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RESUMO

RIBEIRO, Simone de Fatima Carvalho; MSc., Universidade Federal de Vicosa. Outubro de 2008.
Efeitos da aplicacéo de flaor sobre os processos fotossintéticos de trés espécies lenhosas e
nativas da regido de Ouro Preto - MG. Orientador: Marco Antonio Oliva Cano. Co-
orientadores: Alessandra R. Kozovits e José Cambraia.

A regido de Ouro Preto - MG possui uma fonte isolada de emisséo de fluoreto atmosférico,
proveniente de uma siderurgia de aluminio. Nas proximidades dessa fabrica esta localizada a
Estacdo Ecoldgica do Tripui (EET), &rea de preservacdo ambiental que se encontra entre 0s
dominios da mata atlantica e do cerrado. O principal objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do
fldor sobre parametros relacionados a fotossintese, em trés espécies nativas e representativas da
vegetacdo existente na EET, Eremanthus erythropappus (DC) Macleish, Tibouchina granulosa
(Desr.) Cogn. e Schinus terebinthifolius Raddi.. Foram testadas a sensibilidade e a capacidade
acumuladora dessas espécies, assim como a relacdo entre o aparecimento de injarias e o teor de
fldor nas folhas. Uma espécie controle, Panicum maximum cv. colonido, que apresenta elevado
teor de fluoreto nas folhas associado a elevada sensibilidade, também foi avaliada neste trabalho.
O fluor foi aplicado diariamente, na forma de nevoeiros simulados com duracdo de vinte minutos,
em uma camara de simulacdo localizada na Unidade de Crescimento de plantas (UFV - MG). O
tratamento com fluor foi preparado adicionando-se fluoreto de sédio (NaF) em &gua deionizada, na
concentracdo de 15 mg L™ de fltor e no tratamento controle, utilizou-se somente 4gua deionizada
(pH=6,0). O experimento teve a duracdo de trinta dias e cada cinco dias, foram realizadas as
medicdes dos pardmetros relacionados a fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas, além disso,
amostras das folhas foram coletadas para a determinacdo do contetdo de pigmentos fotossintéticos
e a quantificacdo de flGor na matéria seca. Os primeiros sintomas manifestaram-se em P. maximum
com apenas seis dias de exposicdo ao poluente. Em T. granulosa e S. terebinthifolius os primeiros
sintomas surgiram, respectivamente, 23 e 25 dias ap0s o inicio do experimento. Nessas espécies,
observou-se o surgimento de clorose e necroses limitadas aos apices e margens foliares. AlteracGes
nos pigmentos podem ser importantes na indicacdo precoce da injuria pelo poluente, e foram
observadas nas espécies desse estudo. Reducdes na fotossintese e na condutancia estomatica e o
aumento na concentragdo interna de CO, foram vistos nos individuos de P. maximum, T. granulosa

e S. terebinthifolius expostos ao tratamento com o fldor. Provavelmente, a reducdo observada nas



taxas fotossintéticas foi causada pelo fechamento estomatico e degradacdo da estrutura dos
cloroplastos. Nos individuos de E. erythropappus nao houve reducdo nas taxas fotossintéticas em
resposta ao poluente, porém observou-se a variagdo na fluorescéncia lenta ao término do
tratamento. Em T. granulosa e S. terebinthifolius tanto a fluorescéncia lenta quanto a répida
sofreram alteracfes em resposta ao tratamento com o flior. As imagens da fluorescéncia da
clorofila a mostraram que os maiores danos causados pelo poluente se restringiram nas margens
foliares, e também foi possivel observar a tendéncia de reducéo na razdo Fv/Fm e aumento no Fo
nas plantas expostas ao poluente. No presente trabalho, as espécies apresentaram tolerancia
diferencial aos efeitos causados pelo poluente. E. erythropappus ndo apresentou variagdes nas
taxas fotossintéticas, além disso, nenhum sintoma de injdria foliar e baixos teores de flior na
matéria seca foram observados ao final do tratamento, o que caracterizou essa espécie como a mais

tolerante ao flGor dentre as espécies avaliadas nesse estudo.



ABSTRACT

RIBEIRO, Simone de Fatima Carvalho; MSc., Universidade Federal de Vigosa. October de 2008.
Effects of fluoride applications on process photosynthetic of three woody and native
species of Ouro Preto region - MG. Adviser: Antonio Oliva Cano. Co-advisers: Alessandra

R. Kozovits and José Cambraia.

Ouro Preto region (MG) receives atmospheric fluoride emission from an isolated source,
an aluminum smelter. Around this fabric is located the Ecologic Station of Tripui (EET), a
preservation area limited by Atlantic forest and Savannah domains. The aim of this work was to
evaluate fluoride effects on photosynthesis parameters of three native species from the EET
vegetation: Eremanthus erythropappus (DC) Macleish, Tibouchina granulosa (Desr.) Cogn. and
Schinus terebinthifolius Raddi. Species susceptibility and their accumulation capacity were
tested, as well as the relation between leaf injuries and fluoride levels. Also, was used a control,
Panicum maximum cv. Colonido, that exhibited high level of fluoride in young leaves and
presented high sensibility. The plants were exposed to simulated fog with fluoride, during twenty
minutes daily, for 30 consecutive days, at a simulation chamber, at the Plants Growing Unit
(UFV- MG). Treatments were prepared by adding sodium fluoride (NaF) to deionized water, at a

concentration of 15 mg L_l, and control plants received only deionized water (pH=6,0). The
parameters related to chlorophyll a and to gas exchange were measured every five days and leaf
samples were collected to determine photosynthetic pigments content and to quantify fluoride in
the dry matter. In P. maximum first symptoms appeared after six days of exposure to the polluted.
T. granulosa and S. terebinthifolius exhibited fist symptoms, respectively, 23 and 25 days after
the beginning of the experiment. In these both species, necrosis and chlorosis were limited to
apical and marginal leaf blades. Pigments alterations, that can be an important indicative of early
injuries, were also evaluated at the present study. T. granulosa e S. terebinthifolius showed, after
fluoride exposure, the internal CO2 concentration increases and photosynthesis and stomatal
conductance decreases. Photosynthesis decreases were probably caused by stomata closure and
chloroplast structure damages. Photosynthetic decreases rates were not observed in E.
erythropappus but it presented variation on slow fluorescence, by the end of the treatment.

Alterations on quick and slow fluorescence occurred, in both T. granulosa and S. terebinthifolius,
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as a response of the fluoride treatment. Images of chlorophyll a fluorescence showed that most
damages were restricted to marginal leaf areas, and also decreases at Fv/Fm ration and increase at
the Fo were detected in plants exposed to the pollutant. The species of this work had
differentiated tolerance to the pollutant. Photosynthetic rate variations were not observed in E.
erythropappu, and neither injury leaf symptoms. Also, by the end of the treatment, it showed low
level of fluoride in the dry matters, which, all together, characterize this species as the most
tolerant to fluoride, among the ones studied. In contrast, P. maximum accumulated the highest
fluoride level in the dry matter and it was high sensitive to the pollutant, showing leaf symptoms

right after few days of exposure.
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INTRODUCAO

A quantidade de flior na atmosfera aumentou com a expansdo da
industrializagcdo, sendo as produ¢des de ceramica, fertilizantes e as siderurgias de
aluminio os principais responsaveis pelo incremento de grandes quantidades desse
poluente nas proximidades dessas industrias (Arndt et al. 1995, Walna et al. 2007).

Na regido de Ouro Preto — MG esté localizada uma fonte isolada de emissao de
fluoreto proveniente da siderurgia de aluminio. Nas proximidades dessa industria esta
inserida a Estacdo Ecoldgica do Tripui (EET), area de preservagdo ambiental criada em
1978, localizada entre os dominios da mata atlantica e do cerrado. Para avaliar os efeitos
acumulativos do fltior sobre a vegetacdo da EET, foram selecionadas trés espécies
nativas ¢ com ampla representatividade nessa vegetagdo (Pedralli et al. 1997),
Eremanthus erythropappus, Tibouchina granulosa e Schinus terebinthifolius. Para testar
a sensibilidade e a tolerancia ao poluente, as espécies escolhidas foram submetidas ao
flior aplicado na forma de nevoeiros simulados e foram comparadas a uma espécie
controle, Panicum maximum cv. colonido, que apresenta elevado teor de fluoreto na
rebrota associado a alta sensibilidade (Divan Junior et al. 2007).

O fltor ¢ um poluente atmosférico de elevada fitotoxidade e niveis tdo baixos
quanto 0,8 pg m™ no ar podem causar injurias em espécies sensiveis (Arndt et al. 1995).
A sua absor¢do pelas plantas ¢ realizada, principalmente, através das folhas. Na forma
gasosa, ele penetra nos tecidos através dos estdmatos e, em menor propor¢do, pela
cuticula. Move-se via apoplasto no interior da folha, chegando até as margens ¢ o apice
por meio da corrente transpiratoria, promovendo injarias (Miller 1993; Silva et al. 2000;
Chaves et al. 2002). Inicialmente as areas afetadas tornam-se cloroticas e com o passar do
tempo o tecido morre formando uma drea necrosada de cor parda, diminuindo assim a
area foliar e, conseqiientemente, o crescimento das plantas (Fornasiero 2001).

Antes de causar efeitos visiveis, o flior produz uma série de alteracdes
fisiologicas e metabolicas na planta. Um dos efeitos mais relatados na literatura ¢ a
alteragdo na respiragdo celular causada pelo efeito inibitorio do fliior sobre a enolase e
assim, maior utilizagdo da rota das pentoses. O poluente também pode atuar como
desacoplador da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, acelerando assim o fluxo de
elétrons, porém sem a formagdo simultanea do gradiente de protons (Ross et al. 1962;

Miller 1993).
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Em resposta a sua agdo toxica, Peixoto et al. (2005) observaram o aumento das
atividades da peroxidase, polifenol oxidase e superoxido dismutase, evidenciando a
ativagdo do metabolismo oxidativo nas plantas, resultando na acumulagao de H,O; e,
por conseguinte, no aumento da peroxidacao de lipidios. A alteragdo na composi¢ao de
lipidios e, por meio desta, na interacdo entre a matriz lipidica e as proteinas soluveis da
membrana, podem influenciar as fung¢des metabolicas das membranas celulares
(Malhotra & Khan 1984), incluindo a atividade de enzimas associadas as membranas
como as H'-ATPases (Faganha & de Meis 1995, Reddy & Kaur 2008). A inibi¢do da
atividade da H'-ATPase conduz a alteragdes do transporte secundario de varios
nutrientes € no vazamento de metabolitos através da membrana plasmatica A alteracao
no metabolismo de carboidratos devido a ag¢do do flior também ja foi evidenciada
(Divan Junior et al. 2007). A conversdo de aglicares em amido parece ser influenciada
pelo F* pela indug¢do ao acumulo de pirofosfato (PPi), sendo o efeito dependente do
compartimento celular onde ocorre o acimulo de PPi (Viola & Davies 1991).

Os efeitos fisiologicos do poluente sobre as plantas s3o os mais variados, sendo
que os mais importantes sdo aqueles que afetam o processo fotossintético (Nilsson &
Brindén 1983; Giannini et al. 1985; Miller 1993). A formagio de complexos com Mg**
causa a inibicdo da sintese de clorofila e assim a reducdo nos teores de pigmentos
fotossintéticos (McNulty & Newman 1961, Abdallah et al. 2006), além disso, também
diminui a atividade carboxilativa da Rubisco, quando o cation ativador ¢ o magnésio
(Nilsson & Brandén 1983).

A andlise da cinética de indugdo da fluorescéncia rapida da clorofila @ é um meio
rapido e nao-destrutivo de detectar alteragdes na eficiéncia fotoquimica do fotossistema II
(PS II) ou na cadeia de transporte de elétrons em torno do PS II, causadas por situagdes
de estresse (Rutherford et al. 1993; Boese et al. 1995). Boese et al. (1995) verificaram
que a fluorescéncia rapida (Fo, Fm ou a razdo Fv/Fm) ndo foi afetada pelo fluor,
entretanto, a fase lenta foi significativamente alterada com a adi¢do de concentragdes
crescentes do elemento, levando a um aumento na taxa do quenching fotoquimico ¢ um
decréscimo no quenching nao-fotoquimico. Ballantyne & Glover (1981) mostraram o
efeito do poluente sobre o fotossistema II em conseqiiéncia da redugdo no transporte
aciclico de elétrons, entretanto, Giannini et al. (1987) descreveram que o ion atua
somente sobre o transporte acoplado de elétrons, sugerindo inibi¢do de natureza quimica

sobre a ATP sintase cloroplastidica.
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No Brasil alguns poucos estudos t€ém abordado os efeitos toxicos causados pelo
fltior na vegetacdo nativa e no ecossistema tropical (Weinstein & Hansen 1988; Arndt et
al. 1995; Klumpp et al. 1996, 1998; Silva et al. 2000; Oliva & Figueiredo 2005; Divan
Junior et al. 2007, 2008). Divan Junior et al. (2008) analisando o teor de fluoreto em oito
espécies herbaceas na regido de Ouro Preto, coletadas em diferentes distancias da fonte
emissora, concluiu que nas proximidades da fabrica a vegetagdo apresentava sinais claros
de contaminacio por fluoreto, chegando a valores superiores a 1000 pg g . Niveis
elevados de fluoreto na vegetag@o estiveram confinados a uma distdncia maxima de 0,4
km a noroeste e 2,8 km a leste da fonte emissora, os quais diminuiram exponencialmente
a medida que a distancia entre os locais de amostragem e a fabrica de aluminio aumentou.

O padrao de dispersdo dos poluentes ¢ determinado por fatores locais como a
topografia, a dire¢do e a velocidade dos ventos. Na regido de Ouro Preto, o efeito do
vento parece ser modelado pela topografia, onde a predominancia do actimulo de
fluoreto na vegetacdo, na direcdo da Estacdo Ecoldgica do Tripui (EET), deva-se a
ocorréncia freqiiente de inversdes térmicas nos vales estreitos onde o ar ¢ retido e o
fluoreto pode persistir por periodos prolongados.

O principal objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do flior sobre parametros
relacionados a fotossintese, em trés espécies nativas e representativas da vegetacao
existente na Estacdo Ecologica do Tripui, Eremanthus erythropappus, Tibouchina
granulosa e Schinus terebinthifoliu. Dessa forma, pretende-se selecionar parametros
biomarcadores que possibilitem o diagndstico precoce de contaminagdo por fluoreto na
vegetacdo nativa. Para tal, foram testadas a sensibilidade ¢ a capacidade acumuladora
dessas espécies, assim como a relagdo entre o aparecimento de injurias e o teor de flaor
nas folhas. Uma espécie controle, Panicum maximum, que apresenta elevado teor de
fluoreto nas folhas associado a alta sensibilidade (Divan Junior et al. 2007), também foi

avaliada neste trabalho.
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MATERIAS E METODOS

Material vegetal

Para o estudo foram selecionadas quatro espécies, sendo trés delas, nativas e com
ampla distribuigdo na vegetacdo existente na Estacdo Ecologica do Tripui (Pedralli et al.
1997), que se encontra inserida nas proximidades da fonte poluidora, a uma distancia de
aproximadamente 2,8 Km (Fig. 1). As mudas de Eremanthus erythropappus (DC)
Macleish (Asteraceae), Tibouchina granulosa (Desr.) Cogn. (Melastomataceae) e
Schinus terenbinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) foram fornecidas pelos viveiros do IEF
localizados no Parque Estadual do Itacolomi (Ouro Preto-MG) e na Universidade Federal
de Vigosa (Vigosa-MG). Foram utilizados clones de Panicum maximum cv. colonido para
a aplicagdo do tratamento.

As mudas com cerca de 30 cm foram transferidas para vasos de 2 litros e
permaneceram 30 dias em casa de vegetacdo na Unidade de Crescimento de Plantas

(UCP) da Universidade Federal de Vigosa para o periodo de aclimatagdo e posterior

aplicacdo do tratamento.
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Figura 1: Mapa indicando a localizagdo geografica da fonte emissora de fliior ¢ a

Estagdo Ecologica do Tripui. Fonte: Divan Junior et al. 2007.
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Aplicacdo do tratamento com flUor

O fluor foi aplicado nas plantas na forma de nevoeiros simulados contendo
solugio de NaF na concentragio de 15 mg L™ de flaor (pH6,0), durante o periodo de 30
dias. Esta concentracdo foi definida a partir de experimento preliminar onde foram
utilizadas quatro concentragdes de fluor, 0, 1, 6 ¢ 12 mg L. Nesse experimento
preliminar as trés espécies apresentaram grande resisténcia ao fluor, uma vez o
aparecimento dos primeiros sintomas de injurias foliares foi restrito ao tratamento com
12 mg L' ao final de vinte dias de aplicagdes do poluente. Uma espécie, E.
erythropappus, se destacou por ndo apresentar nenhum sintoma de injuria foliar
aparente, com o término do experimento. A partir desses resultados, o segundo
experimento foi executado com maior dosagem de flaor (15 mg L) e maior tempo de
exposicao (30 dias) das plantas, também foi incluida uma espécie controle, o capim P.
maximum. No tratamento controle, utilizou-se somente agua deionizada (pH=6,0). As
simulagdes de nevoeiro foram realizadas em camara de simulagdo com o volume interno
de 2,16 m® (1,80 m de altura, 1,20 m de largura e 1,0 m de proidade) e com bicos
pulverizadores presentes no centro do teto num angulo de pulverizagdo de 60° ¢ com
vazdo de 0,55 L min™', proporcionando a distribui¢do homogénea da chuva na base da
camara (Evans et al. 1977, Alves et al. 1990). As plantas foram expostas diariamente a
nevoeiros com duracio de vinte minutos, totalizando 5,22 mm dia” de precipitacio.
Antes e depois da exposicdo, as plantas ficaram expostas a um painel luminoso
composto por oito lampadas incandescentes de mercurio (E-27, 220-230 V, 250 W) por
20 min sob densidade de fluxo radiante de 95 W m™. No restante do tempo, as plantas
foram mantidas em casa de vegetacgao.

Devido aos sintomas avangados de injuria foliar apresentados por P. maximum, as
simulagdes de nevoeiros nessa espécie tiveram a duracdo de apenas 15 dias.

A cada cinco dias foram realizadas medi¢Ges in vivo, no tratamento controle e
com 15 mg L' de flior, de pardmetros associados a trocas gasosas (n=5) ¢ a
fluorescéncia da clorofila a (n=5). Para as avaliagdes destrutivas, amostras de folhas
foram coletadas, a cada 5 dias no tratamento com 15 mg L™ de fliior, para a avaliagdo do
teor de fluor (n=5) e teor de pigmentos fotossintéticos (n=5). No tratamento controle, as

analises destrutivas foram realizadas apos o término do experimento.
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Avaliacao das trocas gasosas

As taxas de assimilagdo liquida de carbono (A, pmol CO, m™ s™), conduténcia
estomatica (gs, mol H,O m™ s™), transpiragdo (E, mmol m? s7) e a concentragdo de
CO;, no mesofilo (Ci, pmol CO, mol™) foram obtidas por meio de um sistema de
medi¢do de trocas gasosas LI-6400 (LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA)
equipado com fonte de luz azul/vermelho modelo LI-6400-02B (LI-COR). As
mensuragdes foram feitas sob concentragdo de CO,, temperatura e vapor de agua do
ambiente do local de estudo, sendo o ar de referéncia coletado a 1,50 m de altura do
solo e homogeneizado em um galdo de 20 litros antes de alcangar a camara foliar. As
folhas maduras selecionadas para a avaliacdo das trocas gasosas foram também

utilizadas pra a determinacdo das variaveis da fluorescéncia da clorofila a.

Determinacéo das variaveis da fluorescéncia da clorofila a

As medidas das varidveis da fluorescéncia da clorofila a foram obtidas utilizando
o fluorometro portatil modulado MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), equipado
com pinga especial para suporte da folha modelo 2030-B (Bilger et al. 1995; Rascher et
al. 2000). O rendimento quéntico potencial do fotossistema II foi calculado apds 30
minutos de adaptagdo ao escuro como Fv/Fm = (Fm-F()/Fm, em que F, era a
fluorescéncia minima, excitada por uma luz vermelha modulada de baixa intensidade
(0,03 umol m?s™) e Fm era a fluorescéncia méaxima obtida pela aplica¢io de pulso de
0,8s de luz actinica saturante (>6000 pmol m™s™). O rendimento quéntico efetivo do
fotossistema II foi determinado por meio da sobreposicdo de pulso de saturacdo em
folhas previamente adaptadas a luz ambiente, sendo calculado como AF/Fm’= (Fm’-
F)/Fm’, onde F era o rendimento de fluorescéncia antes do pulso de saturacao e Fm’ a
fluorescéncia méaxima durante o pulso de saturagdo. O AF/Fm’ foi utilizado para estimar
a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) de acordo com Bilger et al. (1995): ETR
= AF/Fm’ x DFF x 0,5 x 0,84, onde DFF ¢ a densidade de fluxo de fotons (umol m™s™)
incidente sobre a folha, 0,5 o valor correspondente a fragdo da energia de excitagao
distribuida para o fotossistema II (FSII) (Laisk & Loreto 1996), e 0,84 o valor
correspondente a fragdo de luz incidente que ¢ absorvida pelas folhas (Ehleringer 1981).
O coeficiente de extingdo nao-fotoquimica de Stern-Volmer foi calculado como NPQ =

(Fm-Fm')/Fm' (Bilger & Bjorkman 1990).
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Fluorescéncia de imagem da clorofila a

Os efeitos fotoinibitorios do fluor foram mensurados nos tratamentos controle e
com 15 mg L' de fliior, a0 término do experimento, por meio de imagens de
fluorescéncia obtidas com fluordmetro de imagem modelo IMAGING-PAM
(Walz,Effeltrich, Germany), equipado com pinga especial para suporte da folha modelo
IMAGUSH (Universal Sample Holder). Para maxima resolugdo espacial (640x480
pixels), as medidas foram realizadas com distdncia minima entre a camara (CCD) e a
folha, o que corresponde uma imagem com area de 17 x 22 mm (area of interest - AOI).
Apos periodo de adaptacdo ao escuro, as imagens de fluorescéncia minima (Fo) obtidas
pela aplicacao de pulsos de luz de baixa intensidade (1 Hz), e de fluorescéncia méaxima,
obtida por pulso saturante de luz azul (470 nm) de alta intensidade (10 Hz), foram
determinadas e utilizadas para o célculo eficiéncia quantica do fotossistema II (Fv/Fm).

Para a andlise das imagens fornecidas foram estabelecidas trés categorias de
valores para os parametros de fluorescéncia minima (Fo) e a eficiéncia quantica do PSII
(Fv/Fm), e através do programa Imaging Win v.2.25, as porcentagens da area foliar
contidas em cada categoria foram calculadas (Fig. 2). Para analise da eficiéncia quantica
maxima do PSII (Fv/Fm), as categorias estabelecidas foram: Fv/Fm (i) valores abaixo
de 0,650 (valores atribuido a regides afetadas por algum tipo de estresse), Fv/Fm (ii)
valores entre 0,650 e 0,790 e Fv/Fm (iii) somente com os valores superiores a 0,790
(valor atribuido a plantas sadias, sem nenhum tipo de estresse). Para a andlise de Fo, em
cada espécie estudada foram estabelecidas categorias diferentes (Tabela 1), uma vez que
o Fo varia de acordo com a constituicio do complexo antena e, portanto, ¢ valor
especifico que varia por espécie.

Para representar a distribui¢dao das areas afetadas ao longo da folha, com o uso do
programa Imaging Win v.2.25 uma linha reta foi tracada atravessando a érea de
interesse (AOI), indo de uma margem a outra da folha. Ao longo dessa linha os valores
de Fo e Fv/Fm foram calculados e, a partir deles, foram construidos graficos com a
variagdo dos parametros ao longo da linha (Fig. 3). As imagens e os valores dos
parametros de fluorescéncia foram avaliados com a ajuda de uma escala de cores

variando de 0 (preto) a 100 (rosa).
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Tabela 1: Valores adotados para a analise da variagao do Fo nas espécies em estudo,

divididos em trés categorias (i, ii e iii).

Espécies Fo (i) Fo (ii) Fo (iii)
P. maximum <0,100 0,100< X< 0,180 > 0,180
E. erythropappus <0,120 0,120< X < 0,180 > 0,180
S. terebinthifolius <0,120 0,120< X <0,180 > 0,180
T. granulosa < 0,100 0,100< X <0,150 > 0,150

Fo<0,120

0,120<F0<0,180

Fo>0,180

Figura 2: Avaliagdo da area foliar contida em trés categorias com o uso do filtro do

programa Imaging Win v.2.25. A regido em vermelho corresponde a area foliar inserida

na categoria de valor estabelecido para andlise de Fo.
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Figura 3: Area de amostragem escolhida na folha para a captura da imagem com o
fluorométro de imagem. a: a imagem da area de interesse da folha (AOI) corresponde
ao quadrado. No AOI, foi tragada uma linha reta atravessando o limbo foliar e ligando
uma margem a outra da folha. b: os valores de Fo e Fv/Fm foram calculados ao longo
da linha. A partir desses valores, graficos foram construidos mostrando a variacao dos

parametros ao longo da linha tracada.

Teor de pigmentos fotossintéticos

Para determinacdo dos teores de pigmentos, foram coletadas amostras dos
mesmos foliolos utilizados para medi¢do de trocas gasosas. Os dados dos teores de
clorofila e carotendides foram obtidos segundo o método proposto por Hiscox &
Israelstam (1979). Trés discos foliares de darea conhecida foram retirados e
imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO), em tubos vedados e
envoltos em papel aluminio. Os tubos foram mantidos no escuro, em temperatura
ambiente por um periodo de aproximadamente 48 horas. Apos a extracdo, a absorbancia
das amostras foi determinada a 480, 649 e 670 nm em espectrofotdmetro de duplo feixe

modelo Hitachi U-2000 (Hitachi Instruments Inc., Danbury, CT). O célculo dos teores
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de clorofila e carotendides, expressos em pug mm ™, foi realizado de acordo com as

equagdes propostas por Wellburn (1994) para extratos em DMSO.

Concentracédo Letal (CL 50)

Para determinar qual o parametro foi mais afetado pela acdo do fluor, foram
realizadas andlises de regressdes determinando a concentracdo letal capaz de reduzir em
50% a taxa fotossintética (A), a condutancia estomatica (gS), a concentracdo interna de
carbono (Ci), a taxa de transporte de elétrons (ETR) e o teor de clorofila a ¢ b, nos

tratamentos de 15 mg L™'de fltior das quatro espécies.

Determinacao do teor de fluoreto

Para a quantificacdo do teor de fluor, as folhas foram previamente secas em
estufa, a 70°C, e reduzidas, em moinho do tipo Wiley, a particulas com dimensdes
inferiores a 1 mm. Posteriormente, amostras de 0,5 g, de cada repeticdo, foram
submetidas a extracdo em acido perclorico 0,1 M (Garcia-Ciudad et al. 1985),
utilizando-se o analisador de ions (Larsen & Widdowson 1971), para determinagdo

potenciométrica do teor de fluoreto, com eletrodo especifico.

Analise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com dois
tratamentos (0 ¢ 15 mg L) e cinco blocos por tratamento, onde cada bloco
correspondia a um repeticio. No tratamento de 15 mg L™, cada bloco teve 6 réplicas ¢ a
cada 5 dias foram realizadas as andlises destrutivas. No tratamento controle as andlises
destrutivas foram feitas apos o término do experimento. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico SPSS
versdo 7.0. Para as andlises de regressdo e construg¢do dos graficos foi usado o programa

SigmaPlot 10.0.
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RESULTADOS

Sintomatologia e teor de flior acumulado

Os sintomas surgiram em individuos de P. maximum com seis dias de exposi¢ado
ao nevoeiro com 15 mg L™ de flaor. Nessa espécie, com cerca de 4,80 pg g de flaor na
matéria seca, houve o aparecimento de clorose que se iniciou na margem foliar, € com o
passar dos dias, se estendeu por toda lamina foliar (Fig. 4 A). Nos apices foliares
também foi evidenciado o aparecimento de necroses. Em T. granulosa os primeiros
sintomas surgiram com 23 dias de exposi¢do ao poluente e cerca de 5,10 ug g™ de flaor
na matéria seca. Primeiramente foi observada, a queda acentuada das folhas, e
posteriormente, houve o aparecimento de clorose e necroses (coloragdo marrom).
Sintomas de clorose internerval surgiram vinte e cinco dias ap6s o inicio do
experimento em S. terebinthifolius e com uma concentragio de fltior de 6 pg g' MS,
posteriormente, em algumas repeti¢des, a clorose evoluiu para necrose com coloracio
marrom (Fig. 4 B). Nenhum sintoma foi observado em E. erythropappus apoés trinta dias

de experimento (Fig. 4 D).

Figura 4: Sintomas causados pelo acimulo de fltor nas folhas, apés o término das
aplicagdes dos nevoeiros simulados. A: Panicum maximum, B: Schinus terebinthifolius,
C: Tibouchina granulosa, D: Eremanthus erythropappus.
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O teor de fluoreto aumentou ao longo de todo o periodo de exposi¢ao das plantas
de modo semelhante para as quatro espécies (Fig. 5). A absor¢ao do poluente foi mais
rapida em P. maximum (Fig. 5 A). Apds 15 dias de exposigdes essa espécie apresentou
as maiores concentragdes de fliior 15,69 pug g"'. Em E. erythropappus a absor¢io do
fluor foi realizada lentamente e, conseqiientemente, nessa espécie foram encontradas as

menores concentracdes de flior na matéria seca, 5,19 pg g MS (Fig. 6).
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Figura 5: Teor de flior em fungdo do tempo em P. maximum (A), E. erythropappus

(B), S. terebinthifolius (C) e T. granulosa (D). Os dados foram submetidos a analise de

regressdo apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).
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Figura 6: Concentragdo maxima de flior encontrada na matéria seca das folhas das
espécies estudadas apos 15 dias de exposi¢des em Panicum maximum, e 30 dias de
exposi¢des em Eremanthus erythropappus, Schinus terebinthifolius e Tibouchina.

granulosa.

Trocas gasosas

Com excegdo de E. erythropappus, as demais espécies avaliadas mostraram
decréscimo significativo na taxa fotossintética (A) em relacdo ao tratamento controle
(Fig. 7, 8, 9 ¢ 10). Em P. maximum, com 10 e 15 dias de exposi¢do ao nevoeiro com 15
mg L' de fliior, houve reducio significativa de 38% e 50% na taxa fotossintética,
respectivamente, em relacdo ao controle (Fig. 7 A). Apds 15 dias de tratamento, a
condutancia estomatica (gs) e a transpiracdo das plantas expostas ao fluor sofreram

reducdo significativa de 42% 38%, respectivamente, em relacao ao controle (Fig. 7 B, D).
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Figura 7: Variagdo da taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), Ci/Ca (C) e a
transpiragdo (D) de Panicum maximum, ao longo de 15 dias de exposigdo. Os dados foram
submetidos a analise de regressdo apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; ***
: p<0,0001). As linhas tracejadas correspondem ao tratamento controle e as linhas continuas

correspondem ao tratamento contendo 15 mg L™ de NaF.

Em E. erythropappus, nao foram observadas diferencas significativas na taxa
fotossintética entre os tratamentos (Fig. 8 A). Houve aumento significativo na
condutancia estomatica e na razdo Ci/Ca, e¢ redugdo da transpiragdo apos 10 dias de
exposicao ao fluor nas plantas tratadas, porém, essas alteragdes significativas ndo se

repetiram ao longo do tratamento (Fig. 8 B, C, D).
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Figura 8: Variagdo da taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), Ci/Ca (C) e a
transpiragdo (D) de Eremanthus erythropappus, ao longo de 30 dias de exposig¢do. Os
dados foram submetidos a analise de regressdo apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** :
p<0,001; *** : p<0,0001). As linhas tracejadas correspondem ao tratamento controle e as linhas

continuas correspondem ao tratamento contendo 15 mg L de NaF.

Nas plantas de S. terebinthifolius tratadas com 15 mg L™ de flaor, com 15 dias de
experimento a taxa fotossintética (A), a condutancia estomatica (gs) e a transpiracao (E)
aumentaram 23%, 33% e 49%, respectivamente, em relagcdo ao tratamento controle. Apos
15 dias, esses parametros sofreram um decréscimo nas plantas expostas ao fluor,
atingindo ao final do experimento, uma reducdo de 32%, 31% e 45%, em relagdo ao
tratamento controle (Fig. 9 A, B, D). A razdo Ci/Ca do tratamento contendo flaor foi

superior ao tratamento controle (Fig. 9 C).
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Figura 9: Variagdo da taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), Ci/Ca (C) e a

transpiragdo (D) de Schinus terebinthifolius, ao longo de 30 dias de exposi¢do. Os dados

foram submetidos & analise de regressdo apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** :

p<0,001; *** : p<0,0001). As linhas tracejadas correspondem ao tratamento controle e as linhas

continuas correspondem ao tratamento contendo 15 mg L™ de NaF.

Nas plantas de T. granulosa expostas a 15 mg L' de fltor, ao final de 30 dias de

tratamento, foram observadas reducgdes significativas de 62% da taxa fotossintética, 69%

da condutincia estomdtica e 52% na transpiragdo, enquanto a razdo Ci/Ca ndo sofreu

variagdes significativas em relacdo ao tratamento controle (Fig. 10).
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Figura 10: Variagao da taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), Ci/Ca (C) e a

transpiracao (D) de Tibouchina granulosa, ao longo de 30 dias de exposi¢do. Os dados

foram submetidos & analise de regressdo apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** :

p<0,001; *** : p<0,0001). As linhas tracejadas correspondem ao tratamento controle e as linhas

continuas correspondem ao tratamento contendo 15 mg L de NaF.

Teor de pigmentos fotossintéticos

Em P. maximum, apds 15 dias de experimento, a exposi¢do ao poluente causou

reducdo significativa de 46,8% e 53% no teor de clorofila a e b, respectivamente (Fig. 11

A, B). O teor de carotendides sofreu um aumento ao final do experimento (Fig. 11 C),
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Figura 11: Variagdo nos teores de clorofila a e b, carotenoides, e razdo Cla/Clb em

Panicum maximum. Os dados foram submetidos a anélise de regressdo apresentando modelo

quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).

Em resposta ao flaor, em E. erythropappus ao final de 30 dias de exposi¢des,

houve redug@o significativa de 23% e 32% nos teores de clorofila a e b, respectivamente

(Fig. 12 A, B). O teor de carotendides diminuiu em resposta ao poluente e houve

tendéncia no aumento da razdo Cl a/ Cl b (Fig. 12 C, D).
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Figura 12: Variagdo nos teores de clorofila a e b, carotendides, e razao Cla/Clb em
Eremanthus erythropappus. Os dados foram submetidos a anélise de regressio apresentando
modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).

Nas plantas de S. terebinthifolius expostas ao flior, observou-se o decréscimo
significativo de 36% e 40% nos teores de clorofila a e b, respectivamente, ao final do
tratamento (Fig. 13 A, B). Nessa espécie, ndo foram observadas alteracdes significativas
no teor de carotendides e na razdo Cl &/ Cl b em resposta ao tratamento contendo fluor

(Fig. 13 C, D).
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Figura 13: Variagdo nos teores de clorofila a e b, carotenoides, e razdo Cla/Clb em
Schinus terebinthifolius. Os dados foram submetidos & andlise de regressio apresentando

modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).

Em T. granulosa, houve redugdo significativa de 10,5% ¢ 20% nos teores de
clorofila a e b, respectivamente (Fig. 14 A, B), ao final do tratamento, em resposta a
exposicdo ao flior. Observou-se o aumento significativo no teor de carotenodides e na

razdo Cl &/ Cl b nessa espécie, em resposta ao poluente (Fig. 14 C, D).

32



0,7 0,6
R2 = 0,4248*
0,6 -
S o
€ S
e e
27 2
© o]
O O
0,4 1
A B RZ=05120% [ 02
0,3 T T T T T T T T T T T T T
0,18 0,016
1 -
016 - 0,014
'S 0,14 -
£ - 0,012
g 0,12 o
n O
o 0,10 - 0,010
g s
\O O
0,08
E - 0,008
(@]
£ 0,06 -
O - 0,006
0,04 7 c R? = 0,4689"* D R? = 0,3108*
0,02 T T T T T T T T T T T T T 0,004
0 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Tempo de Tratamento (dias)

Figura 14: Variagdo nos teores de clorofila a e b, carotendides, e razao Cla/Clb em

Tibouchina granulosa. Os dados foram submetidos a analise de regressdo apresentando modelo

quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).

Fluorescéncia da clorofila a

Ao término do experimento observou-se em P. maximum, um acréscimo

significativo de 15% na fluorescéncia minima (Fo) e a redu¢do de 7% e 20%,

respectivamente, no quenchinq fotoquimico (qP) e na taxa de transporte de elétrons

(ETR), em resposta as aplicacdes de fluoreto (Fig. 15 A, C, F). Houve tendéncia ao

decréscimo da razdo Fv/Fm, e no aumento do quenching ndo fotoquimico (gN e NPQ)

das plantas tratadas com o poluente (Fig. 15 B, D, E).
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Figura 15: Variagdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila @ em individuos de
Panicum maximum, nos tratamento controle ¢ 15 mg L' de NaF. A - fluorescéncia
minima (Fo), B- eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), C- taxa de transporte de
elétrons (ETR), D- quenching fotoquimico (qP), E- quenching ndo fotoquimico (qN) e F-
dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ). Os dados foram submetidos a analise de regressdo
apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001). As linhas tracejadas

correspondem ao tratamento controle e as linhas continuas correspondem ao tratamento contendo

15 mg L' de NaF.
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Ao término de trinta dias, as mudas de E. erythropappus expostas ao fltior
apresentaram aumento de 18% na fluorescéncia minima (Fo) e reducdo de 4% na
eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), em relacdo ao tratamento controle (Fig. 16
A, B). Também em resposta ao poluente, observou-se tendéncia ao aumento dos

quenchings nao fotoquimicos (N e NPQ) nessa espécie.

Ap0s os trinta dias de tratamento com 15 mg L™ de fltor, individuos de S.
terebinthifolius apresentaram variagdes significativas em todos os parametros de
fluorescéncia da clorofila a avaliados, em relagdo ao tratamento controle (Fig. 17). Houve
aumento de 12%, 8% e 19% nos parametros de Fo, QN e NPQ, respectivamente (Fig. 17
A, E, F) e os parAmetros de Fv/Fm, ETR e qP tiveram reducdo de 14%, 19% e 39%,

respectivamente (Fig. 17 B, C, D) em resposta as aplicagdes do poluente.

Semelhante aos resultados encontrados para S. terebinthifolius, os individuos de
T. granulosa também apresentaram variagdes significativas nos parametros de
fluorescéncia da clorofila a mensurados. Ao final de trinta dias de experimento, foi
observado a reducao de 5%, 33% e 38% nos parametros de Fv/Fm, ETR e P,
respectivamente (Fig. 18 B, C, D). Houve ainda o aumento nos parametros de Fo, qN e
NPQ, em 17%, 38% e 56%, respectivamente (Fig. 18 A, E, F), em resposta as aplicacdes

do poluente.
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Figura 16: Varia¢do dos parametros de fluorescéncia da clorofila a em individuos de

Eremanthus erythropappus, nos tratamento controle ¢ 15 mg L' de NaF. A -

fluorescéncia minima (Fo), B- eficiéncia quantica méaxima do PSII (Fv/Fm), C- taxa de

transporte de elétrons (ETR), D- quenchinq fotoquimico (qP), E- quenchinqg nao

fotoquimico (qN) e F- dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ). Os dados foram submetidos a

analise de regressao apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).

As linhas tracejadas correspondem ao tratamento controle e as linhas continuas correspondem ao

tratamento contendo 15 mg L™ de NaF.
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Figura 17: Variacdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila a em individuos de
Schinus terebinthifolius, nos tratamento controle e 15 mg L' de NaF. A - fluorescéncia
minima (Fo), B- eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), C- taxa de transporte de
elétrons (ETR), D- quenchinq fotoquimico (qP), E- quenching nao fotoquimico (qN) e F-
dissipacdo nao fotoquimica (NPQ). Os dados foram submetidos a analise de regressdo
apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001). As linhas tracejadas

correspondem ao tratamento controle e as linhas continuas correspondem ao tratamento contendo

15 mg L™ de NaF.
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Figura 18: Varia¢do dos parametros de fluorescéncia da clorofila @ em individuos de
Tibouchina granulosa, nos tratamento controle ¢ 15 mg L™ de NaF. A - fluorescéncia
minima (Fo), B- eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), C- taxa de transporte de
elétrons (ETR), D- quenchinq fotoquimico (qP), E- quenching nao fotoquimico (qN) e F-
dissipacdo nao fotoquimica (NPQ). Os dados foram submetidos a analise de regressdo
apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001). As linhas tracejadas

correspondem ao tratamento controle e as linhas continuas correspondem ao tratamento contendo

15 mg L™ de NaF.
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Fluorescéncia de imagem da clorofila a

A fluorescéncia minima (Fo) sofreu aumento significativo nos individuos de P.
maximum. E. erythropappus e S. terebinthifolius expostos a 15 mg L de flior em
relagdo ao tratamento controle (Fig. 19 A, 20 A ¢ 21 A). Em mudas de P. maximum
tratadas com fluor, a area foliar com valores de Fo entre 0,100 e 0,180 corresponde a
98,48% em comparagdo a area do tratamento controle, que corresponde a 8% (Fig 19 A),
evidenciando um aumento na fluorescéncia minima em resposta as aplicagdes do
poluente. Houve também aumento no Fo nas mudas de E. erythropappus tratadas com 15
mg L de fltior. Nessa espécie, a area foliar com valores de Fo maiores que 0,180
correspondem a 87,25% no tratamento contendo fllior, em comparagdo com a area do
tratamento controle, equivalente a 1,61% (Fig. 20 A). Da mesma forma, nos individuos
de S. terebinthifolius também foi observado maior porcentagem de area foliar com
valores de Fo superiores a 0,180, no tratamento com 15 mg L-1 de fltor (25,34%), em
comparagdo ao tratamento controle, indicando assim o aumento de Fo em resposta as
aplicagdes do poluente (Fig. 21 A). Ao contrario do que foi observado nas demais
espécies, nas mudas de T. granulosa expostas ao flior, houve a redugdo nos parametros
de Fo em resposta a exposi¢ao ao fluor. Houve aumento na porcentagem de area foliar
(Fig. 22 A) com valores de Fo inferiores a 0,100 (23,26%), em comparacdo a area foliar
do tratamento controle inserida na mesma categoria (12,56%).

Individuos de P. maximum tratados com 15 mg L™ de fltior, apresentaram 5,4% de
sua area foliar com valores de Fv/Fm inferiores a 0,650, enquanto o controle foi 0% (Fig.
19 B), evidenciando areas foliares comprometidas devido ao tratamento com o poluente.
A porcentagem de area foliar com valores de Fv/Fm maiores que 0,790 correspondem a
4,6% em mudas de E. erythropappus expostas ao fliior, em comparagdo com o controle,
que apresentou 36,7% (Fig. 20 B). Em mudas de S. terebinthifolius tratadas com 15 mg
L' de fltior, também foi observado menor porcentagem de 4rea foliar com valores de
Fv/Fm superiores a 0,790 (23,4%), em comparacdo ao tratamento controle (Fig. 21 B).
De modo semelhante ao observado nas espécies anteriores, também se observou nas
mudas de T. granulosa submetidas ao tratamento com o poluente, a diminui¢do na razao
Fv/Fm. No tratamento controle, a porcentagem da area foliar que apresentou valores
maiores que 0,790, corresponde a 72,1%, valor superior ao observado nas plantas do

tratamento com 15 mg L™ de fluor, 32,4% (Fig. 22 B).
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Area foliar (%)

Através da linha reta tracada ligando uma margem a outra no limbo foliar, foi

possivel visualizar as dreas marginais como as areas mais afetadas pela agao do poluente

nos individuos de P. maximum, S. terebinthifolius e T. granulosa expostos a 15 mg L' de

fltor, durante trinta dias. Nessas regioes afetadas, além da presenca de manchas de

coloragdes claras que evidenciam as injurias foliares, também houve redugdes nos valores

de Fv/Fm e o aumento, ou reducao nos valores de Fo (Fig. 23 e 24).
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Figura 19: Porcentagem de area foliar dividida nas folhas de Panicum maximum,

segundo as trés categorias de valores adotados para as analises da fluorescéncia minima

(Fo) e a eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm). As trés categorias de valores adotados

para analise de Fo: Fo(i) < 0,100, 0,100 <Fo(ii)< 0,180, Fo(iii) >0,180. As trés categorias de
valores adotados para analise de Fv/Fm: Fv/Fm(i) < 0,650, 0,650 <Fv/Fm(ii)< 0,790, Fv/Fm (iii)

>0,790.
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Figura 20: Porcentagem de area foliar dividida nas folhas de Eremanthus erythropappus,
segundo as trés categorias de valores adotados para as analises da fluorescéncia minima
(Fo) e a eficiéncia quantica méxima do PSII (Fv/Fm). As trés categorias de valores adotados
para analise de Fo: Fo(i) < 0,120, 0,120 <Fo(ii)< 0,180, Fo(iii) >0,180. As trés categorias de

valores adotados para analise de Fv/Fm: Fv/Fm(i) < 0,650, 0,650 <Fv/Fm(ii)< 0,790, Fv/Fm (iii)
>0,790.
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Figura 21: Porcentagem de area foliar dividida nas folhas de Schinus terebinthifolius,
segundo as trés categorias de valores adotados para as analises da fluorescéncia minima
(Fo) e a eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm). As trés categorias de valores adotados
para analise de Fo: Fo(i) < 0,120, 0,120 <Fo(ii)< 0,180, Fo(iii) >0,180. As trés categorias de

valores adotados para andlise de Fv/Fm: Fv/Fm(i) < 0,650, 0,650 <Fv/Fm(ii)< 0,790, Fv/Fm (iii)
>0,790.
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Figura 22: Porcentagem de area foliar dividida nas folhas de Schinus terebinthifolius,
segundo as trés categorias de valores adotados para as analises da fluorescéncia minima
(Fo) e a eficiéncia quantica méxima do PSII (Fv/Fm). As trés categorias de valores adotados
para analise de Fo: Fo(i) < 0,120, 0,120 <Fo(ii)< 0,180, Fo(iii) >0,180. As trés categorias de

valores adotados para analise de Fv/Fm: Fv/Fm(i) < 0,650, 0,650 <Fv/Fm(ii)< 0,790, Fv/Fm (iii)
>0,790.
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Figura 23: Imagem da fluorescéncia da clorofila a de Fo e Fv/Fm em individuos de Panicum maximum e Eremanthus erythropappus dos tratamentos controle

e 15 mg L™ de fltor, medidos apds o término do experimento. Os gréficos representam a variagdo dos valores de Fo e Fv/Fm ao longo da linha reta tracada,

atravessando o limbo foliar.
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Figura 24: Imagem da fluorescéncia da clorofila a de Fo e Fv/Fm em individuos de Schinus terebinthifolius e Tibouchina granulosa dos tratamentos controle e
15 mg L™ de fldor, medidos apds o término do experimento. Os gréficos representam a variacdo dos valores de Fo e Fv/Fm ao longo da linha reta tracada,

atravessando o limbo foliar. 45



Concentracédo Letal (CL 50)

Em P. maximum todos os parametros foram reduzidos em 50% pela a¢do do
poluente, exceto a taxa de transporte de elétrons (ETR) e Ci. O conteudo de clorofila b foi
0 parametro que apresentou maior sensibilidade a agdo do poluente, em concentragdes
proximas de 6,36 ug g "MS, foi reduzido a 0,1514 pg mm™ (Fig 25 F). Em seguida, a
condutancia estomatica, a taxa fotossintética e o teor de clorofila a foram reduzidos em
50% quando as folhas atingiram concentragdes de 8,14, 8,54 e 13 ng g MS,
respectivamente (Fig. 25 A, B, E). A concentragdo interna de carbono (Ci) sofreu um
acréscimo de 50%, quando o fluor atingiu concentragdes nas folhas proximas a 15,29 ug
g 'MS (Fig. 25 C).

Os teores de fluor encontrados nas folhas de E. erythropappus e S. terebinthifolius
expostas a 15 mg L™ do poluente, ndo foram suficientes para causar a redugio de 50% os
parametros avaliados (Fig. 26 e 27).

Em T. granulosa, concentra¢des proximas a 8 ug g’ MS encontradas nas folhas
expostas ao poluente, reduziram 50% da taxa fotossintética e da condutincia estomatica
(Fig. 28 A e B). Os demais parametros ndo sofreram redugdes de 50% em nenhuma

concentragdo de flior acumulado nas folhas (Fig. 28).
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Figura 25: Alteragdes nos parametros fotossintéticos em fungao da concentragdo de flaor
em Panicum maximum. A- taxa fotossintética (A), B- condutincia estomatica (gs), C-
concentragdo interna de carbono (Ci), D- taxa de transporte de elétrons (ETR). As linhas
tracejadas indicam o teor de fluor nas folhas capaz de causar redugdo de 50% nos pardmetros
avaliados. Os dados foram submetidos a analise de regressdo apresentando modelo quadratico(* :

p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).
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Figura 26: Alteragdes nos parametros fotossintéticos em fungado da concentracao de flaor
em Eremanthus erythropappus. A- taxa fotossintética (A), B- condutincia estomatica
(9s), C- concentragao interna de carbono (Ci), D- taxa de transporte de elétrons (ETR). As
linhas tracejadas indicam o teor de fluor nas folhas capaz de causar reducdo de 50% nos

parametros avaliados. Os dados foram submetidos a analise de regressdo apresentando modelo

quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).
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Figura 27: Parametros fotossintéticos em fung¢do da concentragdo de fluor em S.

terebinthifolius. A- taxa fotossintética (A), B- condutancia estomatica (gs), C-

concentragdo interna de carbono (Ci), D- taxa de transporte de elétrons (ETR). As linhas

tracejadas indicam o teor de fluor nas folhas capaz de causar redugdo de 50% nos parametros

avaliados. Os dados foram submetidos a analise de regressao apresentando modelo quadratico (* :

p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).
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Figura 28: Parametros fotossintéticos em fungdo da concentragdo de flior em T.
granulosa. A- taxa fotossintética (A), B- condutancia estomatica (gs), C- concentragao
interna de carbono (Ci), D- taxa de transporte de elétrons (ETR), E- teor de clorofila a, F-
teor de clorofila b. As linhas tracejadas indicam o teor de flGior nas folhas capaz de causar

redugdo de 50% nos pardmetros avaliados. Os dados foram submetidos a andlise de regressao

apresentando modelo quadratico (* : p<0,05; ** : p<0,001; *** : p<0,0001).
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DISCUSSAO
Sintomatologia visual e absor¢ao de fltor

A exposi¢do diaria das plantas ao fluor resultou no aparecimento de sintomas de
injuria foliar caracteristicos desse poluente em todas as espécies avaliadas, exceto em E.
erythropappus. As manchas cloréticas e as necroses presentes provavelmente indicam
pontos de maior concentracdo do poluente, causando os danos mais drasticos a regido.
Os sintomas de cloroses surgiram primeiro e, posteriormente, evoluiram para necroses
apicais e marginais, como ¢ relatado para o fluor (Ardnt et al. 1995, Fornasiero 2001,
Abdallah et al. 2006, Divan Junior et al. 2007). P. maximum apresentou os maiores
teores de fluoreto na matéria seca, assim como, a maior sensibilidade aos sintomas
visiveis causados pelo poluente, como era o esperado. Segundo Oliva & Figueiredo
(2005) e Divan Junior et al. (2007) essa espécie apresenta elevados teores de flior nas
folhas associado a elevada sensibilidade, sendo considerada uma espécie bioindicadora

de reagdo ao poluente.

Em T. granulosa e S. terebinthifolius foram necessarios varios dias de
exposicdes a doses elevadas de fllior para o aparecimento dos primeiros sintomas de
injurias visiveis. Na primeira espécie, as necroses foram mais severas do que na
segunda. T. granulosa possui folhas bastante pilosas. Esses pélos, talvez, possam
canalizar e reter a solucao de flior nas folhas, facilitando assim sua penetracao nessas
regides e aumentando seus efeitos, como foi sugerido por Azevedo (1995). Os sintomas
de clorose estdo, provavelmente, relacionados a danos causados aos cloroplastos,
reduzindo o teor de pigmentos fotossintéticos (Bustamante et al.1993, Peixoto et al.
2005, Reddy & Kaur 2008).

Em T. granulosa e S. terebinthifolius os teores de flior ao término das
exposigoes foram semelhantes nas duas espécies. Em E. erythropappus, entretanto,
observou-se 0s menores teores desse poluente e nenhum sintoma de injuria foliar
visivel. Provavelmente essa espécie possui algum mecanismo que impeca, ou reduza a
absorc¢do desse poluente, limitando assim seu acumulo no interior celular e o posterior
dano. Esse mecanismo pode estar associado a anatomia foliar dessa espécie, que possui
a epiderme foliar superior coberta por tricomas glandulares (Ribeiro 2006). Esses
tricomas sdo bastante numerosos ¢ podem criar uma barreira ou cobertura protetora,
impedindo que a flior permaneca retido na superficie foliar por tempo prolongado. A

absorc¢do e o acumulo de fltior nos tecidos vegetais dependem de numerosos fatores, tais
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como o estagio de desenvolvimento, ciclo de vida, anatomia ¢ morfologia da folha,
mecanismos de desintoxicacdo, translocacdo e eliminacdo do poluente, sdo
caracteristicas especificas de determinada espécie, que interferem diretamente na
absor¢do e no acimulo do poluente (Arndt et al. 1995). Geralmente, as concentragdes
desse anion encontrada nas plantas sdo baixas, entre 1 e 10 pg g' MS na maioria das
espécies (Weinstein 1988). No entanto, certas familias, Theaceae, Diapensiaceae,
Melastomataceae e Rubiaceae, sdo capazes de acumular centenas, eventualmente,
milhares de microgramas de fluoreto sem manifestar nenhum sintoma visivel

(Weinstein & Davidson 2003, Rey-Asensio & Carballeira 2007).

Efeito do fltor sobre a fotossintese

O cloroplasto constitui o principal local de acumulo do fltor, onde o poluente
causa efeitos danosos sobre as taxas fotossintéticas (Miller 1993). Os maiores efeitos
nos parametros fotossintéticos foram observados em P. maximum. Em T. granulosa e S.
terebinthifolius foi necessario um periodo maior de exposigdo ao poluente para se
observar reducdes significativas nas taxas fotossintéticas. No entanto, nessas trés
espécies, foi possivel observar quedas nas taxas fotossintéticas e na condutincia
estomatica, antes que algum sintoma de injuria foliar critico fosse evidenciado.

Os efeitos observados na condutancia estomatica, principalmente, nos individuos
de P. maximum e T. granulosa (CL 50), pode ter contribuido na redugdo nas taxas
fotossintéticas dessas espécies, em resposta ao fluor. Por outro lado, a resisténcia
estomatica apresentada por E. erythropappus, possivelmente, colaborou com a
manuten¢do das taxas fotossintéticas relativamente constantes, ao longo das aplicagdes
do fluoreto. Segundo Sant’ Anna-Santos (2008) em experimento realizado em campo, as
injurias microscopicas visualizadas nas folhas de Spondias dulcis estavam,
principalmente, associadas a face abaxial da folha, onde se localizam os estdmatos.
Essas injurias causadas pelo flior nas células-guardas, provavelmente, induziram
fechamento estomatico contribuindo para a redugdo nas taxas fotossintéticas. Pequeno
estimulo na fotossintese foi registrado em E. erythropappus e S. terebinthifolius nos
primeiros dias de aplica¢do dos nevoeiros contendo fltior. Estimulo semelhante, relatado
por Bustamante et al. (1993) em plantas de soja, foi relacionado a recuperagdo da taxa
fotossintética apds os tratamentos, uma vez que este pardmetro foi medido 16 h apds a

ultima simulagdo. No presente trabalho, esse pardmetro foi medido a cada 24 horas apos
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a ultima exposicdo. Darral & Jager (1984) sugerem que os efeitos residuais causados
pela exposi¢ao ao flior podem permanecer por somente 2-3 h depois do término do
tratamento.

A taxa fotossintética pode também ter sido afetada pela redugdo no teor de
pigmentos fotossintéticos nas espécies avaliadas e, conseqiientemente, nas reagdes
luminosas dos centros de reagdes. Em P. maximum o decréscimo nos teores de clorofila
a e clorofila b foi mais expressivo, enquanto em T. granulosa, observam-se as menores
variagdes nos teores de clorofilas e também as maiores concentragdes desses pigmentos
nas folhas. Os teores de pigmentos fotossintéticos variam de acordo com a espécie,
sendo assim caracteristica especifica que pode influenciar na sensibilidade ou na
tolerdncia das plantas ao poluente. A reducdo nos teores desses pigmentos pode ser
resultado da degradagdo do cloroplasto, principal local de acimulo do flior nas células
(Miller 1993). Além disso, o fluor ¢ elemento fortemente eletronegativo e capaz de se
ligar a ions de magnésio e outros ions, formando fluoretos metalicos. A formagao desses
complexos impede a ligacdo dos ions de Mg™ ao anel porfirinico, durante a sintese de
clorofilas, levando ao aparecimento de cloroses em algumas porcdes foliares (Mcnulty
& Newmam 1961, Miller 1993, Fornasiero 2001, Abdallah et al. 2006).

O fato de as plantas de P. maximum, S. terebinthifolius ¢ T. granulosa
submetidas ao tratamento com fluoreto terem mostrado aumento na razdo Ci/Ca e,
conseqlientemente, na concentragdo interna de carbono (Ci) nas folhas e redugdo nas
taxas fotossintéticas, sugere inibicdo bioquimica do processo de assimilagdo do
carbono, em resposta ao poluente. Como relatado anteriormente, o flior possui
capacidade de se ligar a ions de magnésio e tal ligagao pode causar inibi¢ao da atividade
carboxilativa da RUbisco (Nilsson & Brandén 1983). Quick et al. (1989) associaram a
reducdo observada na fotossintese com a menor translocagao de fosfato inorganico para
os cloroplastos, resultante da inibicdo na sintese de sacarose devido a inibigdo da
enolase pelo fluoreto e maior utilizagao da via das pentoses fosfato.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a podem ser afetados por alteragdes
causadas pelo flaor nos cloroplastos (Miller 1993, Sant’Anna-Santos 2008) e a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (Peixoto et al. 2005) devido a agdo desse
poluente. A reducdo dos teores de pigmentos fotossintéticos interfere na captacdo da
energia luminosa pelo complexo antena, podendo ocasionar aumento na emissdo da
fluorescéncia minima (Fo), como foi observado em E. erythropappus, S. terebinthifolius

e T. granulosa ao término do tratamento com o fluor. O aumento do valor de Fo pode
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ser atribuido ao comprometimento do centro de reagdo do PSII ou a transferéncia de
energia de excitacdo do complexo antena para o centro de reagdao foi prejudicada em
resposta ao poluente (Bolhar-Nordenkampf et al 1989). A razdo Fv/Fm diminuiu nas
plantas nativas estudadas da Estacdo Ecoldgica do Tripui expostas ao poluente,
indicando reducdo da eficiéncia dos centros de reagdes na utilizacdo dos fotons
capturados nas reacdes fotoquimicas primarias no PSII (Krause & Weis 1991). A taxa
de transporte de elétrons e o quenching fotoquimico (qP) também foram reduzidos em
S. terebinthifolius e T. granulosa em resposta as aplicagdes de fluoreto. Por outro lado,
houve aumento no quenching-nao fotoquimico (qN e NPQ) nestas espécies. Plantas de
Spinacia oleracea submetidas a tratamento com flior ndo apresentaram modificagdes
nos parametros de fluorescéncia rapida (Fo, Fm e Fv/Fm), mas a fluorescéncia lenta foi
alterada com adicdo de concentragdes crescentes de fluor, causando decréscimo no
quenching nao-fotoquimico e aumento no quenching fotoquimico (Boese et al. 1995).
Foi sugerido que o flior atua como desacoplador acelerando o fluxo de elétrons no
fotossistema II, sem a formagdo simultdnea do gradiente de protons. Neste presente
trabalho, o aumento dos quenching ndo fotoquimico e a redugdo do quenching
fotoquimico, possivelmente, foram ocasionados pelo comprometimento no transporte de
elétrons entre os dois fotossistemas. Divan Junior et al. 2007 ndo observaram alteragdes
significativas nos parametros de fluorescéncia da clorofila a avaliados no capim
colonido, P. maximum, resultados semelhantes aos encontrados neste presente estudo
para a mesma espécie

Foi observado efeito ndo usual do poluente sobre o teor de carotendides. A partir
do vigésimo dia de exposi¢do, observou-se tendéncia de aumento nos teores de
carotendides em T. granulosa submetidas ao fluoreto, diferindo do que tem sido
relatado na literatura (Bustamante et al.1993; Peixoto et al. 2005; Sant’ Anna-Santos
2008; Reddy & Kaur 2008) . Os carotenoides atuam como agentes protetores, reduzindo
o estado excitado da clorofila e dissipando a energia na forma de calor por meio do
quenching nao fotoquimico (NPQ) através do ciclo das xantofilas. Bustamante et al.
(1993) sugeriram que o fluor aplicado na forma de aspersdes consecutivas pode causar
erosao da cera epicuticular. A destruicao da cuticula foliar, possivelmente, resultaria na
diminuicao da refletdncia e na maior incidéncia da luminosidade sobre as folhas de T.
granulosa, ativando assim o ciclo das xantofilas como forma de proteger o maquinario
fotossintético da fotoinibicdo. Em condi¢des de alta luminosidade o ciclo ¢ ativado, os

prétons da zeaxantina se ligam as proteinas da antena de captacdo de luz causando
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mudangas na conformag¢dao o que levam ao quenching ndo fotoquimico (NPQ) e a
dissipagdo de calor (Demmig - Adams & Adams 1992). Em T. granulosa, o aumento do

NPQ ocorreu simultaneamente com o acréscimo no contetido de carotendides.

Imagens da fluorescéncia da clorofila a

As imagens da fluorescéncia da clorofila a mostraram que os maiores danos do
poluente se localizaram nas margens foliares. Nessa regido foram observados
visualmente os sintomas de injurias e onde também foi evidenciada a diminui¢do na
razdo Fv/Fm. Nas areas necrosadas, houve reducdo dos valores de Fo comprovando o
comprometimento da dissipacdo da energia pelos centros de reacdes. Nas imagens de
fluorescéncia minima de P. maximum, E. erythropappus e S. terebinthifolius expostas
ao tratamento com fluor, as folhas apresentaram coloragdo amarela, evidenciando a
tendéncia de aumento de Fo nessas espécies. Ao contrario, T. granulosa, mostrou
coloragdo alaranjada, indicando reducdo do Fo em resposta ao poluente. As alteragdes
nos valores de Fo mostram que a transferéncia de energia de excitagdo do complexo
antena para o centro de reacdo foi prejudicada pela acdo do poluente nessas espécies
(Lichtenthaler & Miehé 1997). Nas imagens da eficiéncia quantica maxima do PSII, as
plantas submetidas ao fluor apresentaram coloracdo azulada, evidenciando queda na
razdo Fv/Fm e comprometimento da utilizacdo dos fotons capturados na etapa
fotoquimica, enquanto nas plantas controle, as imagens apresentaram cores mais
proximas ao violeta (Calatayud et al. 2006). As manchas de coloracdo mais clara,
presentes nas imagens de Fv/Fm, indicam regides de injuria nas folhas. Nos individuos
de P. maximum essas manchas foram muito freqiientes nas margens foliares, entretanto,
nas espécies nativas da Estagdo Ecologica do Tripui, essas manchas foram observadas
em alguns poucos individuos nas imagens da fluorescéncia avaliadas.

Nas trés espécies nativas e de ampla distribui¢do na vegetacdo da Estacdo
Ecologica do Tripui, foi necessario um tempo prolongado a doses elevadas de fluor para
aparecimento dos primeiros sintomas de injarias, T. granulosa foi a espécie que
primeiro manifestou os sintomas de injuria foliar e apresentou a maior sensibilidade nos
parametros relacionados a fotossintese. Por outro lado, E. erythropappus apresentou
forte resisténcia aos efeitos do poluente, ndo apresentando nenhum sintoma visivel de
injaria foliar e nenhuma modifica¢do nas taxas fotossintéticas, condutincia estomatica,
Ci e ETR (CL 50) nao foram sensiveis ao fluor. Como relatado anteriormente,

provavelmente essa espécie possui um mecanismo que impega ou dificulte a absor¢ao
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do fluor através das folhas, sendo possivel que este mecanismo esteja associado a
anatomia foliar dessa espécie. Talvez essa resisténcia, contribua para o dominio da
espécie na vegetacao da Estagdo Ecologica do Tripui (Pedralli et al. 1997). De acordo
com Scolforo et al. (2003) E. erythropappus ¢ espécie pioneira, heliofila, com
crescimento rapido em solos rasos e pouco férteis e adaptadas a diversos tipos de
ambiente. Os mecanismos de tolerancia ao fluor presentes nessa espécie, juntamente
com sua plasticidade adaptativa, pode ter contribuido para o dominio dessa espécie na
vegetacdo existente na regido de Ouro Preto-MG.

A poluicao pode ter efeito sob a competigdo entre as espécies e assim, resultar em
alteragdes no ecossistema. O crescimento de uma espécie pode ser beneficiado em fungao
do efeito inibidor da poluicdo sobre outra espécie, o que pode ocasionar na
descaracterizacdo da vegetagdo original (Silva et al. 2000). A resisténcia aos efeitos
causados pelo flior, portanto, pode ser uma explicacdo para ocupacdo da vegetagdo
existente na Estacdo Ecolodgica do Tripui, onde as espécies pioneiras e resistentes podem
ter sido beneficiadas. Porém, para maior elucidagdo desse aspecto, sdo necessarios
estudos que avaliem o acumulo e o aparecimento de sintomas nessas espécies em
condi¢des de campo, onde diversos fatores como, a irradiancia, temperatura, velocidade e
diregdo dos ventos, as freqii€ncias e as intensidades das exposi¢des, pode modificar a

resposta de plantas aos poluentes (Arndt et al. 1995).
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CONCLUSOES

No presente trabalho, as espécies exibiram niveis diferentes de tolerdncia em
relacdo aos efeitos causados pelo fluor, apresentando diferencas na absor¢do e no
acumulo desse poluente na matéria seca.

Das trés espécies nativas e representativas da flora da Estacdo Ecologica do
Tripui, T. granulosa foi a mais sensivel aos efeitos do poluente. E. erythropappus foi a
espécie mais resistente, porém o mecanismo envolvido nessa resisténcia ainda precisa ser
melhor elucidado.

A analise das imagens da fluorescéncia da clorofila a e as medigdes das trocas
gasosas foram metodologias tteis, rapidas e ndo destrutivas de avaliacdo dos efeitos
causados pelo poluente sobre o maquinario fotossintético, antecedendo os sintomas
criticos de injuria foliar. Portanto, essas metodologias, especialmente a taxa de transporte
de elétrons (ETR), podem ser empregadas como biomarcadores no diagndstico de
contaminagdo ambiental por flior na vegetacao de areas sujeitas as exposigdes freqiientes

desse poluente.
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