Verdo Inverno Verdo Inverno
R P R P R P R P
Densidade estomética ~ 461,4a 3850a 6166a 5705a 6206 b 696,6 a 7939a  739,5a
(n°. mm?)
Cavidades (n°) 42b 65a 31b 5la

O aumento da frequéncia (densidade) estomatica é uma conhecida
resposta de muitas espécies vegetais a diversas formas de poluicdo
atmosférica, como tem sido verificado em plantas de Tradescantia pallida
(CRISPIM e outros, 2014), Eugenia uniflora (ALVES e outros, 2008),
Tabernaemontana divaricata e Hamelia patens (AMULYA e outros, 2015)
expostas a polui¢do veicular; em Acer platanoides, a poluigdo por trafego e
termoelétrica (MITROVIC e outros, 2006); em Sida acuta, a emissao de
poluentes por uma fabrica de cimento (OGUNKUNLE e outros, 2013); em
Podocarpus lambertii, cultivada em solo contaminado com petrdleo
(MARANHO e outros, 2006); em Glycine max e Liquidambar styraciflua,
sob progressivo incremento na concentragdo de CO, (THOMAS e
HARVEY, 1983); e em Abutilon indicum, Croton sparsiflorus e Cassia
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occidentalis, sob influéncia de poluentes oriundos de fabrica de derivados de
argila (SUKUMARAM, 2014).

Em P. cattleianum, varios estbmatos apresentaram-se com o ostiolo
obstruido por material amorfo nas plantas expostas a pluma de poluentes
(Figura 15 B e D). Essa condicéo foi visualizada nas amostras de folhas de
M. indica oriundas das duas areas, embora menos frequente nas plantas da
area de referéncia (Figura 15). Estes resultados corroboram os registrados
em Tabernaemontana divaricata e Hamelia patens, nos quais a quantidade

de estbmatos obstruidos em plantas expostas a poluentes de veiculos foi

maior que em plantas da area de referéncia (AMULYA e outros, 2015).

Figura 15. Cortes paradérmicos da epiderme foliar abaxial de Psidium
cattleianum corados com Azul de Toluidina, evidenciando estdmatos sem
(A) e com (B, C e D) material obstruindo o ostiolo (indicado por setas), em
plantas da area de referéncia (A e C) e expostas a pluma de poluentes (B e
D). Amostras colhidas no verdo (A e B) e no inverno (C e D) de 2016.
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Figura 16. Cortes paradérmicos da epiderme foliar abaxial de Mangifera
indica corados com Azul de Toluidina, evidenciando estdmatos com
material obstruindo o ostiolo (indicado por setas), em plantas da area de
referéncia (A) e expostas a pluma de poluentes (B). Amostras colhidas no
inverno de 2016.

As folhas de L. multiflorum possuem estrutura em "V", quando em
corte transversal. Na face adaxial, ocorrem sulcos paralelos longitudinais
delimitados por ressaltos, enquanto, na face abaxial, a superficie é
relativamente plana, acompanhando a convexidade da lamina foliar (Figura
17). Cada ressalto € provido de um feixe vascular, sendo, portanto, uma
nervura. A nervura central é a maior e aloja o feixe vascular mais calibroso
da lamina foliar (Figura 17B). Tanto na face adaxial quanto na abaxial de
cada nervura da folha, ocorrem grupos de fibras, podendo ser ausentes na

face abaxial em alguns casos.
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Figura 17. Cortes transversais da lamina foliar de Lolium multiflorum
corados com Azul de Toluidina (A) Amostra proveniente de plantas expostas
a pluma de poluentes. Os ressaltos na face adaxial encontram-se indicados
por setas. (B) Corte transversal da Iamina foliar na regido da nervura central,
de amostra proveniente de planta da area de referéncia. Os espacos
intercelulares amplos encontram-se indicados com asteriscos. FAb = face
abaxial; FAd = face adaxial; NC = nervura central; EAb = epiderme abaxial;
EAd = epiderme adaxial; Fb = fibras; FV = feixe vascular; M = mesofilo;
Mm = medida do mesofilo adotada neste estudo.

A folha é anfiestomatica e possui tricomas tectores unicelulares
normais unisseriados na face adaxial (Figura 18A). A epiderme é simples em
ambas as faces. Na epiderme da face adaxial da folha, possui células
ordinarias com dimensdes varidveis, enquanto na epiderme abaxial as células

variam pouco em tamanho, exceto aquelas sobrepostas por fibras (Figura
18B).
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Figura 18. Cortes transversais da lamina foliar de Lolium multiflorum
corados com Azul de Toluidina, na regido entre a nervura principal e o
bordo, também corado com Azul de Toluidina, de uma planta da area de
referéncia (A) e de uma planta exposta a pluma de poluentes (B). Os espagos
intercelulares amplos encontram-se indicados por asteriscos. Es = estdmato;
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Fb = fibras; FV = feixe vascular; EAb = epiderme abaxial; EAd = epiderme
adaxial; M = mesofilo; TT = tricoma tector.

7

O mesofilo ¢ homogéneo, sendo mais compacto subjacente a
epiderme abaxial, porém delimitando espacos intercelulares amplos,
continuos com as camaras subestomaticas, nas por¢cdes em direcdo a
epiderme adaxial (Figura 19A).

Na regido do bordo, as nervuras sdo menos calibrosas e geralmente
desprovidas de fibras em ambas as faces, exceto a nervura mais externa de
cada bordo, que possui um feixe de fibras associadas a epiderme
esclerenquimatosa na regido de encontro das epidermes adaxial e abaxial
(Figura 19B).
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Figura 19. Cortes transversais da lamina foliar de Lolium multiflorum na
regido da face adaxial, corados com Azul de Toluidina. (A) Amostra de uma
planta exposta a pluma de poluentes. Os espacos intercelulares amplos
encontram-se indicados por asteriscos. (B) Amostra proveniente de plantas
da area de referéncia. Corpusculos hialinos associados ao ndcleo encontram-
se indicados por setas. CG = células-guarda; CS = células subsidiérias; Fb =
fibras.

4.3.3 Morfometria

As diferengas anatdémicas entre as folhas de plantas de P.
cattleianum expostas a pluma de poluentes e as plantas da area de referéncia

foram evidentes no periodo do verdo. A epiderme adaxial e 0 mesofilo foram
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significativamente mais espessos no primeiro caso (Figura 11). Esse
aumento na espessura do mesofilo se deve, principalmente, a diferenca na
espessura do parénquima palicadico, que foi significativamente maior nas
folhas das plantas expostas a pluma de poluentes (Tabela 6).

No periodo do inverno, as medidas de P. cattleianum revelaram
diferencas entre os tratamentos quanto a espessura do paréngquima lacunoso e

do mesofilo (Tabela 6).

Tabela 6: Espessura média de tecidos foliares de Psidium cattleianum,
Lolium multiflorum e Mangifera indica avaliados no final do verdo e do
inverno, em 2016. R = area de referéncia (livre de poluentes); P = érea
exposta a pluma de poluentes. Em cada estacdo, para cada espécie, letras
iguais indicam que os tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com o
teste t (p <0,05).

Tecido Espessura (Um)
Foliar Psidium cattleianum Lolium multiflorum Mangifera indica
R P R P R P

Verdo
Epiderme 30,45hb 33,58a - 30,05b 34,84 a
Hipoderme 34,76 a 3727 a - - -
Parénquima palicadico 120,69 b 152,28 a - 98,47 a 99,35a
Parénquima lacunoso 174,23 a 177,65 a - - 9351a 96,59 a
Mesofilo 318,44 b 362,46 a 199,84 a 171,03 b 191,98 a 195,94 a

Inverno
Epiderme 3042a 3193a - 33,26b 3593a
Hipoderme 46,67 a 4373 a - - -
Parénquima palicadico 157,41 a 143,43 a - 1039a 104,53 a
Parénquima lacunoso 215,75 a 192,30 b - - 1216b 133,44 a
Mesofilo 37164 a 336,01 b 304,4a 215,32b 22549 a 238,3a

Durante o verdo, verificou-se aumento na espessura média da
epiderme foliar das plantas de M. indica expostas a pluma de poluentes, em
comparacgao com as plantas da area de referéncia.

Assim como ocorreu em P. cattleianum, algumas caracteristicas
morfométricas em M. indica variaram no periodo de inverno. A maior
espessura epidérmica se manteve nas plantas expostas a pluma de poluentes,
bem como maior espessamento no paréngquima lacunoso.

Algumas espécies apresentam mudancgas na espessura de tecidos do
mesofilo foliar que possibilitam maior plasticidade, em diferentes condigdes
de estresse (MELO e outros, 2007). Estudos tém demonstrado que a

exposicdo das plantas aos metais pesados, por exemplo, causa diminui¢do no
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tamanho das células do mesofilo (GOMES e outros, 2011). A diminui¢do
dos espacos intercelulares nas folhas, que dificulta o deslocamento de
compostos fitotoxicos nos tecidos vegetais, tem sido verificada em plantas
expostas a poluigdo (ALVES e outros, 2001; GEROSA e outros, 2003). Por
outro lado, a maior quantidade de espagos intercelulares em folhas com
maior espessura implica maior facilidade de difusdo de gases no interior da
folha (PEDROSO e ALVES, 2008).

A analise anatdmica comparativa constatou reducdo significativa na
espessura média do mesofilo, adjacente & nervura central (Tabela 6), em
plantas de L. multiflorum expostas a pluma de poluentes nas duas estacdes.

A epiderme significativamente mais espessa, como a encontrada
neste estudo em plantas de P. cattleianum e M. indica expostas a pluma de
poluentes, também foi relatada em estudos com outras espécies, como em
Acer platanoides sunmetidas a poluentes veiculares e de IndUstria
termoelétrica (MITROVIC e outros, 2006), ¢ em Platanus acerifolia
localizadas nas adjacéncias de uma industria metaldrgica (DINEVA, 2004).
Entretanto, efeito contrario foi verificado em Tanacetum vulgare expostas a
poluicdo por metais pesados, gases da combustio, NOx e SO4 (STEVOVIC
e outros, 2010).

O aumento da espessura foliar ou do mesofilo tem sido verificado
em diversas espécies submetidas a poluicdo atmosférica. Em plantas de
Plantago lanceolata expostas a poluicdo oriunda de gases de veiculos
automotivos (GOSTIN, 2009b), em Plantanus acerifolia numa regido
metaltrgica (DINEVA, 2004) e em Zea mays expostas ao incremento na
concentracdo de CO, (THOMAS e HARVEY, 1983), verificou-se aumento
na espessura foliar, causado principalmente pelo aumento no parénquima
palicadico. O aumento na espessura do parénquima é uma estratégia de
defesa da planta, que confere maior resisténcia aos poluentes (DINEVA,
2004). Em plantas de Podocarpus lambertii em solo contaminado por
petrdleo, além do aumento da espessura do mesofilo, principalmente pelo

aumento do parénquima pali¢adico, houve desenvolvimento da condigdo de
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isobilateralidade, ou seja, de parénquima palicadico subjacente a ambas as
epidermes (MARANHO e outros 2006).

No presente estudo, observou-se diminuicdo na espessura do
mesofilo em plantas de L. multiflorum expostas a pluma de poluentes. Este
efeito também se verificou no hibrido Tradescantia subcaulis x T.
hirsutiflora (Tradescantia clone 4430), sob influéncia de poluentes
automotivos e secundarios (Os) (ALVES e outros, 2001); em Trifolium
montana, T. pratense e T. repens, sob influéncia de poluentes de uma fabrica
de cimento (GOSTIN, 2009a); em Tanacetum vulgare, sob acdo de metais
pesados e gases oriundos da combustdo (STEVOVIC e outros, 2010); em
Eugenia uniflora, sob poluicdo por veiculos (ALVES, 2008); e em
Taraxacum officinale, sob influéncia de metais pesados no solo, nos
arredores de uma mina. Nesta Gltima espécie, inclusive, houve supressao no
desenvolvimento do paréngquima pali¢adico (BINI e outros, 2012).

Aparentemente, a ampla diversidade de respostas anatdmicas a acdo
dos poluentes deve ser atribuida as peculiaridades de cada espécie vegetal. A
depender da espécie, poluentes como SOz, NOx, CO e materiais particulados
emitidos em locais com intenso trafego de veiculos automores, tanto podem
causar aumento na espessura foliar (GOSTIN, 2009b; AMULYA e outros,
2015) como reducdo (ALVES e outros, 2001, 2008).

4.3.4 Cristais, compostos fenolicos e tricomas tectores

Em laminas foliares de P. cattleianum foram encontrados cristais de
oxalato de célcio do tipo drusa (Figura 20), 0s quais tiveram ocorréncia

similar nos dois tratamentos e nas duas esta¢des consideradas (Figura 21).
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Figura 20. Lamina foliar de Psidium cattleianum (corte transversal),
evidenciando cristais de oxalato de célcio do tipo drusa, sob luz polarizada.
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Figura 21. Cortes transversais de lamina foliar em Psidium cattleianum
corados com Azul de Toluidina, sob luz ndo polarizada (A, C) e polarizada
(B, D), evidenciando a presenca de cristais de oxalato de célcio do tipo
drusa, em amostras provenientes de plantas da area de referéncia (A e B) e
de plantas expostas a pluma de poluentes (C e D).
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O parénquima clorofiliano de M. indica revelou a presenca de
idioblastos contendo cristais de oxalato de célcio, tanto do tipo prismético
(Figura 22), como associado as fibras dos feixes vasculares. No parénquima
clorofiliano, esses idioblastos ocorrem preferencialmente préximos a
epiderme, em especial a abaxial. As folhas expostas a pluma de poluentes
apresentaram mais cristais que nas plantas da area de referéncia (Figura 23)
quando as laminas foram comparadas visualmente, nas duas estacGes do ano.

A sintese de oxalatos é relacionada com o balango i6nico da planta.
Os cristais, que na sua maioria sdo compostos de oxalato de calcio,
representam uma estratégia da planta para manter o equilibrio i6nico, que €
afetado quando a carga de poluentes é elevada. O aumento na quantidade de
cristais € uma resposta que tem sido observada em diferentes plantas
submetidas a poluentes gasosos e chuva acida (ALVES e outros, 2008).
Gupta e outros (2017) encontraram cristais de oxalato de célcio, do tipo
drusa, associados ao xilema secundario de M. indica em local de intensa

mineragdo na India.

Figura 22. Corte transversal de lamina foliar de M. indica, corado com Azul
de Toluidina, sob luz polarizada, evidenciando a presenca de cristais de
oxalato de célcio do tipo prisméatico (indicados por setas), em amostra
colhida de folhas expostas a pluma de poluentes.
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Figura 23. Cortes transversais de lamina foliar de Mangifera indica corados
com Azul de Toluidina, sob luz ndo polarizada (A e C) e sob luz polarizada
(B e D), evidenciando a presenca de cristais de oxalato de calcio do tipo
prismatico (indicados por setas) em planta da area de referéncia (A e B) e em
planta exposta a pluma de poluentes (C e D). EAb = epiderme abaxial; FV =
feixe vascular.

O teste com dicromato de potéssio evidenciou a presenca de
compostos fenolicos em quase todas ou em todas as células do parénquima
clorofiliano nas folhas de P. cattleianum, mas ndo houve diferencas entre
amostras de plantas representativas dos dois tratamentos (Figura 24).
Resultado similar foi encontrado em laminas foliares de M. indica, ndo
sendo observadas diferencas entre os mesmos (Figura 25). Em L.
multiflorum, o teste com dicromato de potassio revelou auséncia de

compostos fenolicos em tecidos foliares.
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Figura 24. Cortes transversais de |amina foliar de Psidium cattleianum
submetidos ao teste com dicromato de potassio, evidenciando a presenca de
compostos fendlicos (cor ambar) em plantas da area de referéncia (A) e
expostas a pluma de poluentes (B). As cavidades secretoras encontram-se
indicadas por setas.

~50pm -

Figura 25. Cortes transversals de lamina foliar de Manglfera |nd|ca
submetidos ao teste com dicromato de potassio, evidenciando a presenga de
compostos fendlicos (cor ambar) em plantas da area de referéncia (A) e
expostas & pluma de poluentes (B).

A presencga de compostos fenolicos no mesofilo de tecidos foliares
de M. indica e P. cattleianum, provenientes dos dois tratamentos, indica que
esta caracteristica ndo foi afetada pela exposicdo das plantas dessas espécies
a pluma de poluentes. A producdo de compostos fendlicos por células do
mesofilo costuma ser associada a efeitos de poluentes, como relatado em
estudos com plantas de Triticum aestivum L. (AGRAWAL e DEEPAK,
2003) expostas a fumigacdo com SO, e CO2; em plantas de Plantago
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lanceolata  (GOSTIN, 2009b) e Eucalyptus ~ camaldulensis
(CHRISTODOULAKIS e KOUTSOGEORGOPOULOU, 1991) localizadas
préximo a uma rodovia de intenso trafego; e em plantas de Lotus
corniculatus, Trifolium montanum, T. pratense e T. repens, sob influéncia de
poluentes de uma fabrica de cimento (GOSTIN, 2009a).

As condigBes climaticas semi-aridas de Brumado-BA, que se
caracterizam por intensa radiacdo luminosa e elevadas temperaturas, as quais
foram submetidas as plantas de P. cattleianum e M. indica, podem ter
mascarado 0 potencial indicativo de poluicdo pela presenca de compostos
fenolicos.

Em relagdo a presenga de lipidios totais, o teste com Sudam B
evidenciou que ndo houve diferenca entre as amostras de folhas de P.
cattleianum e de M. indica em plantas provenientes das duas areas
experimentais. Em folhas de L. multiflorum, este teste ndo detectou a
presenca de lipidios, nem de cuticula.

A utilizagdo do teste com Sudam Black B, no presente estudo, teve
como principal objetivo analisar a cuticula da epiderme, uma vez que podem
ocorrer lesdes por agio de poluentes (SILVA e outros, 2005; MITROVIC e
outros, 2006; SANT'ANNA-SANTOS, 2006a), além de aumento na sua
espessura (MARANHO outros, 2006; RHIMI e outros, 2016) e no deposito
de ceras epicuticulares (THOMAS e HARVEY, 1983). Como a cuticula das
trés espécies analisadas neste estudo é demasiadamente fina, a microscopia
Optica ndo se mostrou uma ferramenta eficiente para o teste com Sudam
Black B.

Os tricomas tectores unicelulares, normais e unisseriados de P.
cattleianuam (Figura 26) foram visualmente mais numerosos nas plantas

expostas a pluma de poluentes (Figura 27).
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Figura 26. Corte transversal da porcdo abaxial da I[amina foliar de Psidium
cattleianum corado com Azul de Toluidina, proveniente de plantas da area
de referéncia. E = estdmato; TT = tricoma tector.

Figura 27. Cortes paradérmicos da epiderme foliar abaxial de Psidium
cattleianum, evidenciando a presenca de tricomas tectores (indicados por
setas), em planta da area de referéncia (A) e exposta a pluma de poluentes

(B).

Em ambos os tratamentos, as amostras de M. indica apresentaram
grande quantidade de tricomas secretores, ndo sendo possivel determinar
diferencas visualmente. Entretanto, no periodo do inverno, as plantas
expostas a pluma de poluentes apresentaram tricomas com deformacdes e
lesGes, além de reacbes fendlicas no teste com dicromato de potassio (Figura
29).
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Quanto a esta caracteristica, no entanto, estudos realizados com M.
indica em &reas mais poluidas de Indore, na india, apresentaram maior
frequéncia de tricomas que nas plantas da area de referéncia (PATHAK e
PANCHOLI, 2014). Em plantas de Hamelia patens, sob influéncia de
poluentes de veiculos automotores, contudo, houve diminuicdo na
quantidade e no comprimento de tricomas tectores (AMULYA e outros,
2015). Por outro lado, plantas de Alchomea cordifolia submetidas a poluicédo
por asfalto, revelaram auséncia de tricomas tectores, diferindo das plantas

em ambiente livre de poluentes (AJURU e outros, 2014).
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Figura 28. Cortes transversais da lamina foliar de Mangifera indica corados
com Azul de Toluidina (A, B, C) e dicromato de potéssio (D), evidenciando
a presenca de tricomas secretores (indicados por setas) em plantas da area de
referéncia (A) e em plantas expostas a pluma de poluentes (B, C e D),

apresentando deformidade, lesdo e compostos fenolicos, respectivamente.

Além das caracteristicas anteriormente citadas, grdos de amido
foram detectados em M. indica nas amostras retiradas de plantas da area de

referéncia (Figura 29). Este resultado corrobora a maior concentragdo de
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amido encontrada nas avaliacfes bioquimicas para esta espécie nas plantas

da area de referéncia.
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Figura 29. Cortes transversais da lamina foliar de Mangifera indica corados
com Azul de Toluidina, evidenciando grdos de amido nas células de plantas
da area de referéncia, em menor (A) e maior (B) aumento.
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5 CONCLUSOES

A pluma de poluentes atmosféricos resultante do beneficiamento do
minério magnesita realizado pela industria mineradora afetou, em diferentes
formas e intensidades, algumas caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas e
anatdbmicas de P. cattleainum, L. multiflorum e M. indica. Cada espécie
reagiu de forma peculiar, conforme o ano de estudo.

Em P. cattleianum, no primeiro ano (2016), os poluentes afetaram,
negativamente e de forma acentuada, a altura de plantas, o nimero de folhas,
a area foliar e 0 acimulo de massa seca em todos os 6rgdos da planta. Os
reflexos negativos dos poluentes sobre o crescimento das plantas foram
atribuidos a provavel queda na taxa de fotossintese, tendo em vista a redugéo
nos teores de clorofilas e a obstrugdo de estbmatos com material amorfo,
afetando o aparato fotoquimico e as trocas gasosas. Os teores de amido
aumentaram, sugerindo inibicao da sua hidrdlise, limitando a suplementagao
de acgucares sollveis, que poderiam compensar a demanda energética de
crescimento nas plantas expostas a pluma de poluentes. No ano seguinte
(2017), as plantas também foram afetadas negativamente pelos poluentes,
embora a maior parte dos seus efeitos tenha-se manifestado com menor
intensidade que no ano anterior.

Em L. multiflorum, no primeiro ano, os poluentes afetaram
negativamente a altura de plantas, o nimero de folhas, a area foliar e a massa
seca de todos os 6rgaos, principalmente as raizes. Os teores de clorofilas ndo
diferiram entre os tratamentos, sugerindo que outros fatores podem ter
atuado sobre a sintese priméaria de compostos organicos, refletindo na
producdo de massa seca e area foliar. O mesofilo diminuiu a sua espessura,
tornando-se a Unica alteracdo anatdmica observada nas folhas, cuja resposta
pode ser considerada como indicadora de tolerdncia das plantas a acdo

deletéria dos poluentes. No ano seguinte, as plantas também foram afetadas
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negativamente pelos poluentes, mas os seus efeitos se deram em menor
intensidade que no ano anterior.

Em M. indica, nos dois anos de estudo, -caracteristicas
morfofisiolGgicas, tais como altura de plantas, o nimero de folhas e a massa
seca em todos os Orgaos, apresentaram melhor desempenho nas plantas
expostas a pluma de poluentes. Os poluentes causaram aumento no numero
de cavidades e cristais nas folhas, além de deformidades em estdmatos, mas
essas alteracBes anatdbmicas ndo produziram efeitos deletérios sobre as
caracteristicas morfofisiologicas. Tecidos foliares mais espessos, além do
aumento na densidade estomatica, favorecendo as trocas gasosas, podem ter
relacdo com a tolerdncia desta espécie aos poluentes. O teor de amido
diminuiu em folhas expostas a pluma de poluentes, sugerindo intensificacdo
da sua hidrélise como alternativa metabdlica de suplementacdo de aglcares
solUveis para atender a demanda energética de crescimento sob estresse.

O indice de fitotoxicidade, representado por necroses foliares em P.
cattleianum e M. indica, foi maior nas plantas expostas a pluma de poluentes
do que nas plantas da area de referéncia. Entre estas espécies, o efeito
deletério dos poluentes foi mais acentuado em P. cattleianum.

Nas trés espécies, a variagdo na intensidade de resposta das plantas
aos poluentes, de um ano para o0 outro, foi atribuida a mudangas nas

condicBes meteoroldgicas na area experimental.
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