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Efeitos da absorcao do flior atmosférico sobre o desenvolvimento e estado
nutricional vegetal

RESUMO

A liberacdo de compostos inorgéanicos fluorados a atmosfera causa preocupacgdo pelo
seu efeito toxico as plantas, tais como alteragdes metabdlicas, lesdes foliares, e reducdo
no crescimento e na produtividade. Na atmosfera, a presenga do fldor (F) estd
relacionada a emissdes de compostos reativos oriundos, por exemplo, da produgdo de
superfosfatos e de revestimentos cerdmicos que constituem vias importantes de
contaminacdo de culturas no entorno dos pdlos industriais. Estudos utilizando espécies
vegetais sensiveis e tolerantes como bioindicadoras de ambientes contaminados por F
podem auxiliar na caracterizacdo do nivel de contaminagdo do ambiente e
consequentemente do potencial de prejuizo a produgdo agricola. O objetivo do trabalho
foi avaliar o efeito da exposi¢ao de citros e café ao F atmosférico sobre caracteristicas
anatomicas e fisiologicas, e acimulo no tecido vegetal e comparar niveis de absor¢do
com espécies de referéncia. Foram desenvolvidos dois experimentos em casa-de-
vegetacdo em delineamento inteiramente ao acaso, para avaliar o efeito da exposi¢do
prolongada de plantas de citros e cafeeiros ao F atmosférico sobre caracteristicas
anatdomicas e fisiolégicas e o estado nutricional das plantas. Os niveis de absor¢do na
matéria seca em relagdo as espécies de referéncia sensivel (gladiolo, Gladiolus spp.) e
tolerante (azevém, Lolium multiflorum) a toxicidade do elemento também foram
avaliadas. Os tratamentos foram definidos pela combinacdo das espécies/variedades e
duas intensidades de exposi¢do ao F atmosférico (baixa e alta), em sistema de
nebuliza¢do de solucdo 0,04 mol L' e 0,16 mol L de 4cido fluoridrico (HF) no
ambiente interno de uma camara em trés dias alternados, mais um controle nao exposto
em ambos os estudos. O Experimento I teve duracdo de 28 dias e avaliou o efeito do F
nas plantas de citros e café durante a contaminacdo pelo elemento. Com base nos
resultados obtidos, estabeleceu-se o Experimento Il com duracdo de 57 dias para
avaliagdo de trés espécies de Citrus (laranjeira, limoeiro e tangerineira) e trés variedades
de cafeeiro (Apoatd, Catuai e Obatd). Foram feitas medidas de assimilacdo de CO; (A),
transpiracdo (E), condutincia estomdtica (gs), andlises em microscopia de luz e
eletronica de varredura e transmissao, além de andlise quimica para caracterizagdo dos

teores de F no tecido foliar e de macro e micronutrientes. Plantas de gladiolo
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manifestaram sintomas da toxicidade causada pelo F nas folhas a partir do segundo dia
de exposi¢do e os citros a partir da terceira semana de exposi¢cdo com a alta dose do
elemento em ambos os experimentos, j4 o café mostrou danos visuais apenas no
Experimento I, a partir da terceira semana de exposi¢cdo ao elemento. Houve variagdes
nos parametros de trocas gasosas causados por efeitos indiretos a exposi¢do ao F, os
quais foram associados a prejuizos nos processos bioquimicos e fotoquimicos da
fotossintese das plantas, além de danos estruturais e ultraestruturais nas folhas,
principalmente na alta exposicdo ao elemento. O efeito do F nas plantas foi agravado
devido as condi¢gdes ambientais. O F afetou negativamente a producio de fitomassa nas

variedades de café, no limoeiro e nas plantas de gladiolo nos Experimentos I e II.

Palavras-chave: poluicdo ambiental, toxicidade, bioindicadoras, anatomia foliar, trocas
gasosas, citros, café.
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Effects of atmospheric fluoride absorption on plant growth and nutritional status

ABSTRACT

The release of inorganic fluorine compounds to the atmosphere is a concern because of
its toxic effects on plants, such as metabolic disorders, leaf injuries, and reduction on
growth and productivity. In the atmosphere, the presence of fluorine (F) is related to
emissions of reactive compounds derived from production of superphosphate fertilizers
and ceramic tiles which are important sources of crop contamination nearby industrial
sites. Studies using sensitive and tolerant plant species as bioindicators of F-
contaminated environments may help to characterize the level of environmental
contamination and thus the potential for damage to agricultural production. Two
experiments were carried out under greenhouse conditions in a randomized complete
design, to assess the effect of long term exposure of citrus and coffee plants to the F
concentration on physiological and anatomical characteristics and nutritional status of
plants. The levels of F absorption on dry matter of sensitive indicator (gladiolus,
Gladiolus spp.) and tolerant (ryegrass, Lolium multiflorum) species to the toxicity of the
element were also evaluated. The treatments were defined by the combination of
species/varieties and two intensities of exposure to the atmospheric F (low and high)
using a nebuliztion system of 0.04 mol L and 0.16 mol L™ of hidrofluoric acid (HF) in
a closed chamber during three alternate days, plus a control not exposed in both studies.
The Experiment I last 28 days and evaluated the behavior of citrus and coffee plants
under F contamination. Based on these results, the Experiment II was set up to last 57
days and to evaluate three species of Citrus (orange, lemon and tangerine) and three
varieties of coffee (Apoatd, Catuai and Obatd). Measurements of CO, assimilation (A),
transpiration (E) and stomatal conductance (gs), analysis by light microscopy and either
scanning or transmission electron microscopy, and chemical analysis of leaf tissue were
conducted. Gladiolus plants showed symptoms of toxicity caused by F in leaves from
the second day of exposure and the citrus from the third week of exposure to high dose
of the element in both experiments, since the coffe showed visual damage only in
Experiment from the third week of exposure to the element. There were variations in the
parameters of gas exchange caused by indirect effects of exposure to F, which were
associated with losses in the biochemical and photochemical processes of

photosynthesis of plants, in addition to structural damage and ultrastructural leaves,

1X



especially in the high exposure to the element. The effect of F in plants was increased
due to environmental conditions. OF negatively affected the biomass production in

varieties of coffee, lemon and plants of gladiolus in Experiments I and II.

Keywords: environmental pollution, toxicity, bioindicators, leaf anatomy, citrus, coffee



1 INTRODUCAO

O répido crescimento das indudstrias e da urbanizacdo sob planejamento
imprudente tem levado a graves impactos ao ambiente, com efeito adverso sobre a
biosfera. A polui¢do do ar tem contribuido para os problemas de satde de seres
humanos, declinio de florestas, perdas de produtividade agricola e, consequentemente,
elevado a preocupacao publica em todo mundo.

Grandes quantidades de poluentes do ar (particulas, liquidos e gases) sdo
emitidas tanto de fontes naturais, quanto antropogénicas, € apds a emissdo esses
poluentes estdo sujeitos a transformacgdes dependendo das caracteristicas fisicas e
quimicas do ambiente, o que acaba por definir suas concentracdes na atmosfera. Esses
poluentes podem influenciar o crescimento e o desenvolvimento das plantas através de
multiplas vias e mecanismos em longo prazo. Assim, a resposta das plantas aos
poluentes do ar depende da toxicidade quimica, da exposi¢do ao poluente e da
sensibilidade das espécies.

Dentre os poluentes atmosféricos, o flior (F) se destaca devido ao seu alto
potencial fitotéxico. No Brasil, ha pdlos industriais de producdo de adubos fosfatados e
de pisos e revestimentos, cujas atividades constituem fontes de potencial emissdo de F
no ambiente. Na regido de Campinas - SP encontram-se dois importantes pdlos
industriais de fertilizantes fosfatados (ANDA, 2009). E em relacdo as outras industrias,
34 ceramicas sdo listadas no pdlo de Santa Gertrudes - SP (ASPACER, 2008).

Medidas de controle das emissdes atmosféricas tém sido tomadas, contudo o
monitoramento de sistemas de filtro e outros sequestradores de F nessas industrias se
fazem necessdrios para garantir a qualidade da produgdo agricola. Também, faz-se
necessdrios estudos em condi¢gdes controladas, que ampliem informagdes sobre o que
ocorre no campo e caracterizem o potencial de prejuizo do F sobre espécies com
interesse agricola, aspecto pouco tratado, até 0 momento.

Os efeitos do excesso de F na vegetacdo ndo sdo apenas limitados aos danos
foliares ou ao menor crescimento e produtividade vegetal, mas também podem resultar
em problemas de saide publica. O F na forma do 4cido fluoridrico (HF) pode ser
incorporado a cadeia alimentar e causar fluorose em animais que se alimentam de
vegetacdo com elevada concentracdo desse elemento, por exemplo. A fluorose estd
relacionada com alteracdes nos dentes e no esqueleto em herbivoros, especialmente de

bovinos e de ovinos (CRONIN et al., 2001).



Com base no exposto, formularam-se as seguintes hipdteses: i) a poluicio
atmosférica por F causa prejuizo ao desenvolvimento e produgdo vegetal mesmo antes
da ocorréncia de sintomas visuais da toxicidade do elemento nas plantas e ii) diferentes
respostas sdo observadas entre variedades/espécies de plantas em funcdo do ambiente
contaminado por F.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da exposi¢do prolongada de
duas espécies de interesse econdOmico, citros e café, ao F atmosférico sobre
caracteristicas anatdomicas e fisioldgicas, e acimulo no tecido vegetal que afetam a
formacdo da producdo dessas culturas e comparar niveis de absor¢cdo com espécies de

referéncia do tipo sensivel e tolerante a toxicidade do elemento.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Poluicao Ambiental

O avanco tecnolégico do mundo moderno levou ao aumento da poluigdo
ambiental e se tornou uma preocupagdo globalizada em fun¢do do grande volume de
emissdes de gases e particulas que ocorrem atualmente na atmosfera (ALLOWAY &
AYRES, 1998). Diante desse contexto de poluicdo, hd necessidade de medidas de
controle e corre¢cdes adequadas para a manutengdo dos ecossistemas, incluindo aqueles
agricolas.

Com o aumento dos problemas ambientais, foram desenvolvidos métodos
voltados para o seu monitoramento, utilizando-se, dentre outras possibilidades, plantas
ou animais como bioindicadores. Esses passam a apresentar reacdes especificas quando
expostos a diferentes tipos de poluentes, fornecendo informacdes dificeis de serem
obtidas ou quantificadas de outra forma. O biomonitoramento tem sido utilizado no
Brasil para estudos da qualidade do ar e efeito dos poluentes sobre as espécies vegetais
(WEINSTEIN & DAVISON, 2003).

Para avaliar os impactos causados pelos poluentes atmosféricos na vegetagdo, o
6rgao da planta mais estudado é a folha (AZEVEDO, 1995). Vdrias caracteristicas
foliares podem ser utilizadas para qualificar e quantificar a influéncia dos poluentes
sobre as plantas, tais como: ocorréncia e aspectos das lesdes foliares, com injdrias ou
necrosadas, producdo e desenvolvimento das plantas, taxa de fotossintese e respiragdo,

fluorescéncia da clorofila a, conteido de clorofila, quantidade do poluente acumulado



no tecido foliar (PRADO-FILHO, 1993; OLIVA & FIGUEIREDO, 2005), além de
alteracdes micromorfolédgicas, estruturais e ultra-estruturais (FORNASIERO, 2001;
FORNASIERO, 2003; SANT’ANNA-SANTOS & AZEVEDO, 2007).

Sintomas ndo macroscépicos t€m sido utilizados como métodos de avaliacdo da
poluicdo atmosférica, sendo fundamental a detec¢do destes utilizando-se técnicas
microscopicas e fisioldgicas. Desta forma, o estudo das alteragdes estruturais e ultra-
estruturais provocadas por poluentes tem sido importante no diagndstico da injuria,
principalmente quando ndo existem sintomas visiveis, € também, para o entendimento
dos mecanismos de fitotoxicidade (SOIKKELI, 1981).

Dentre os poluentes atmosféricos o F € considerado o terceiro mais importante,
depois do gis diéxido de enxofre (SO,) e do ozdnio (O3) (JHA et al., 2008), e o de
maior fitotoxicidade, pois pode causar injirias em espécies suscetiveis em
concentragdes atmosféricas menores que 1 pmol L™ (WEINSTEIN, 1977).

Dados de SIDHU (1979) mostram que a concentragdo de F atmosférico diminui
com a distancia da fonte emissora, devido a fatores do ambiente, como a velocidade do
vento, por ser facilmente diluido e arrastado pela dgua das chuvas e também pela sua
alta reatividade, reagindo com substincias organicas e inorganicas, como aluminio (Al),
célcio (Ca), hidrogénio (H), silicio (Si), formando compostos de alta estabilidade. Esses
fatores refletem no padriao de efeitos do F em plantas e animais (AMARAL, 1997), e
dificulta o estudo da distribuicdo e concentracio do fldor diretamente do ar (MIRLEAN

et al., 2002).

2.2 O Fluor, sua Ocorréncia no Meio Ambiente e suas Fontes Emissoras

O F é o mais eletronegativo e 0 mais quimicamente ativo dos elementos nao-
metdlicos. Possui pequeno didmetro i0nico e sua carga resultante de alta densidade faz
com que tenha capacidade de formar fortes ligacdes i0nicas, como pontes de H, o que
fornece ao fon o potencial de se combinar diretamente com a maioria dos elementos,
formando fluoretos que estdo entre os mais estdveis de todos os compostos quimicos, e
também de interagir com macromoléculas orginicas (SUPHARUNGSUM &
WAINWRIGHT, 1982).

O fluoreto ocorre naturalmente no solo em muitas formas combinadas, sobretudo
como fluorita (CaF,), criolita (Na3AlFg) e apatita [Ca;oF2(PO4)s] (SMITH, 1983). Junto
das fontes naturais, o transporte aéreo de poeira e a liberacdo de aerosséis do mar

podem introduzir na atmosfera quantidades considerdveis de particulas e gases contendo



F que constituem a principal via para a ocorréncia da toxicidade em plantas
(JACOBSON & HILL, 1970).

No caso da polui¢do antropogénica, a presenca do F na atmosfera estd
relacionada com atividades que emitem para o ambiente compostos altamente reativos,
como HF e tetrafluoreto de silicio (SiF.), que sdo liberados pelo aquecimento de rochas
e materiais terrosos a temperaturas acima de 500 °C. Assim, as principais fontes
industriais relacionadas a emissdo de compostos reativos na atmosfera sdo grandes
incineradoras (principalmente de carvao), fundicdo de Al e outros metais ndo ferrosos,

produgdo de superfosfatos (a partir da apatita) e outros adubos minerais, fibricas de

vidro e ceramica (ARNDT et al., 1995; OLIVA et al., 2005).

2.3 Formas de Absorcao, Acamulo e Efeitos do Flior em Plantas

O F ¢ absorvido da atmosfera pelas folhas das plantas, principalmente pelos
estbmatos e, em menor proporcdo, através da cuticula e de lenticelas (BRAEN &
WEINSTEIN, 1985). O elemento se dissolve na fase aquosa da cavidade subestomadtica
e se move na forma idnica através dos espacos do apoplasto do mesofilo foliar com a
corrente transpiratéria até as margens e pontas das folhas, onde se acumula (CEPA,
1996). A absorcdo de F pelas raizes das plantas ocorre somente em solos muito dcidos
ou quando grande quantidade do elemento é adicionada ao meio de modo que sua
capacidade de inativa-lo pela formagdo de compostos insoliveis é excedida (BRAEN &
WEINSTEIN, 1985). O F tende a se acumular no local de absorcdo, ou seja, nas raizes
quando absorvido do solo, ou nas folhas quando absorvido da atmosfera (THOMAS,
1965). Segundo WEINSTEIN & DAVISON (2004), o solo normalmente ndo é uma
fonte de niveis téxicos de F para a maioria das plantas e os teores de F no sistema
radicular ao redor de 5 mg kg a 10 mg kg' sdo considerados comuns. A possibilidade
de absorcdo de F pelas raizes € menor em virtude da alta adsor¢do do elemento pelo
solo, em decorréncia da sua alta reatividade.

Ha uma tendéncia de ocorrer maiores teores de F em tecidos vegetais nos
periodos mais secos do ano pelas elevadas concentragdes na atmosfera, o que no ocorre
nos meses mais imidos devido a maior remog¢do do elemento pela chuva. Exposicodes de
F atmosférico relativamente curtas podem causar danos a espécies ou cultivares
sensiveis a concentracdes de até 1 mg m™, enquanto que, sdo necessarias concentragdes
de 100 mg m> de SO, 0u O3 para causar danos nestas mesmas espécies (ARNDT et al.,

1995).
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Na forma particulada o F causa menos danos & vegetagdo do que na forma
gasosa (CHANG, 1975) e a quantidade desse poluente que penetra e se acumula na
planta depende de fatores como espécie, idade e estddio de desenvolvimento,
concentracdo do contaminante, duragdo da exposi¢do, luz, umidade, temperatura e
ventos (BUNCE, 1985).

Tém sido observadas, nas proximidades industriais emitentes de F sem controle,
perdas na producdo agricola e reducdo no crescimento de plantas cultivadas, entre elas,
espécies arboreas florestais, milho e cana-de-agicar (ADAMS et al., 1957; FORTES et
al.,, 2003; OTTO et al, 2007; SANT’ANNA-SANTOS & AZEVEDO, 2007). A
toxicidade as plantas pelo F ocorre através de alteragcdes metabdlicas, lesdes foliares,
reducdo no crescimento e no desenvolvimento das plantas expostas a poluicdo, os quais
se estendem a prejuizos do ambiente como um todo (ARNDT et al., 1995).

O F causa, além das injdrias visiveis, alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e
anatdomicas importantes nas plantas. Conforme o F se acumula nos cloroplastos, uma
série de enzimas como ATP-sintase, ribulose bifosfato carboxilase-oxigenase (rubisco)
e sacarose sintase tém suas atividades reduzidas, o conteido das clorofilas é diminuido.
Os cloroplastos, seguido das mitocondrias, sdo os principais sitios de acumulacido do
fluoreto. Este conjunto de fatores reduz a fotossintese das plantas expostas e
consequentemente seu desenvolvimento e producao (WEINSTEIN, 1977; BOESE et al.,,
1995; DIVAN, 2002). Outras respostas fisiolégicas da planta exposta ao F incluem
mudangas na composicdo e fun¢do da membrana e da parede celular (FACANHA &
MEIS, 1995), mudancas na respiragdo celular (MILLER & MILLER, 1974), no
metabolismo dos carboidratos (ASTHIR et al., 1998) e alteracdes anatdmicas e ultra-
estruturais nas plantas (FORNASIERO, 2003).

Reducdes na fotossintese podem ser associadas, por sua vez com clorose visiveis
em fun¢do da reducdo da concentracdo de pigmentos de clorofila, ou com a inibi¢do de
enzimas fotossintéticas, como a rubisco (PARRY et al., 1984).

BREWER et al. (1965) relatam que sintomas de toxicidade em milho podem
aparecer quando os teores foliares atingirem entre 28 mg kg'1 e 48 mg kg’l, pouco antes
do florescimento, marcados pelo inicio de clorose internerval das folhas mais expostas
ao sol e evolugdo para necrose marginal das folhas no periodo da maturacio dos gréos.
BRYAN (1957) relatou a ocorréncia de sintomas foliares dessa toxicidade em citros
cultivados proximos da industria de producdo de fertilizantes fosfatados na Floérida

(EUA). Os efeitos da exposi¢do prolongada dos citros ao F, nas formas de HF e fluoreto



de sédio (NaF), resultaram em acumulagdo gradual de F nas folhas, produzindo
sintomas de toxicidade, como necrose, menor crescimento da parte aérea, menor drea
foliar, abscisdo foliar, além de reducdo na producdo de frutos (até 54%), associado a
teores foliares de 75 mg kg'1 a 150 mg kg'1 de F (BREWER et al., 1969).

Segundo WEINSTEIN & DAVISON (2004), o F teria a capacidade de
complexar o Ca da parede celular e da lamela média, os tornando frigeis e propensos ao
colapso, uma vez que o Ca associado 2 membrana plasmatica e a parede celular ajuda a
manter a estabilidade entre grupos fosfatados e carboxilicos. Com o deslocamento do
Ca pelo F ocorrerd rompimento das membranas celulares, o que desencadeia uma série

de distirbios na planta.

2.4 Plantas Tolerantes, Suscetiveis e Bioindicadoras

Para plantas que ndo apresentam sintomas da contaminagdo com F, prejuizos
diretos sobre a produtividade sdo mais dificeis de mensurar. ARNDT et al. (1995)
relatam casos de reducdo de 25% na producdo de plantas de feijio sem sintomas de
danos visuais as folhas ou redugdo no crescimento e na produgdo de espécies florestais,
batata e cereais de inverno.

A determinagdo do nivel de dano a producdo em fungdo da contaminacdo com F
tem sido considerada tarefa dificil (WEINSTEIN et al., 1977; FLAGLER, 1998). Em
casos de contaminacdo industrial, as 4reas afetadas s@o relativamente extensas.
Lavouras mais distantes e menos afetadas geralmente estdo em solos bem adubados e
com acidez controlada ou com variedades diferentes, o que limita a andlise de impactos.

A esse problema, se junta ainda a questio de efeitos cumulativos pela exposicio
prolongada das culturas a deposicdo do F atmosférico mesmo a baixas concentragdes.
Para o diagndstico do potencial de dano em campo, € possivel utilizar determinadas
espécies ou variedades como bioindicadoras de poluentes, o que consiste em um método
relativamente barato e capaz de fornecer informagdes precisas e rdpidas (ARNDT et al.,
1995). As bioindicadoras s@o organismos ou comunidades de organismos que reagem a
polui¢cdo, com modificacdo de suas fungdes vitais normais (indicadores de reag@o), ou
que sdo capazes de acumular poluentes (indicadores de acumulagdo) sem afetar sua
produtividade.

A sensibilidade dos organismos a poluentes do ar constitui um critério essencial
na escolha de bioindicadores (ARNDT et et al., 1995). Assim, plantas sensiveis

possibilitam detectar e monitorar poluentes atmosféricos por meio da observacgdo de



alteracdes morfoldgicas, anatdmicas, fisioldgicas ou bioquimicas (KOZLOWSKI,
1980).

Gladiolos (Gladiolus spp.) podem ser utilizados como bioindicadores por serem
sensiveis ao F, uma vez que mostram sintomas visuais de clorose e necrose nas folhas,
além de distdrbios fisiolégicos, com concentracdes de F foliares menores que 30
mg kg'1 (CEPA, 1996). Gramineas como o capim-colonido (Panicum maximum) € suas
variedades também sdo considerados relativamente sensiveis a toxidez de F. Plantas de
arroz expostas a altas concentragdes na atmosfera (~0,03 mg g de F) ndo produzem
grdos, sendo ainda relatado aumento nas atividades das peroxidases e nos niveis de
fendis (OLIVA et al., 2005). Ao contrdrio, o azevém (Lolium multiflorum) se mostra
como uma planta acumuladora desse elemento. Desta forma, a coleta sistematica de
dados relativos a esses efeitos permite a criagdo de um inventdrio de respostas a
poluicdo, o que representa a possibilidade de se estabelecer um sistema de informacéo
no controle da qualidade do ar e prejuizos latentes as culturas agricolas (KLUMPP et
al., 2001).

Plantas com tolerancia intermedidria apresentam sintomas de toxicidade com
cerca de 100 mg kg'1 de F na matéria seca da parte aérea (CEPA, 1996). Por outro lado,
aquelas menos sensiveis podem acumular grandes quantidades do elemento sem mostrar
sintomas foliares da toxicidade, como o algodao (THOMAS, 1965), o trigo, a alfafa e o
azevém, que ndo apresentam danos foliares com concentragdes acima de 200 mg kg™ de
F (CEPA, 1996; FRANZARING et al., 2007). JACOBSON et al. (1970) mostraram que
algumas espécies acumulam até 4 mg g'1 do elemento na planta toda, sem mostrar sinais
de toxicidade. Espécies que acumulam Al, tais como Camellia sinensis e Tibouchina
mutabilis, também acumulam grandes quantidades de F sem apresentar sintomas de

injdrias (ARNDT et al., 1995; DOMINGOS et al., 1998).

2.5 Outras Plantas de Interesse Economico

As culturas como os citros e o café, frequentemente encontradas no entorno de
pdlos emitentes de F, sdo importantes pela participacdo econdmica em relacido ao valor
da producdo e a inclusio de pequenos e médios produtores na pauta de producio
agricola no Estado de Sao Paulo (CATI, 2008).

WANDER & McBRIDE (1956) estudaram sintomas de clorose em folhas de
arvores de citros perto de instalacdes de processamento de fosfato no condado de Polk

na Flérida (EUA), e observaram que folhas maduras de citros sdo relativamente



tolerantes ao F. Todavia, folhas jovens mostraram clorose quando expostas a baixas
concentracdes de HF na atmosfera. Necroses apareceram apenas em plantas expostas a
altos niveis de HF, superiores a 15 pmol L™

DAMATTA et al. (1997) observaram que o desempenho fotossintético de
cultivares de café (Coffea arabica cv. Red Catuai e Coffea canephora cv. Kouillou)
diferiu sob estresse hidrico. MACHADO et al. (2007) demonstraram ocorrer respostas
diferenciais na assimilagdo de CO,, condutancia estomadtica (gs), pressdo parcial de CO,
intercelular (Ci) e eficiéncia instantdnea de carboxilacio (A/Ci) entre a laranjeira
Valéncia (Citrus sinensis), o tangor Murcott (Citrus reticulata x Citrus sinensis) € a
limeira dcida Tahiti (Citrus latifolia) dependendo de variagdes da temperatura do ar,
pressdo de vapor atmosférica e luminosidade. Esse comportamento diferencial de
plantas a fatores do ambiente se deve a alteracdes anatdmicas, morfoldgicas e
fotossintéticas, peculiares para cada espécie ou variedade, que influenciam as
caracteristicas de tolerancia e suscetibilidade das plantas a condi¢des adversas
(OGUCHI et al., 2005)

Neste contexto, dispde-se de informacdes limitadas acerca da resposta de
espécies cultivadas ao excesso de F no ambiente, cujos prejuizos podem ndo estar
apenas associados a sintomas visuais da toxicidade do elemento ji descritos, mas
também a distirbios fisiologicos, anatdmicos ou ultra-estruturais que levam a sensiveis
reducdes da produtividade. O conhecimento das respostas das plantas a varia¢do das
condicdes do ambiente possibilita que se maneje o cultivo visando aumento da
produtividade, além de reducdo dos impactos ambientais na vegetacdo e na producao
agricola.

Sendo assim foram agrupados dois géneros (Citrus e Coffea) para analisar seus
comportamentos frente a contaminacio por F. E possivel que, em funcio da anatomia
foliar (espessura de cuticula, nimero e tamanho de estomatos etc.) e caracteristicas
fisiologicas especificas (mecanismos de compartimentacdo, exclusio e etc.), a

sensibilidade ou resisténcia a exposicdo ao F seja distinta.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento I: Resposta do Citros e Cafeeiro a Exposicio ao Flior
Atmosférico
3.1.1 Plantas e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Instituto Agrondmico
(IAC), com exposi¢do ao HF durante o periodo de 10 de novembro a 8 de dezembro de
2008, cuja temperatura média maxima e minima do ar durante a conducdo do
experimento foram 30 °C e 17 °C, respectivamente. Foram utilizadas plantas de laranja-
doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Péra], café (Coffea arabica L. cv. Obata IAC
1669-20), além das bioindicadoras azevém (Lolium multiflorum Lam.) e gladiolo
(Gladiolus spp.) var. White Goddess.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com tratamentos
definidos pelas espécies vegetais e duas intensidades de exposi¢do ao F atmosférico
(0,04 mol L™ - baixa exposi¢cdo ou 0,16 mol L' - alta exposicdo), em sistema de
nebulizac¢do de solug¢do no ambiente interno de uma camara, mais plantas controle ndo
expostas ao F, utilizando quatro repetigdes.

Os dados de concentracio de F nas folhas, produc¢do de massa seca, trocas
gasosas e concentracdes de nutrientes nas folhas foram submetidos a andlise de
varidncia pelo teste F e os efeitos dos tratamentos foram avaliados por meio de
comparagdo de médias (n = 4) pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade,

utilizando o modo GLM do pacote estatistico SAS® (SAS Institute, Inc., 1996).

3.1.2 Construcido e controle da uniformidade da cimara de nebulizacio,
preparacao dos vasos, semeadura, plantio e transplantio

A exposicdo das plantas ao F foi realizada em camara com capacidade para oito
vasos, com estrutura montada em tubos de PVC com 5 cm de didmetro com fechamento
do topo, do fundo e das laterais com filme plastico de polietileno transparente, com
tratamento anti-UV e espessura de 150 pm. As dimensdes da cAmara foram: 2,4 m de
comprimento x 1,5 m de largura x 1,7 m de altura, totalizando um volume de 6,12 m.
Na parte superior da camara foi acoplado um nebulizador compacto (mod. Pulmosonic
Star, Soniclear, Sao Paulo, SP), para aplicacdo e distribui¢ao do F, na forma de HF, em
seu interior. Na parte superior do volume interno da cdmara, foi colocada uma tela

branca de malha fina (0,30 mm; espessura do fio = 0,25 mm), para formagao de uma



pequena antecamara, para prevenir a injiria das folhas pelo contato direto de eventuais
micro-gotas formadas no processo de nebulizacio do HF. J4, na parte superior da
camara, acima da tela branca e em posicdo diagonal, foram acoplados dois pequenos
ventiladores, (mod. Personal Far, Fame, Sdo Paulo, SP) de 18 cm de didmetro, com trés
pés movimentando a 800 rpm, para circulagdo do ar em baixa velocidade e distribuicio
homogénea do F no interior da ciAmara. Para verificar a homogeneidade na distribui¢do
do F na cimara foram instaladas em seu interior placas alcalinas com solugdo
absorvente, composta por trietanolamina (TEA), glicerol, acetona e dgua deionizada,
seguindo procedimento recomendado pela CETESB (CETESB, 1998). Essa solugéo foi
colocada em papel de filtro Nalgon, com 2 um de porosidade, e recortados para que
coubessem em placas de Petri, com didmetro de 5,3 cm, e dispostas em quatro
diferentes pontos na camara. Foram feitas nebulizacdes seguindo o mesmo critério
usado para as plantas (item 3.1.3). No final de quatro dias de nebulizagdes, as placas
foram coletadas, colocadas em recipientes fechados para evitar contato com a
atmosfera, e levadas ao laboratdrio para determinacdo do F absorvido pelo método
recomendado por FRANKENBERGER et al. (1996) e adaptado por Cantarella &
Abreu'. A modificag@o introduzida se refere a formula da solug@o tampdo de ajuste de
forca idnica total (TISAB, acronimo para Total lonic Strength Adjustment Buffer) que

I’* e Fe** na solugdo, e

mascara interferéncias quimicas de {fons como A
consequentemente aumenta a precisdo da leitura (FRANT et al., 1968), e ao uso de uma
curva padrdo de F no lugar do método de adi¢do padrio para o célculo do F na amostra.
O F total foi determinado apds a reacdo (alcalina) da amostra em mufla a 300 °C com
NaOH 17 mol L™, a qual promove a decomposicio de compostos contendo F.

A concentracio média de F obtidos nas placas alcalinas foi 46,1+3,6 ug L' (n=
4), demonstrando que as nebuliza¢des ocorreram de forma homogénea no interior da
camara.

As plantas foram crescidas em solo do tipo Latossolo Vermelho-Escuro coletado
na camada ardvel, que foi seco ao ar e passado em peneira de malha de 0,4 cm de
abertura. Retirou-se amostra para caracterizagdo quimica, segundo RAIJ et al. (2001) e
foram obtidos os seguintes resultados: P-resina = 4 mg dm™; MO = 34 g dm™; pH
(CaCl) = 5,2; K* = 2,6 mmol. dm™; Ca** = 4,1 mmol. dm™; Mg** = 10 mmol, dm™;
H+Al = 34 mmol. dm'3; CTC a pH 7,0 = 87,9 mmol, dm'3; soma de bases = 53,6 mmol.

'CANTARELLA, H.; ABREU, M.F. Protocolo analitico para andlise de fldor em amostras vegetais.
Instituto Agronémico, 2001. (Métodos internos).
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dm'3; saturacao por bases (V) = 61%; B = 0,42 mg dm'3; Cu =8 mg dm'3; Fe = 15 mg
dm'3; Mn = 233 mg dm’3; Zn = 2 mg dm'3; e de F total 203 mg kg’1
(FRANKENBERGER et al. (1996) e adaptado por Cantarella & Abreu).

No preparo do solo, misturou-se uréia e superfosfato triplo, e foi deixado em
saco plastico de 20 L por 7 dias. Ap6s esse periodo o solo foi colocado em vasos de 5 L
(com 17 cm de didmetro e 18 cm de altura) ou 10 L (com 27 cm de didmetro e 28 cm de
altura), que estavam preparados com um sistema de pavio, com corda de poliéster
trancada com 1,5 m de comprimento, utilizada para sugar dgua de um recipiente
colocado abaixo dos vasos e manter o solo sempre imido. Nao foi realizada a correcio
do pH do solo, pois de acordo com a andlise quimica, a acidez encontrava-se
satisfatoria. Posteriormente foi realizado o transplantio das mudas de café e de citros em
vaso com capacidade de 5 e 10 L, respectivamente, colocando uma muda por vaso. A
semeadura do azevém foi feita colocando-se 10 mg de sementes a 1 cm de profundidade
em vasos de 5 L e o plantio do gladiolo, colocando 3 bulbos em vasos de 5 L. Em
seguida foi feita a adubacg@o dos vasos na forma de solu¢do nutritiva composta por 10,92
g L ! de sulfato de potéssio (K>SOy), 9,49 g L de cloreto de potdssio (KCI), 37,11 g L!
de sulfato de magnésio (MgS0,4.7H,0), 0,88 g L' de sulfato de zinco (ZnSO4.7H,0),
0,62 g L' de sulfato de manganés (MnSO4.H,O), 0,23 g L" de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0), 0,73 g L' de 4cido bérico (H;BO;), para promover o crescimento
adequado da plantas. No periodo inicial apds o transplante e plantio das plantas, a
umidade dos vasos foi mantida a 70% da capacidade de campo, e posteriormente, a 50-
60%, por reposicdo didria da 4dgua perdida, e pesagens semanais dos vasos, até o

estabelecimento das plantas.

3.1.3 Exposicao controlada das plantas ao F e sintomas visuais da sua toxicidade
Apo6s trés meses do estabelecimento das plantas nos vasos, iniciaram-se as
nebulizagdes com F na cidmara montada, no dia 10 de novembro de 2008. Foram
colocados 10 mL de HF (0,04 mol L' - baixa exposi¢ao ou 0,16 mol L' - alta
exposicao) no recipiente de pldstico do nebulizador. Oito plantas, duas de cada espécie
(bioindicadoras, café e citros), foram colocadas e fechadas no interior da cimara e
nebulizadas até que todo o volume do 4cido do recipiente do nebulizador fosse
esgotado, com duragd@o de 30 min. Apds a exposi¢do, as plantas permaneciam dentro da
camara por mais 60 min, até remocdo para o ambiente externo. As plantas foram

expostas ao ambiente contaminado por F durante trés dias ndo subsequentes numa

11



mesma semana, durante 28 dias. Foram avaliados, periodicamente, os sintomas visuais
nas folhas, causados pela exposicdo ao HF, com a descricdo das fases de ocorréncia e do

tipo de folha afetada.

3.1.4. Medidas de trocas gasosas

Foram realizadas medidas de trocas gasosas das plantas expostas ou ndo ao F
atmosférico ap6s 27 dias do inicio das nebulizacdes nos periodos da manha e da tarde,
fazendo-se a média das varidveis analisadas entre os dois periodos. Essas medidas
foram feitas utilizando um analisador de gases por infravermelho modelo LI-6400 (Li-
Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska, EUA) e avaliando a assimilacao de CO; (A, wmol
m? s'l), transpiracdo (F£, mmol m? s'l), condutancia estomdtica (gs, mol m? s'l) e
concentracdo intercelular de CO, (C;, umol mol'l) nas folhas.

As temperaturas das folhas no momento das medidas variaram entre 30 °C a 35
°C no periodo da manha e entre 34 °C a 39 °C no periodo da tarde. A radiagdo solar era
120042 umol m™s™'. A umidade relativa do ar variou entre 35% a 45% no periodo da
manha e entre 21% a 31% no periodo da tarde. A concentracdo de CO, do ar foi de
37043 pmol mol 1

Medidas de fluorescéncia da clorofila foram feitas no mesmo dia e nas mesmas
folhas utilizadas para medidas de trocas gasosas, nas folhas localizadas na regido
intermedidria do ramo caulinar com um fluorémetro modulado (PAM 2000, Heinz-
Walz). As medidas foram realizadas pelo método do pulso de saturacio (SCHREIBER
et al., 1994) em folhas pré-adaptadas ao escuro. Foram medidos os valores de
fluorescéncia inicial (Fy) e méxima (F,) apés um periodo de 12 h no escuro. Com essas
varidveis foi estimado a relacdo F./Fn, ou seja, a eficiéncia quantica potencial do
fotossistema II (FSII). O estado adaptado ao escuro representou a situagdo em que a
folha encontrava-se fotoquimicamente inativa, ou seja, onde os processos de transporte
de elétrons na membrana do tilacéide estdo desativados, resultando em um gradiente
transtilacoidal minimo e baixissimas concentracdes de NADPH e ATP, permitindo
desta forma obteng@o de valores de eficiéncia mdxima para os processos fotoquimicos

da fotossintese (ROHACEK, 2002).

12



3.2 Coleta, Fixacao e Polimerizacao de Amostras para Analise Anatomica
3.2.1 Microscopia de luz

O processamento de todos os materiais para estudos em microscopia foi
realizado no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica de Pesquisa
Agropecudria do Departamento de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (NAP/MEPA, ESALQ/USP).

Tanto as folhas das plantas controle quanto as do tratamento com F foram
coletadas e fixadas no mesmo momento e no periodo da manha, dessa forma as
alteracdes observadas nas andlises de microscopia foram atribuidos aos efeitos do
tratamento. Assim como o efeito do corante nas amostras, pois foram coradas no mesmo
momento e por um mesmo intervalo de tempo.

Para os estudos em microscopia de luz foram coletadas duas folhas maduras,
completamente desenvolvidas e fotossinteticamente ativas, do ter¢o médio de espécies
em estudo, apds 28 dias de nebulizacdes, sendo as mesmas folhas utilizadas nas
medidas de trocas gasosas.

Foram coletadas amostras do terco mediano do limbo foliar com medidas
aproximadas de 4 mm Xx 5 mm, as quais foram imersas na solucdo fixadora de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) e submetidas ao vdcuo para infiltragdo total do
fixador. Apds 12 h iniciou-se a desidratacdo em série de etanol crescente [30%, 50%,
70%, 90%, 100% (trés vezes)], permanecendo 15 min em cada concentracdo. Em
seguida, foi realizada a pré-infiltracdo com resina acrilica glicol-metacrilato (Leica®) e
etanol 100% na proporcdo de 1:1, mantendo-se as amostras por cerca de 5 h em
geladeira. Apds esta etapa foi realizada a infiltracdo em resina pura por uma noite,
também com refrigeracdo e em seguida levadas & polimerizacdo em temperatura
ambiente (RUETZE & SCHMITT, 1986).

Os blocos obtidos foram seccionados em micrétomo rotativo manual (Spencer,
Lens Co., Berlim, Alemanha), com navalha de ago tipo C (Leica®) com 5 pum de
espessura. As laminas obtidas foram coradas com azul de toluidina a 0,05% em pH 2,6
(FEDER & O’BRIEN, 1986) e apds secas, montadas com laminulas tendo como meio
de montagem Entellan®.

As andlises foram realizadas ao microscopio de luz (mod. Axioskop 2, Zeiss,
Berlim, Alemanha) e as imagens registradas em arquivos digitais do tipo TIFF
(acronimo para Tagged Image File Format), com resolucdo de 1 Megapixel, com uma

cadmara (mod. MRc, Zeiss, Berlim, Alemanha) acoplada ao microscépio.
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3.2.2 Microscopia eletronico de varredura (MEV)

As amostras utilizadas para esta etapa foram coletadas da mesma regido
anteriormente determinada, também ao final do experimento com dimensdes de
aproximadamente 3 mm x 5 mm.

A fixagdo foi realizada utilizando-se o mesmo fixador da microscopia de luz.
Apb6s a fixagdo, foi realizada a pés-fixagdo por 1 h com tetréxido de 6smio (OsOy) a 1%
no tampio cacodilato a 0,05 mol L™, o mesmo utilizado para a confecgdo do fixador. A
seguir foi submetida a desidratacdo em série crescente de acetona [30%, 50%, 70%,
90%, 100% (por trés vezes)] e imediatamente levados para secagem ao ponto critico
(mod. CPD 30, Balzers, Liechtenstein ) tendo como meio de secagem o CO,.

As amostras secas foram coladas sobre stubs, expondo-se as duas faces do limbo
foliar e levadas ao metalizador mod. MC 50, Baltec, Liechtenstein, para cobertura das
amostras com ouro. Em seguida as amostras foram analisadas ao microscopio eletronico
de varredura London Electronic Optical (LEO) (mod. 435 VP, Cambridge, Inglaterra),

obtendo-se imagens armazenadas em arquivos digitais do tipo TIFF.

3.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissio (MET)

Para estudos ultra-estruturais foram coletadas amostras das mesmas regides das
andlises para microscopio de luz e eletronico de varredura (itens 3.2.1 e 3.2.2), também
apos 27 dias de nebulizacdes, no entanto com dimensdes menores de aproximadamente
3 mm x 4 mm.

O fixador utilizado foi o mesmo das coletas anteriores por ser o fixador padrdo
do NAP/MEPA, ESALQ/USP para amostras vegetais. Apdés 12 h de fixagdo em
geladeira as amostras foram pés-fixadas com OsO4 a 1% em tampdo cacodilato como
no processo para o MEV.

A desidratacdo das amostras foi realizada em série de acetona crescente [30%,
50%, 70%, 90%, 100% (por trés vezes) e submetidas a pré-infiltracdo com resina epoxi
Spurr® por no minimo 5 h. A seguir, a infiltracdo com resina pura foi realizada por uma
noite em temperatura ambiente. Apds a infiltracio, as amostras foram transferidas para
moldes de silicone com resina e levadas a polimerizagdo por 72 h a 70 °C.

Os blocos obtidos foram ajustados para o corte, retirando o excesso de resina e
posteriormente seccionados a 70 nm de espessura com navalha de diamante a 45°
(Diatome, Suica), com 3 mm, em ultra-micrétomo (mod. UC6, Leica, Vien Santia,

Alemanha). As sec¢des obtidas foram depositadas sobre telas de cobre recobertas com
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pelicula de Formvar e contrastadas com acetato de uranila a 3% e citrato de chumbo em
pH 12 (REYNOLDS, 1963). As telas foram analisadas ao microscopio eletrdnico de
transmissdo (mod. EM 900, Zeiss, Alemanha), e as imagens obtidas armazenadas em

arquivos digitais do tipo TIFF.

3.3 Coleta do Experimento

O experimento foi coletado dia 8 de dezembro de 2008, 28 dias apds o inicio
das nebulizagdes. As plantas foram separadas em folhas novas, maduras e velhas,
sendo as partes lavadas em dgua corrente e solucio de detergente neutro (1 mL L),
passadas por trés vezes em dgua deionizada, e o excesso de dgua retirado com o auxilio
de papel absorvente. Em seguida, o material foi posto para secar em estufa com
circulacio for¢ada de ar a 65 °C, até massa constante, para obtencdo da producdo de
matéria seca. O material vegetal seco foi pesado, moido e submetido a andlise quimica
de rotina, para determinagdo dos teores de macro e micronutrientes no tecido segundo
BATAGLIA et al. (1983) e de F conforme FRANKERBERGER et al. (1996) e
modificado por Cantarella & Abreu (item 3.1.2). Amostras compostas de solo dos

vasos foram coletadas a 5 cm de profundidade para verificar o teor de F e de nutrientes.

3.4 Experimento II: Respostas no Género Citrus e Cafee a Exposicao ao Flior

Atmosférico

3.4.1 Plantas e delineamento experimental

O Experimento II foi conduzido de 16 de abril a 12 de junho de 2009, em casa
de vegetacdo, onde as temperaturas médias mdxima e minima do ar durante a condug@o
do experimento foram 25 °C e 11 °C, respectivamente. Foram utilizadas trés espécies
de citros: laranja Péra [Citrus sinensis (L.) Osbeck], tangerina Ponkan (Citrus
reticulata Blanco) e limdo Feminello [Citrus limon (L.) Burm. f.], e trés variedades de
cafeiro: Obata (Coffea arabica L. cultivar Obata IAC 1669-20), Catuai vermelho
(Coffea arabica L. cultivar Catuai vermelho IAC 99) e Apoatd (Coffea canephora
Pierre ex A. Froehner cultivar Apoatd IAC 3597-8).

3.4.2 Exposicio controlada de F e avaliacoes de efeitos de tratamentos
Com base nos resultados obtidos no Experimento I, foi utilizado o mesmo

periodo de exposi¢do das plantas na camara (item 3.1.3) que melhor propiciou a
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avaliacdo da resposta das diferentes espécies e variedades testadas, por um periodo de
57 dias e durante trés dias ndao subsequentes numa mesma semana por 30 min e apds a
exposicdo permaneciam dentro da camara por mais 60 min, até remocdo para o
ambiente externo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
tratamentos definidos pela combinacdo das espécies vegetais e duas intensidades de
exposicdo ao F atmosférico (0,04 mol L' - baixa exposicdo ou 0,16 mol L' - alta
exposicao), em sistema de nebulizacdo de solu¢do no ambiente interno da cAmara, mais
um controle ndo exposto ao F, com quatro repeti¢des.

Foram construidas duas novas cdmaras para melhor conducido do experimento,
devido ao maior nimero de plantas, com relacdo ao Experimento I. A altura da cAmara
foi aumentada, com relag@o ao plano inicial, para evitar que as mudas encostassem-se a
tela de protegdo e se contaminassem pelo contato direto do HF. As cdmaras passaram a
ter as seguintes dimensdes: 2,4 m de comprimento x 1,5 m de largura x 2,0 m de altura,
totalizando um volume de 7,20 m°.

O solo utilizado no Experimento II foi o mesmo do I, assim como o preparo
(adubagdo e manejo da dgua). A caracterizacdo quimica desse solo foi feito de acordo
com RAIJ et al. (2001) e apresentou os mesmos resultados que a primeira andlise (item
3.1.2).

Assim como no Experimento I foram realizadas medidas de trocas gasosas (item
3.1.4). No entanto, ao contrdrio do experimento anterior foram apresentados os valores
das varidveis de trocas gasosas analisadas no periodo da manhi e a tarde apds 57 dias do
inicia das nebuliza¢des. O periodo da manha estava ensolarado, e a tarde nublado com
pouca precipitacdo. As temperaturas das folhas no momento das medidas variaram entre
20 °C a 30 °C no periodo da manha e entre 25 °C a 32 °C no periodo da tarde. A
radiacdo solar foi de 1200+2 pmol m2s!. A umidade relativa do ar variou entre 37% a
40% no periodo da manhd e entre 38% a 42% no periodo da tarde. A concentragdo de
CO, do ar foi de 400+10 pmol mol "'. Também foram feitas avaliagdes das folhas em
microscopia de luz e eletronica de varredura e transmissdo conforme descrito no item
3.2.

As plantas foram colhidas no dia 12 de junho de 2009, 57 dias apds o inicio das
nebulizagdes e foram amostradas as folhas novas e velhas. Os procedimentos da coleta
e as avaliacdes de efeitos de tratamentos foram realizados conforme descritos no item

3.3.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Experimento I: Resposta do Citros e Cafeeiro a Exposicio ao Flior
Atmosférico
4.1.1 Concentracao de flior nas folhas

A concentracdo de F nas folhas das espécies avaliadas aumentou com as doses
de HF nebulizadas (Figura 1). As plantas de azevém ndo apresentaram sintomas visiveis
da toxicidade por F ou queda da produgdo de massa seca da parte aérea mesmo com
teores de 181 mg kg'1 nas folhas (Figura la). Para as espécies de gladiolo e café o
aumento da concentragio de F nas folhas provocou sintomas visuais de toxicidade pelo
elemento e queda na produgdo. Para plantas de gladiolo, consideradas sensiveis ao F,
concentragdes menores que 55 mg kg de F nas folhas foram suficientes para causar
toxicidade e danos ao seu desenvolvimento (Figura 1b). Estudos sugerem que plantas
sensiveis podem ser injuriadas quando a concentracdo foliar exceder a 30 mg kg'1 de F
(TRESHOW & ANDERSON, 1989). Para espécies de café e citros, a concentracdo de
101 mg kg'1 causou toxicidade em folhas novas (Figura 4e-j) e influenciou de forma
negativa na produgdo de massa seca das folhas do cafeeiro (Figura 9c).

O F atinge os espacgos intercelulares através da cuticula e pode ser absorvido
pelos estdmatos ou pelas células do mesofilo alcangando o simplasto, ou ser arrastado
pela corrente transpiratéria, via apoplasto, até as extremidades do xilema, onde é
acumulado (TRESHOW & ANDERSON, 1989). Assim, o padrao de distribuicdo de
fluoreto nas plantas da maioria das gramineas sugere que ele se acumula nos tecidos
jovens e com maior atividade metabdlica. A penetragdo do &anion no apoplasto de
tecidos jovens é facilitada pela menor quantidade de cuticula, cera epicuticular e pela
maior presenga de pectinas (KANNAN, 1986), que associado ao crescimento vegetativo
mais vigoroso e as altas taxas de movimento de dgua favorecem o maior acimulo de F

nos apices e nas margens das folhas terminais (LEECE et al., 1982).
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Figura 1. Teores de fldor nas folhas de plantas de azevém, e nas folhas velhas (FV), folhas
maduras (FM) e folhas novas (FN) de gladiolo, café e citros 28 dias apds o inicio da exposi¢ao ao
HF em cimara de nebulizagdo. As médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade para doses, pelo teste de Duncan.

4.1.2 Trocas gasosas

N

As plantas de azevém submetidas a contaminacdo por F ndo demonstraram
efeitos da exposicdo em cdmara de nebulizacdo sobre a assimilacio de CO, (A),
transpiracdo (E) e condutidncia estomadtica (g;) (Figuras 2a, 3a e 4a). Nas plantas de
gladiolo exposta ao F, as trocas gasosas foram afetadas quando comparadas as plantas
controle, com efeito negativo na producdo de massa seca (item 4.1.5, Figura 9b). O
valor de A foi 11,63 umol m™s™” nas plantas controle e 3,97 pumol m™s" nas plantas
exposta a maior dose de HF, ou seja, verificou-se reducdo de 66% (Figura 2b). Por outro
lado as demais varidveis tiveram aumento em seus valores, de 0,028 mol m™ s™' para
0,123 mol m™s™ para g, o que pode ter facilitado a absorc¢do do elemento, aumentando
a concentracdo nas folhas, e de 2,80 mmol m~ s para 11,10 mmol m” s para E

(Figuras 3b e 4b), mostrando que o F afetou o processo bioquimico nessa espécie. O F
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pode ter se ligado ao Mg livre, metal que ativa a agdo da rubisco, formando MgF,,
afetando o processo de assimilagdo de COs.

No café, a presenca do F no ambiente causou aumento das trocas gasosas (A, g,
e E) em relacdo ao controle. Na dose mais elevada de HF o aumento foi de 47% para A
(=4,50 pmol m? s’ Figura 2c¢), de 64% para g, (= 0,039 mol m? s’ Figura 3c), efeito
que também pode ter facilitado a absor¢do e maior concentragcdo do elemento nas folhas,
e de 46% para E (= 3,86 mmol m™” s'1; Figura 4c), quando comparado as plantas
controle, ndo tendo efeito na dose intermediaria de HF. Nessa espécie, pode-se observar
que ndo houve limitacdo estomdtica no processo de fotossintese, € mesmo que tenha
havido aumento na assimilagdo de CO, durante o periodo de exposicdo ao F, as plantas
apresentaram queda na producio (Figura 9c). Assim, o que pode ter ocorrido nas plantas
de café seria aumento da respiracdo no periodo noturno, apresentando maior respiracio
de manutencio e menor respiracdo de crescimento em resposta ao estresse que estavam
sendo submetidas, com maior perda noturna do CO,, assimilado durante o dia no
processo de fotossintese, o que fez com que grande quantidade do carbono assimilado
ndo fosse utilizado para o desenvolvimento da planta.

No citros, assim como no azevém, ndo houve efeitos dos tratamentos sobre as

trocas gasosas (Figuras 2d, 3d e 4d).
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Figura 2. Efeito das doses de flior na taxa de assimilagéo fotossintética de plantas de azevém (a),
gladiolo (b), café (c¢) e citros (d) 28 dias apés o inicio da exposi¢io ao HF em cimara de
nebulizagdo. As médias seguidas por mesma letra, para cada dose, ndo diferem estatisticamente a
5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Tanto as plantas de café, quanto aquelas de citros apresentaram valores de g
muito baixos, pois foi feito médias entre os periodos da manhd e da tarde, e como o
valor analisado a tarde foi muito baixo, pois as temperaturas do ar e das folhas estavam
elevadas, 30+4 °C e 36+ 3 °C, respectivamente, as plantas diminuiram g numa tentativa
de minimizar a perda excessiva de dgua, esse efeito foi intensificado com a presenca do
F, o que fez com que a média fosse reduzida para essas plantas.

O aumento de g; pode indicar uma perda da capacidade da planta em regular o
fechamento estomatico, o que consequentemente afetou as trocas gasosas. Ainda ha
muito que se descobrir a respeito do mecanismo de abertura e fechamento dos
estomatos (HAN et al., 2003; PEITER et al., 2005). H4 evidéncias de que o aumento da

concentra¢io de cdlcio (Ca®*) no interior das células-guarda forneca uma forca motriz
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que desencadeia o fechamento dos estdmatos. Como o F tem alta capacidade para reagir
com o Ca’" livre, e formar compostos como CaF, (BEN ABDALLAH et al., 2006), é
possivel que a concentracio de Ca®* livre necessdria para que as células-guardas se
fechem tenha diminuido, o que prejudicou o controle estomdtico e consequentemente
alterou a condutancia estomatica de gladiolo e café, uma vez que a concentragcdo interna
de CO; ndo apresentou efeito nos tratamentos para essas espécies, ndo podendo ser o
fator que determinasse essa regulacio estomatica (Figura 2). Com os estdmatos abertos

a transpiracdo foi maior com o aumento das doses de HF nessas plantas (Figura 3b, c).
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Figura 3. Efeito das doses de flior na condutincia estomdtica de plantas de azevém (a),
gladiolo (b), café (c) e citros (d) 28 dias apds o inicio da exposicdo ao HF em cimara de
nebuliza¢do. As médias seguidas por mesma letra nas colunas, para cada dose, ndo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.
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Figura 4. Efeito das doses de fldor na transpiragdo de plantas de azevém (a), gladiolo (b),
café (c) e citros (d) 28 dias apds o inicio da exposicdo ao HF em cdmara de nebulizagdo. As
médias seguidas por mesma letra nas colunas, para cada dose, ndo diferem estatisticamente a
5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Em resposta ao F, algumas plantas podem reverter o efeito na fotossintese,
apresentando aumento, seguido de redug¢do, principalmente quando em exposi¢des mais
prolongadas (THOMAS & HENDRIDK, 1956; BENNETT & HILL, 1973; McCUNE et
al., 1976; HORYATH et al., 1978), o que ¢ dificil de entender, se o aumento inicial da
taxa fotossintética estaria associada a acdo de algum mecanismo de defesa da planta,
acompanhado do aumento da respira¢do num maior prazo e com perda de maior
quantidade de CO; no periodo noturno, em resposta ao estresse ambiental. Nessa
condicdo verificar-se-ia perda liquida de CO, frente ao aumento aparente de A. Por
outro lado, a inibi¢do de A seria causada por acimulo de F nos cloroplastos, redu¢do na
condutincia estomdtica, ou alteracio na atividade de enzimas fotossintéticas
(YAMAUCHTI et al., 1983). Estudos relataram o aumento da respiracdo em plantas
tratadas com F, este foi o caso de plantas intactas (APPLEGATE et al., 1960b) e em
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tecidos removidos de plantas apds fumigacdo com HF, tanto na auséncia de lesdes
foliares (APPLEGATE & ADAMS, 1960a; WEINSTEIN, 1961, MILLER & MILLER,
1974; McLAUGHLIN & BARNES, 1975) quanto na presencga delas (HILL & PACK,
1959; YU & MILLER, 1967).

O tratamento com F ndo afetou os parametros de fluorescéncia da clorofila nas
plantas de azevém, café e citros, com valores de F,/Fy, de 0,76+0,04. Isto sugeriu que o
sistema fotoquimico da fotossintese ndo foi prejudicado nessas plantas. No entanto, o
gladiolo apresentou efeito para essa varidvel (Prob. F <0,01; CV=2,4%; Média = 0,74),
mostrando valores de 0,826 nas plantas controle, 0,823 nas plantas nebulizadas com a
dose intermediaria de HF (0,04 mol L'l) e 0,578 nas plantas nebulizadas com a maior
dose do 4cido (0,16 mol L'l), sugerindo danos no sistema fotoquimico da fotossintese
para essas plantas.

Ha evidéncias de que os efeitos do F sobre as trocas gasosas estejam ligados aos
sintomas visuais (THOMAS & HENDRICK, 1956; HILL & PACK 1959; DOLEY,
1988). THOMAS & HENDRICK (1956) constataram que a reducdo na fotossintese em
gladiolo foi proporcional a lesdo que as plantas apresentaram. Em experimentos com
HF utilizando diferentes variedades de gladiolo ndo foi observado efeito significativo
sobre a taxa de fotossintese em plantas que ndo apresentavam danos visuais, ou o efeito
foi proporcional a quantidade de folhas clordticas ou necrosadas (HILL & PACK,
1959). DOLEY (1988) verificou que as diferencas das taxas de fotossintese em espécies
de pinus (Pinus elliotti e P. caribaea) foram correlacionadas com as concentracdes de
clorofila a e b das folhas, e cuja taxa fotossintética aumentou em baixas concentracdes
de HF e diminuiu em elevadas concentracdes. No milho a fotossintese foi reduzida em
14% ap6s exposi¢do de 5,1 mg m™ de HF por 15 dias, esse tratamento induziu manchas
clordticas tipicas para a espécie e foi considerada a razdo para a diminui¢do dessa
variavel (HORYATH et al., 1978). WEINSTEIN & DAVISON (2004) mostraram que
fumigacgdo continua de HF variando de 1 mg m> a9 mg m> por 18 dias em plantas de
morangueiro ndo determinou qualquer efeito sobre a fotossintese, embora uma pequena
quantidade de necrose de tecido tenha sido induzida, mas quando a concentracdo de HF
foi aumentada para 36 mg m> por 24 h, houve queda de 50% na taxa fotossintética.
OLIVA & FIGUEIREDO (2005) estudando plantas de capim-rhodes (Chloris gayana) e
capim-colonido, tratadas com chuva simulada de fluoreto de potédssio (KF.H;0)
mostraram diminui¢cdo significativa da fotossintese e na produ¢do de massa seca em

plantas de colonido, e constataram que esse efeito se deu devido a relagdo entre
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fechamento dos estdmatos e reducdo na assimilacdo de CO,. J4 para as plantas de
capim-rhodes um pequeno aumento na condutancia estomdtica resultou em aumento
significativo na fotossintese. DIVAN et al. (2007) ndo obtiveram resultados
significativos sobre as varidveis de trocas gasosas nessas mesmas gramineas em
experimento de campo localizado hd 1,1 km da fonte emissora de F atmosférico.

As injurias visiveis e os efeitos metabdlicos e fisiologicos causados pelo F
podem ser explicados devido a interacdo do fon com cdlcio (Ca) e magnésio (Mg)
(WEINSTEIN & DAVISON, 2004). O Mg esta presente na pectina da parede celular,
porém o elemento se encontra em maior quantidade nos cloroplastos, mais de 50%
(MARSCHNER, 1995). Ainda segundo o autor as fun¢des do Mg estdo relacionadas a
regulacdo do pH celular e ao balanco de citions e anions, além de ser requerido para
muitas enzimas. Importante ainda é por fazer parte do dtomo central da porfirina,
componente da clorofila, e estabelecer a geometria precisa de certas enzimas como a
enzima chave da fotossintese, ribulose-bisfosfato-carboxilase/oxigenase (rubisco). O F
possui a capacidade de se ligar ao Mg e formar compostos, como MgF,, que causam
distirbios na biossintese da clorofila, situacdo que ocorre quando o poluente se acumula
no citoplasma. Dessa forma o mecanismo fotossintético pode ser afetado com a
presenca do F, ndo apenas por reagir com o Mg da clorofila e danificar a estrutura dos
cloroplastos (FORNASIERO, 2003), mas também por impedir a atividade da rubisco no
processo fotossintético (NILSSON & BRADEN, 1983; PARRY et al., 1984). No citros,
apesar de ter ocorrido injurias visuais em decorréncia da exposicdo ao F, elas ndo
afetaram a eficiéncia do fotossistema II (F,/Fm) das plantas, principalmente pelo
prejuizo ter ocorrido em menor propor¢do, com apenas as folhas do ponteiro
danificadas, comparadas as plantas de gladiolo que tiveram mais de 70% das folhas

necrosadas.

4.1.3 Sintomas visuais nas folhas

Os danos visuais ocorreram nas folhas velhas do gladiolo e do café, e nas folhas
maduras do citros (Figura 5). As plantas de gladiolo foram as primeiras a manifestarem
os sintomas de estresse ao F, que apareceram apds o segundo dia de nebulizacdo, nas
plantas expostas a maior dose do elemento, e a partir do quarto dia, quando expostas a
menor dose. A clorose iniciou pelo ponteiro das folhas novas, e se estendeu as dreas
intercostais que se tornaram necrosadas, progredindo para o interior da lamina foliar

(Figura 5a, b). No inicio da segunda semana de nebulizagdo todas as folhas
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apresentaram os sintomas de toxicidade nas folhas (Figura 5c, d). Nas plantas de citros e
de café, os primeiros sintomas apareceram a partir da quarta semana de exposicdo com a
maior dose de HF (0,16 mol L'"). No citros, observou-se a ocorréncia de clorose que
iniciou nas extremidades e se estendeu ao longo das margens e para o interior da ldmina
foliar entre as nervuras, e a medida que a concentracio de F nas folhas aumentou, essa
clorose se intensificou e se transformou em necrose de coloracdo palha (Figura Se-g),

seguida de abscisdo foliar quando 50% da folha ja estavam necrosadas.

Figura 5. Sintomas de injirias em folhas causadas pela exposi¢do a alta dose de F em
cdmara de nebulizagdo: a-d (barra = 0,2 cm): gladiolo - iniciando do ponteiro (—) e
progredindo para o interior da folha (—); e-g (barra = 0,5 cm): citros - iniciando das
margens (—) e progredindo para o interior da folha (—); h-j (barra = 0,2 cm): café -
pedinculo e folhas com manchas necréticas enegrecidas progredindo para o interior da
folha (—).
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Segundo BRYAN (1957) as fases iniciais de clorose pelo flior em plantas de
citros se assemelham a estdgios iniciais de toxicidade por boro, porém quando o efeito é
devido ao boro ocorre a excre¢do de residuos nas folhas, o que nido ocorre com a
toxicidade pelo flior. Além disso, o F causa o aparecimento de diferentes tons de verde
nas folhas. Ainda segundo o autor, o elemento afeta o tamanho da folha, principalmente
aquelas novas que depois apresentam queima dos bordos, seguida de abscisdo. No café
apareceram manchas enegrecidas no peciolo e nas folhas novas (Figura 5h, i), também
iniciadas pelas bordas e até o interior da lamina foliar (Figura 5j). O azevém ndo
manifestou qualquer sintoma visual devido a exposicdo ao F.

A descricdo de sintomas em plantas de gladiolo foi feita por McLAUGHLIN &
BARNES (1975), cujo aparecimento e progressio dos danos devido ao F foram
similares aos observados nesse experimento. A ocorréncia dessas necroses nas folhas de
gladiolo foi responsdvel pela menor taxa fotossintética nessas plantas.

Os efeitos fitotoxicos sobre folhas em desenvolvimento devem-se
provavelmente a a¢do do F na biossintese de pigmentos fotossintéticos, que induzem
distirbios nos estdgios iniciais da sintese de caroteno e de porfirina e, por conseguinte,
da clorofila (OLIVA & FIGUEIREDO, 2005). Em plantas de Hypericum perforatum, as
quantidades totais desses pigmentos sofreram reducéo levando ao surgimento de tecidos
necrosados em algumas partes da folha (FORNASIERO, 2003). Também, é provavel
que a injuria foliar se encontre associada a alteracdo da matriz lipidica e sua relagdo
com as proteinas soliveis da membrana, o que influencia fun¢des metabdlicas e altera a
atividade de enzimas associadas, tais como as H'-ATPases (FACANHA & DE MEIS,
1995).

4.1.4 Microscopia de luz

As folhas do azevém que ndo foram expostas ao ambiente contaminado por F
mostram epiderme uniestratificada com células de tamanhos variados. Na face adaxial,
na regido do feixe vascular, foram observadas células maiores. Nesta regido, o mesofilo
apresentou células do parénquima com arranjo laxo. Tais células se concentraram nas
regides periféricas, adjacentes a epiderme. O feixe vascular mostrou arranjo
caracteristico das gramineas com células do xilema e do floema circundadas por uma
bainha que se projetou até a epiderme através de uma tnica camada de células (Figura

6a) (ESAU, 1976).
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Nas folhas de gladiolo, as células revelaram organizacdo celular de arranjo
compacto. Ndo se observou espacos intercelulares no mesofilo (Figura 6¢). As células
do parénquima clorofiliano mostraram forma alongada com a parede maior paralela a
superficie foliar. Nas regides dos feixes ndo se observou projecdo como no azevém. O
feixe vascular mostrou ainda uma bainha com células isodiamétricas que ndo se ligaram
a epiderme. O feixe possuiu floema bicolateral sem a formacdo do desenho tipico das
gramineas (ESAU, 1976).

No corte transversal da folha de café (Figura 6e), o parénquima pali¢cadico
mostrou-se constituido por uma unica camada de células logo abaixo da epiderme
adaxial das folhas, dispostas com seu eixo maior perpendicular a epiderme. Subsequente
ao pali¢ddico encontrou-se o parénquima lacunoso, composto por 7 a 8 camadas de
células dispostas ao acaso, com grandes espagos intercelulares.

Nos citros (Figura 6g) observou-se folha espessa de cuticula grossa com camada
de cera. O parénquima pali¢ddico compacto em duas camadas contrastou com o
parénquima esponjoso frouxo. O parénquima lacunoso, composto por 9 a 10 camadas
de células grandes, continha muito espago intercelular. Os feixes vasculares

apresentaram-se circundados por uma bainha de células parenquimaticas.
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Figura 6. Seccdes transversais de folhas de plantas ndo exposta ao flior (F) e expostas a maior
dose do elemento obtidas sob microscopia de luz: a - azevém sem exposi¢do ao F (barra = 25
pum) - parénquima clorofiliano com arranjo laxo; bainha do feixe com prolongamento até a
epiderme adaxial; b - azevém exposto a alta dose de F (barra = 30 um) - alteracdo nas células do
parénquima palicadico e lacunoso; epiderme pouco danificada; c - gladiolo ndo exposto ao F
(barra = 19 um) - parénquima clorofiliano com arranjo compacto e células com formas elipticas,
com parede larga paralela a epiderme; d - gladiolo exposto ao F (barra = 25 um), degeneracgao
celular (seta); desestruturagdo das células da bainha do feixe, modificag¢do na estrutura da parede
celular; e - café ndo exposto ao F (barra = 17 um) - com uma camada de parénquima pali¢adico;
parénquima clorofiliano disposto irregularmente; f - café exposto ao F (barra = 25 pm) -
degeneracdo citoplasmatica; acimulo de substancias fendlicas (seta); g - citros ndo exposto ao F
(barra = 19 pm) - parénquima palicddico formado por 8-10 camadas; parénquima lacunoso com
células maiores, que se tornam menores e mais compactadas préximo a epiderme abaxial; h -
citros exposto ao F (barra = 22) - alteracdo no parénquima pali¢iddico; afrouxamento do
parénquima lacunoso. Legenda - bainha do feixe (BF), parénquima pali¢adico (PP), parénquima
lacunoso (PL), xilema (X), floema (F)

28



HF (0,16 mol L)
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Os danos anatdomicos na lamina foliar de azevém exposto a maior dose de HF
consistiram em pequena perda no contorno celular, retracdo do parénquima lacunoso,
com alguma degeneracdo do citoplasma (Figura 6b). A exposicdo a menor dose de HF
para essa espécie ndo mostrou qualquer efeito aparente e os danos vistos em
microscopia para o azevém submetido a maior dose do dcido foram muito menores
comparados as outras espécies estudadas, principalmente do gladiolo e café, o que
confirmou sua tolerancia ao F.

Também no maior tratamento com HF as folhas de gladiolo apresentaram
células da regido vascular degeneradas com inicio de colapso, com desestruturacdo das
células da bainha do feixe, mostrando forma e tamanho alterados (Figura 6d). As células
apresentaram ainda modifica¢des na estrutura da parede celular, quando comparada as
células das plantas controle. Verificou-se que o arranjo entre as células tornou-se
frouxo, além de mostrar degeneragdo citoplasmdtica intensa e colapso de parede em
algumas células (seta), formando espagos vazios que ndo foram observados em plantas
controle.

Nas folhas do cafeeiro notou-se aumento na intensidade da coloragdo,
principalmente no citoplasma (Figura 6f). Tal fato sugere degeneracdo citoplasmaética
devido a oxidacdo de algumas substincias e ao actimulo de fendis. O F se deposita na
proximidade das terminacGes Xilemdticas, o que explica o acimulo de fendis nessa
regido (seta), devido a acdo do fon, e € interpretado como um mecanismo de defesa das
plantas (VAUGHN & DUKE, 1984), e ja foi relatado em outras espécies vegetais
também expostas ao F (CHAVES et al., 2002; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2007).
Além disso, o feixe vascular mostrou-se intensamente degenerado, com células do
floema e do xilema separadas, formando espagos que ndo foram observados nas plantas
controle. Notou-se, também, que ocorre separacdo entre as células do xilema, sugerindo
que a lamela média tenha sido degenerada.

Nas folhas de citros verificaram-se pequenas alteracdes no parénquima
palicddico (Figura 6h). Ndo se observou alteragdo do arranjo celular do parénquima
lacunoso, mas o citoplasma apareceu alterado, assim como no pali¢ddico. Ocorreu
separacdo entre algumas células devido a danos causados a lamela média responsavel
pela cimentag@o celular. Efeitos semelhantes na estrutura foliar foram encontrados por
FORNASIERO (2003) em plantas de H. perforatum, colocadas em diferentes distancias
(1 km, 0,2 km, 0,05 km e 2,5 km) de um p6lo emitente de F atmosférico.
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A perda de densidade e o afrouxamento do arranjo das células evidenciado pela
menor coloracdo dos tecidos parenquimdticos observados em plantas expostas a alta
dose de F, possivelmente estdo associados a disfun¢ido causada sobre o Ca na planta
(ALLMENDINGER, 1950; BEN ABDALLAH et al., 2006). Ainda, segundo esses
autores, o F absorvido pelo tecido foliar reage com o Ca da planta para formar CaF,,
cuja espécie quimica € relativamente insolivel. GARREC et al. (1974) demonstraram
que o gradiente normal de Ca®* na planta é interrompido quando elas sdo expostas 2
poluicdo ambiental por esse elemento, o que de acordo com WEINSTEIN & DAVISON
(2003) esta relacionado a capacidade do F em complexar o Ca®* da parede celular e da
lamela média. Desta forma, os sintomas caracteristicos da desordem causados pela
deficiéncia de Ca** induzida pelo F sdo a desintegracdo das paredes celulares e o
colapso dos tecidos.

Ainda, o célcio é essencial em processos fisioldgicos, como crescimento de
tecidos meristemdticos, percep¢do de luz, acdo de fitorreguladores e regulacdo
estomdtica (SANDERS et al., 2002), os quais possivelmente foram afetados de forma

indireta pela exposi¢do das plantas ao F atmosférico.

4.1.5 Microscopia eletronica de varredura

Com a microscopia eletronica de varredura observou-se que as plantas controle
de azevém apresentaram epiderme foliar formada por células alongadas e de tamanhos
varidveis (Figura 7a e 8a). Os estdmatos, em geral, formaram um arranjo linear paralelo
as células epidérmicas. Todas as células apresentaram-se integras e sem ornamentago
por cera. Os estdmatos se localizaram no mesmo nivel da epiderme. J4 nas folhas do
gladiolo a epiderme foliar se diferencia a do azevém (Figura 7c e 8c), por possuirem
tricomas tectores em forma de esfera pedunculada e estdmatos inseridos em cavidades
com contorno retangular a um nivel abaixo da epiderme. As células mostraram formas
variadas, sendo algumas elipticas e outras tendendo a retangulares. A ornamentacdo por
cera foi abundante nas células epidérmicas apresentando-se em forma de placas. A
distribuicdo dos estdmatos ocorreu ao acaso na epiderme.

Na epiderme foliar do cafeeiro das plantas controle as células apresentaram
forma irregular com contorno sinuoso (Figura 7e e 8e). A regido da juncao das células
formou sulcos que ressalta o contorno celular. Os estdmatos apareceram distribuidos ao

acaso e no mesmo nivel das células epidérmicas.
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Os citros também apresentaram células da epiderme foliar com forma varidvel e
contorno regular (Figura 7g e 8g). A porcdo central das células € mais elevada em
relacdo a regido da jungdo celular. A ornamentagdo por cera apresentou-se com
ondulagdo na parede celular. Os estomatos se apresentaram elevados em relagdo a

epiderme.
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura de folhas das plantas ndo expostas ao fldor (F) e
expostas a maior dose do elemento. a - azevém ndo exposto ao F (barra = 64 pm) - células
guarda e epiderme integras e estdmatos fechados; b - azevém exposto ao F (barra = 60 um) -
células guarda danificadas, maior deposi¢do de cera na epiderme (seta), estomatos fechados
(seta); ¢ — gladiolo ndo exposto ao F (barra = 48 um) - tricomas tectores abundantes localizados
em nivel inferior as células epidérmicas; estdmatos fechados; d - gladiolo exposto ao F (barra =
42 um) - sinuosidade das células epidérmicas (seta); severo aumento dos estdmatos, que ficaram
abertos; e -café ndo exposto ao F (barra = 37 um) - células epidérmicas com coritérios sinuosos
e estomatos integros fechados; f — café exposto ao F (barra = 35 um) - deformagao de células da
epiderme com estomatos abertos e danificados; g — citros ndo exposto ao F (barra = 35 pm) -
epiderme com ornamentagdo por cera; estomatos localizados em elevacdo e ostiolo protegido
por expansdo da parede e cuticula; h - citros exposto ao F (barra = 39 um) - maior sinuosidade
da epiderme refor¢o cuticular do ostiolo aberto e danificado .
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Figura 8. Microscopia eletronica de varredura de folhas de plantas ndo expostas ao fldor (F) e
expostas a maior dose do elemento. a - azevém nao exposto ao F (barra = 2 ym) - ostiolo
fechado; b - azevém exposto ao F (barra = 2,5 pm) - ostiolo permaneceram fechado; c -
gladiolo ndo exposto ao F (barra = 1,3 um) - deposicdo de cera em pequenas placas; d -
gladiolo exposto ao F (barra = 1,04 pm) - severo aumento da ornamentacdo por cera
epicuticular em placas verticais; e - café ndo exposto ao F (barra = 7 um) - reforgo cuticular
suberificado no ostiolo; f - café exposto ao F (barra = 5,5 um) refor¢o cuticular suberificado no
ostiolo aberto e danificado; g — citros ndo exposto ao F (barra = 2,1 um) - ostiolo com reforco
cuticular suberificado e ostiolo fechado; h - citros exposto ao F (barra = 1,8 um) - ostiolo com
refor¢o cuticular suberificado e ostiolo aberto.
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Em observagdes feitas em plantas de azevém tratadas com alta dose de HF,
verificou-se que a quantidade de cera na superficie foliar ficou mais proeminente devido
a pequena degeneracdo da parede celular, o que causou deformagdo na superficie (seta)
(Figura 7b), com pequena deformacdo das células guarda (Figura 8b), que mantiveram o
ostiolo fechado.

No gladiolo a degeneragdo das células da epiderme formou regides com depressio
(seta) onde ndo foi possivel visualizar a regido de limite entre as células (Figura 7d).
Esta degeneragdo provocou a deformag@o das células ao redor da cavidade. Os
estomatos ficaram abertos mostrando perda no controle de abertura e fechamento e
quando visto em detalhe, notou-se aumento da densidade das placas de cera epicuticular
(Figura 8d). No café, notou-se a mesma caracteristica, de degeneracdo da parede, o que
provocou a formagdo de regides deprimidas (seta), ndo observadas nas plantas controle
(Figura 7f). O ostiolo dos estdmatos também ficou aberto o que pode ter facilitado a
entrada de CO,, justificando o aumento da assimilacao nessas plantas (Figura 8f).

No citros ocorreu descamagdo da cera epicuticular provavelmente pela perda da
integridade dos tecidos foliares (Figura 7h). Este fato pode explicar a alteracdo que leva
as folhas de plantas sob a maior dose de F serem menos coridceas ao tato, pela perda da

rigidez (Figura 8h).

4.1.6 Producio de massa seca foliar

A producdo de massa seca das folhas de azevém ndo sofreu efeito significativo
entre o tratamento controle e o exposto as doses de HF (Figura 9a).

Por outro lado, o efeito das nebuliza¢cdes com HF causou reducio na producio
de matéria seca nas folhas de gladiolo ji4 na menor dose (0,04 mol L' de HF). Para as
plantas com maior concentracdo do F nas folhas a redugdo foi cerca de 25% com
relacdo ao controle ndo exposto ao F (Figura 9b). Para o café a reducdo foi de 36%, e
para essa espécie as plantas expostas a dose intermedidria de HF ndo diferiram
estatisticamente das plantas controle (Figura 9¢). No cafeeiro a queda na producio de
massa foliar ocorreu mesmo havendo aumento na assimilagdo de CO,, provavelmente
grande quantidade de carbono ndo foi utilizada para o desenvolvimento dessas plantas.
Supde-se que o carbono tenha sido desviado para alguma forma de composto fendlico
produzido pelas plantas diante do estresse, tais como antocianinas, fazendo com que o
aumento dessas substincias coincida com o aparecimento de folhas avermelhadas

(FORNASIERO et al., 2003). O citros nao apresentou alteracdo na producdo de massa
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seca das folhas com a presenca do F (Figura 9d). Nota-se que, sesgundo BREWER et al.
(1969), o efeito da acumulagdo gradual de F nas folhas de citros é mais prejudicial no

periodo de floracdo e producio de frutos.
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Figura 9. Efeito das doses de flior das folhas de azevém, gladiolo, café e citros 28 dias
ap6s o inicio da exposicdo ao HF em camara de nebulizagcdo. As médias seguidas por mesma letra
nas colunas, para cada dose, ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade, pelo teste de
Duncan.

4.1.7 Analise quimica de folhas e acimulo de nutrientes minerais

Os teores de nutrientes minerais nas folhas das plantas estudadas mostraram
poucas variacdes significativas em resposta a exposicio controlada ao F (Anexo I a IV).
Destacaram-se aumentos dos teores de Ca e Mg (25-40%) para o gladiolo e Ca (50%)
para a laranjeira com o aumento das doses de HF de 0,16 mol L' na cimara de
nebuliza¢do em relacdo aos tratamentos controles. No caso do citros, o incremento de

Ca foi acompanhado pela reduc@o no teor K (Tabela 4). Para o azevém e o café, ndo
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ocorreram variagdes que sugerissem variagdo no estado nutricional das plantas (Tabelas
1e3).

Diferencas no desenvolvimento e na produgdo das plantas, devido ao impacto da
poluicdo do ar, podem influenciar os niveis foliares de nutrientes através dos efeitos de
diluicdo ou concentracdo (KLUMPP et al., 2002). Assim, a andlise nutricional se
estendeu a estimativa do acimulo de nutrientes nas folhas das plantas.

Embora ndo tenha ocorrido aumento da produg¢do da massa seca foliar do
azevém (Item 4.1.6), verificou-se tendéncia de aumento nas plantas expostas ao F, o que
contribuiu para os efeitos significativos observados para o acimulo dos nutrientes, com
excecdo do Fe (Tabela 1). O fluoreto ndo € reconhecido como elemento essencial, mas
tem efeitos diretos e indiretos sobre o metabolismo da planta (MURRAY & WILSON,
1990), o que poderia explicar a maior fotossintese para essas plantas, uma vez que a A
ndo alterou com as doses de F (Figura 1). De forma contraria, a diminuicdo da producio
de massa seca das folhas de café determinou a redu¢fo no actimulo dos macronutrientes
e micronutrientes, com exce¢do para Cu, Fe e Mn (Tabela 3). Isto ocorreu mesmo com o
aumento da assimilagdo fotossintética, condutincia estomdtica e transpiracdo das
plantas (Figuras 2-4).

No caso do gladiolo e da laranjeira, verificaram-se aumentos no acimulo de Ca
nas folhas (Tabelas 2 e 4), cujos efeitos na producdo de massa seca das folhas foram
negativo ou nulo, respectivamente, em funcdo da exposicio ao F na cimara de
nebulizac¢do. Outros nutrientes, como N, P, Mg, S e B sofreram efeitos similares. Nédo se
identificou mecanismo especifico que pudesse explicar essas variacdes, embora haja
relatos na literatura que um dos fatores ligados a resisténcia de plantas ao F seja o
estado nutricional (ARNDT et al., 1995). Como exemplo, o aumento no contetido de Ca
pode ser um mecanismo de defesa da planta, que consiste na captura do fluoreto na
forma de CaF; insolivel, o que aponta para o papel deste elemento na desintoxicac¢do do
F (BEN ABDALLAH et al., 2006). Todavia, mesmo com o aumento dos teores do
acimulo de Ca nas folhas do gladiolo, este apareceu como mais sensivel a toxicidade do

F.
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Tabela 1. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de azevém em fun¢@o da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molL" mg/g de folha -------—------ceeec pg/g de folha --------------—--

0 866,7b 59,5b 252,776 129,2b  181,0b  754,5b 282,76  536,7b  2983,3 8504,5b  2868,5b  1231c
0,04 1123,2a  79,0a 318,0a  171,7a  233,7a  969,7a 461,2a 694,2a 3118,0 11404a 3853,8a  2985b
0,16 1261,2a  87,7a 325,7a 189,2a 254,0a 1030,7a 473,2a 713,2a  3485,3 12884a 3868,8a  8388a
Média 1083,7 75,42 298,83 163,42 2229 918,3 405,7 648,08 3195,5 10930 3530 4201
Teste F(")  14,02%%  11,41%% 4.45% 19,45%%  14,5%*%  16,22**  6,71% 8,01* 0,70™ 17,10%%  7,55% 91,41%*
CV, % 9,86 11,35 12,72 8,56 8,88 7,85 20,3 10,57 19,50 9,85 11,82 18,57

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.

Tabela 2. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de gladiolo em func¢io da exposi¢cdo das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molL" mg/g de folha ------------oee--- e pg/g de folha --------------—--

0 2239.5 88,5 333,77c  98,5b 109,2b 1379,5 2576,0b  430,0 3007,3 4318,0b  1390,0 191c
0,04 22445 98,7 453,0b 119,0ab  120,5ab 1413,3 3034,0b 4467 3103,5 5453,5ab  1487.,0 294b
0,16 2763,0 107,0 557,2a  138,0a 151,0a 1565,5 4910,0a  457,5 3125,0 6638,3a  1561,8 470a
Média 2415,7 98,2 448 118,5 126,9 14527 3506,7 444,7 3078,6 5469.,9 1479,60 3182
Teste F(')  3,24™ 1,63™ 20,45%*% 4,11* 4,10* 0,60™ 39,6%* 0,18  0,10™ 9,73%* 0,60™ 24,26%*
CV, % 10,88 15,16 11,04 16,44 16,81 17,54 11,20 14,69 12,88 13,60 15,06 18,04

(l)ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, respectivamente.
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Tabela 3. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de café em funcdo da exposic@o das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molL" mg/g de folha ---------------—- e pg/g de folha ----------—------

0 655,7a 27,5a 326,5a 99,2a 54,2a 7717, 7Ta 1906a 147 2959 5699 178a 232c
0,04 591,5a 23,00a 301,5a 97,2a 51,5a 585,0b 1905a 145 2744 5120 166a 558b
0,16 399,0b 19,75b 229,2b 59,0b 37,2b 554,0b 1054b 109 2310 3890 119b 574a
Média 548,7 23,42 285,7 85,17 47,7 638.,9 1621,9 134 2671 4903 154 455
Teste F(')  17,98%%  27,61%% 937 15,29%%  16,43%*%  10,69%* 5248+ 265" 1,95 247" 12,46%*  104,4%*
CV, % 11,48 6,33 11,54 21,74 9,44 11,60 8,37 19,67 17,70 23,95 11,47 8,31

(l) ns, ¥* e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, respectivamente.

Tabela 4. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de citros em fun¢do da exposi¢do das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molL" mg/g de folha ----------------—- pg/g de folha --------------—--

0 518,7 50,5 611,0c 134,7 82,2¢c 822,0b 2055b 181 2761 2096 580 330c
0,04 451,7 53,5 941,2b 139,7 122,5b  1127,5a 2171ab 193 2099 2441 598 637b
0,16 426,0 56,7 1312,7a  143,5 161,7a  1141,2a  2987a 207 2098 2037 609 1237a
Média 465,46 53,58 955 140,3 122,17  1030,2 2404 194 2319 2191 595 734.,8
Teste F(') 2,30™ 0,19™ 31,76%*%  0,02"™ 19,25%* 11,17** 1247" 1,38™ 217" 1,92™ 1,84™  51,1%*
CV, % 15,70 27,10 13,04 27,76 14,83 10,48 22,68 9,40 10,31 15,59 13,35 17,58

(l) ns, ¥* e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, respectivamente.
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O efeito do F atmosférico nas plantas foi pronunciado, com ocorréncia de
sintomas visuais da toxicidade nas folhas do gladiolo, bioindicadora sensivel, mesmo na
menor dose de HF (0,04 mol L"), e em citros e café na maior dose (0,16 mol L™).

Esses sintomas nas folhas foram reflexos das alteragdes ocorridas na fisiologia e
anatomia das plantas expostas ao F. Houve danos no sistema bioquimico da fotossintese
das plantas, possivelmente por inativacdo da rubisco, por ser ativada pelo Mg, elemento
que se liga facilmente ao F, formando MgF,, prejudicando a assimilacio de CO,
principalmente para o gladiolo. Também ocorreram alteragdes do tecido foliar, com perda
no contorno celular, retracdo do parénquima, degeneragdo do citoplasma, colapso das
células, danos a regido vascular e da bainha do feixe, conforme observado sob
microscopia de luz (item 4.1.4). Essas alteracdes foram associadas aos prejuizos
ocorridos sobre a estrutura dos estdmatos, observado na microscopia eletrdonica de
varredura (item 4.1.5) e que tiveram consequencias nas medidas de trocas gasosas, com
excecdo do azevém e do citros (item 4.1.2). No café ndo houve limitagdo estomética no
processo de fotossintese, € mesmo que tenha havido aumento na assimilacdo de CO;
durante o periodo de exposicdo ao F devido a maior condutincia estomatica, as plantas
apresentaram queda na producdo. Esses danos foram maiores nos tratamentos com a
maior dose do F (0,16 mol L'l).

Variagdes sobre os teores de nutrientes minerais ocorreram para todas as plantas
estudadas, com destaque para o aumento das concentracdes de Ca e Mg nas folhas,
principalmente para o gladiolo e citros, enquanto que o acimulo dos nutrientes variou
principalmente com o aumento ou diminui¢cdo da producdo de massa seca das folhas,

tendo efeito de dilui¢do ou concentragdo dos nutrientes.

4.1.8 Fldor no solo

Nao houve acréscimos de F no solo em funcdo das nebulizagdes com HF (Prob. F
> 0,05). O teor médio para amostras coletadas no inicio e no final do experimento foi de
22343 mg kg'1 de F. O solo normalmente ndo € uma fonte de niveis toxicos de F para a
maioria das plantas, uma vez que ocorre formacdo de complexos de Al com F
(WEINSTEIN & DAVISON, 2004). Essa formacdo de complexos aparece como
importante forma para atenuar os efeitos toxicos de Al sobre o desenvolvimento
radicular, uma vez que o AIF, apresenta menor fitotoxicidade as plantas do que Al*

(CAMERON et al., 1986; RAlJ, 2008).

42



4.2 Experimento II: Respostas de Variedades de Citros e Café a Exposicao ao Flior
Atmosférico
4.2.1 Teores de flior nas folhas

A determinag@o do teor de F nas folhas indicou aumento da concentragdo do ion
nas espécies estudadas, e esse aumento se deu em maior propor¢do quando comparado
aos teores obtidos nas plantas do Experimento I (Figura 1 e 10). Esse efeito deveu-se a
exposicdo das plantas ao ambiente contaminado por maior periodo, sendo conduzidas por
57 dias em casa de vegetacdo, ao contrdrio do experimento anterior que foi 28 dias,
mostrando o efeito acumulador do elemento no tecido foliar.

As variedades de café foram afetadas diferencialmente pelas doses de HF (Figura
10a, b), as maiores concentracdes ocorreram nas folhas velhas, com maior valor para a
variedade Apoatd, 455 mg kg'l, seguida de Obatd, 312 mg kg'l, e por udltimo Catuai, 205
mg kg'. Também, verificou-se interacdo entre espécies e doses para as plantas citricas
(Figura 10). As maiores concentracdes de F ocorreram, em sua totalidade, nas folhas
novas (Figura 10c), sendo o limoeiro o maior acumulador de F dentre as espécies citricas
utilizadas. Quando as espécies de citros foram nebulizadas com a maior dose, as
concentracoes nas folhas novas e velhas foram 243 mg kg'1 e 190 mg kg'l,
respectivamente (Figura 10c, d). Laranja e tangerina ndo apresentaram diferencgas
significativas na concentragdo de F nas folhas velhas, porém nas folhas novas a
tangerineira concentrou maior quantidade, 186 mg kg™, enquanto que na laranjeira foi
135 mg kg'l, mostrando menor acimulo dentre as espécies estudadas.

Comparando citros e cafeeiros quanto ao actimulo de F, os maiores teores do
elemento nas plantas de citros ocorreram nas folhas novas, enquanto que para as
variedades de café os maiores teores foram notados nas folhas velhas. Essa diferenca
pode ter ocorrido pela anatomia mais sensivel das folhas novas de citros, por terem menor
espessura e quantidade de cera nessa fase e se tornam mais resistentes a fatores externos
com a maturidade, ja as folhas novas de café niao diferem tanto na anatomia com a

maturidade, o que facilitou esse acimulo com as exposigdes.
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Figura 10. Teores de F nos tecidos vegetais de plantas de citros e café. As médias seguidas por
mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e maidscula na linha
para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

A quantidade de F acumulado e o grau de injuiria nos tecidos podem variar com a
idade da folha (SILVA et al., 2000), tempo de exposi¢do e capacidade de absorcdo da
espécie (VIKE, 1999). Segundo COULTER et al. (1985), o F se acumula nos tecidos na
forma soldvel e inorgdnica (F’), causando lesdes quando altas concentracdes sao
atingidas, sendo, portanto, um poluente de natureza cumulativa. Segundo WEINSTEIN &
DAVISON (2004), teores de F no tecido foliar ao redor de 5-10 mg kg™ sdo considerados

comuns, dada a quantidade natural de F que ocorre na atmosfera.
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Essa diferenca de teores de F nas plantas, expostas por um mesmo periodo de
tempo e com a mesma concentragdo no ambiente contaminado, estd relacionada a fatores
morfologicos (pubescéncia e cerosidade) e fisioldgicos (maior ou menor condutincia
estomdtica) que facilitam ou nao a absor¢cdo do fon (JACOBSON et al.,, 1996). A
quantidade de F acumulada pelas plantas e a severidade dos danos provocados por esse
poluente depende, dentre outros fatores, da suscetibilidade geneticamente determinada,
de fatores climdticos e edéficos, da interacdo entre poluentes, tempo de exposicdo e do
estddio de desenvolvimento da planta (TRESHOW & ANDERSON 1989). A influéncia
desses fatores entre as espécies analisadas, principalmente quanto a suscetibilidade
genética foi evidenciada, pois o comportamento das variedades foi diferente tanto em
relacdo aos sintomas quanto a quantidade de F acumulada. Nao somente espécies, mas

variedades ou cultivares de uma mesma espécie apresentam diferencas quanto ao grau de

susceptibilidade ao F (WEINSTEIN, 1977; OLIVA & FIGUEIREDO, 2005).

4.2.2 Trocas gasosas

A assimilacio de CO, (A) para as plantas de café mostrou diferengas entre
variedades estudadas nos dois periodos avaliados. Os valores de A nas plantas controle
foram similares a faixa de variacdo para cafeeiros, que estd entre 2,5 pmol m>s'a6
umol m™ s™' (ALFONSI et al., 2005). A variedade Apoati apresentou o menor valor de A
quando as plantas ndo foram expostas ao F, porém foi a tnica variedade que nio sofreu
efeito da exposi¢do ao F em qualquer dos periodos de avaliacdo (Tabela 5). O cafeeiro
Obatd demonstrou redu¢do em A quando submetido a nebulizacio com F nas duas
avaliacdes do dia em relagcdo ao controle, com reducdo de 42% e 22% nos periodos da
manha e da tarde, respectivamente (Tabela 5). O cafeeiro Catuai mostrou reducio de 50%
em A pela manhd, naquelas nebulizadas com a maior dose de HF, enquanto que no
periodo da tarde ndo houve efeito do tratamento para essa variedade (Tabela 5). O
incremento da concentragdo de F nas folhas das variedades de café estudadas foi
correspondente as doses de HF aplicadas, que teve esse efeito refletido pela queda na
fotossintese e consequente reducdo na producdo das plantas com o aumento das doses

(item 5.2.7).
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Tabela 5. Efeito da nebulizagdo com HF na assimila¢do de CO, em variedades de café em dois
periodos do dia: Obatd, Catuai e Apoata.

Obatd Catuai Apoatd (1

Doses de HF Assimilacio de CO 0 Média

molL!' umol T ——
Manha
0 5,50 a A 5,82aA 4,59 B 4,90
0,04 496b A 473b A 420 B 4,07
0,16 3,18cB 2,89 cB 430 A 3,84
Média 4,55 4,48 4,03 -
Teste F
Variedade (V) 4,87*
Dose (D) 22,68**
VxD 28,12%*
Tarde

0 5,63aA 6,40 A 340 B 6,37
0,04 454b A 6,05 A 3,06 B 5,76
0,16 438b B 6,30 A 3,11 C 6,16
Média 4,85 6,26 3,19 -
Teste F
Variedade (V) 21045%*
Dose (D) 0,88™
VxD 11,01 **

(") ns, *#* e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5% pelo teste de Duncan, respectivamente.
As médias seguidas por mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e
maidscula na linha para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

As espécies citricas apresentaram diferencas sobre a varidvel A na presenca do HF
somente nas medigdes realizadas durante a manhd (Tabela 6), cujos valores se
apresentaram similares a faixa de varia¢do constante na literatura para citros, 8 pmol m*
stal2 pmol m~ s (RIBEIRO et al., 2007). Na auséncia de HF, as plantas de laranja e
de limao apresentaram valores médios similares de A pela manha, e menores do que
aqueles observados para a tangerineira. A laranjeira ndo apresentou efeito sobre A no
periodo da manha, ja no periodo da tarde a queda foi de 55% nas plantas sob a maior dose
de HF (Tabela 6). O limoeiro apresentou maior valor de A nas plantas ndo expostas ao F
nos dois periodos avaliados, com redu¢@o de 23% nas plantas expostas a maior dose. Ja
no periodo da tarde a reducdo em A foi de 16% na dose intermedidria e 14% na maior
dose de HF (Tabela 6). As plantas de tangerina mostraram redu¢do em A nas duas
avaliacdes do dia, de 28% e 25%, nos periodos manha e tarde, respectivamente (Tabela
6). No periodo da tarde, a exposicdo a menor dose de HF foi suficiente para promover
reducdo de A nas trés espécies, porém mais expressivo para a laranjeira e limoeiro. A

concentracdo de F nas folhas das espécies citricas foi crescente e de acordo com a dose
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nebulizada nas plantas (item 4.2.1), tendo como consequencia alteracdes em A,
principalmente para o limoeiro que apresentou queda na produg¢do nas plantas

nebulizadas com a maior dose de HF (item 4.2.7)

Tabela 6. Efeito da nebulizagio com HF na assimilagido de CO, em espécies de citros em dois
periodos do dia: laranja, limdo e tangerina.

Laranja Limio Tangerina

Doses de HF Assimilagiio de CO, 0 Média

molL" umol R R —
Manha
0 10,59 B 11,40 a A 11,22 a A 11,07
0,04 10,91 A 9,40b B 9,37b B 9,89
0,16 10,27 A 8,76 c B 8,03cB 9,02
Média 10,69 10,02 9,54 -
Teste F
Variedade (V) 3,72%
Dose (D) 9,47%*
VxD 17,22%*
Tarde

0 4,64 9,84 791 7,46 a
0,04 2,55 8,28 5,73 5,52b
0,16 2,07 8,51 5,90 549 b
Média 3,08 C 8,88 A 6,51 B -
Teste F
Variedade (V) 479,29%%*
Dose (D) 71,98%*
VxD 2,06™

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5% pelo teste de Duncan, respectivamente.
As médias seguidas por mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e
maidscula na linha para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Houve interacdo nos dois periodos para a varidvel g nas plantas de café. A
variedade Obatd apresentou maior g nas plantas controle, e foi também a que mais sofreu
reducdo com o aumento das doses de HF, em 75% pela manha, e 17% a tarde (Tabela 7).
J4 para a Catuai houve relagdo inversa entre essas varidveis pela manhd, enquanto A
reduziu, g teve acréscimo de 50% na maior dose de HF pela manhi e reducdo de 24% a
tarde (Tabela 7). A Apoatd apresentou reducio nos dois periodos avaliados, de 33% pela

manha e 40% a tarde (Tabela 7).
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Tabela 7. Efeito da nebulizagdo com HF na condutincia estomética (g;) em variedades de café
dois periodos do dia: Obatd, Catuai, Apoata.

Obata Catuai Apoatd

Doses de HF Condutancia estomética (') Média

molL" et L T —
Manha
0 0,130a A 0,030 c C 0,050 aB 0,070
0,04 0,060b A 0,040b B 0,040 a B 0,050
0,16 0,032 ¢cB 0,060 a A 0,030b B 0,040
Média 0,078 0,044 0,040 -
Teste F
Variedade (V) 139,21 %%*
Dose (D) 140,12%%*
VxD 158,82%%*
Tarde

0 0,060 a B 0,070b B 0,091 a A 0,046
0,04 0,050b C 0,092 a A 0,060b B 0,067
0,16 0,050b C 0,070b A 0,061 b B 0,060
Média 0,050 0,070 0,07 -
Teste F
Variedade (V) 206,2%*
Dose (D) 52,25%%
VxD 9,71%*

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5% pelo teste de Duncan, respectivamente.
As médias seguidas por mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e
maidscula na linha para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Houve interacdo sobre g, para as variedades de citros nos dois periodos avaliados.
As plantas controle de laranjeira e limoeiro mostraram valor médio 34% maior que o da
tangerineira, 0,135 mol m” s das primeiras e 0,089 mol m? s das plantas de tangerina
no periodo da manha (Tabela 8). Esse efeito pode ter relagdo com o acimulo de F nas
folhas dessas plantas, facilitando a absor¢do do elemento nas folhas (Tabela 8). No
periodo da tarde, o aumento das doses de HF causou queda de 50% em g, para as plantas
de laranja e limdo, apresentando a mesma tendéncia que A (Tabela 8). A tangerina

aumentou 38% o valor de g, pela manha, e reduziu 33% esse valor a tarde (Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito da nebulizacdo com HF na Conduténcia estomdtica (gs;) em espécies de citros
dois periodos do dia: laranja, limio e tangerina.

Doses de HF Laranja = Limﬁo T Tangerina Média
Condutancia Estomatica (')
mollL" e It I —
Manha
0 0,142 A 0,129 A 0,089 aB 0,121
0,04 0,131 A 0,129 A 0,102b A 0,121
0,16 0,121 A 0,123 A 0,134b A 0,125
Média 0,131 0,127 0,069 -
Teste F
Variedade (V) 5,63%
Dose (D) 0,33™
VxD 3,97*
Tarde

0 0,040 a C 0,123a A 0,091 aB 0,840
0,04 0,029b B 0,064b A 0,058b A 0,051
0,16 0,021 ¢ B 0,060b A 0,059b A 0,047
Média 0,030 0,082 0,07 -
Teste F
Variedade (V) 247,14**
Dose (D) 140,47 **
VxD 20,53%*

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5% pelo teste de Duncan, respectivamente.
As médias seguidas por mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e
maidscula na linha para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Para as variedades de café, a transpiracdo nas plantas controle foi maior para a
variedade Catuai nos dois periodos avaliados do dia. Catuai e Obata tiveram redugdo em
E de 34% e 40%, respectivamente, pela manha com o aumento das doses de HF, e de
26% e 21% no periodo da tarde (Tabela 9). No cafeeiro Apoata o valor de E foi reduzido
em 28% no periodo da manha nas plantas expostas a concentragdo de 0,16 mol L' de HF,

nao tendo efeito significativo a tarde (Tabela 9).
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Tabela 9. Efeito da nebulizagdo com HF na Transpiragdo (E) em variedades de café dois
periodos do dia: Obatd, Catuai, Apoata.

Doses de HF Obata Ca'ltuali T Apoata Média
Transpiragdo ()
mollL" T L T —
Manha
0 1,28 aB 1,48 a A 1,10aC 0,110
0,04 0,74b B 1,45a A 1,17 a AB 0,130
0,16 0,78b B 0,98b A 0,84 b B 1,020
Média 0,93 1,29 1,03 -
Teste F 12,61%*
Variedade (V) 16,23**
Dose (D) 1,56™
VxD 16,32%*
Tarde

0 1,60 aB 2,19a A 1,20 B 1,66
0,04 1,20b B 1,75b A 1,23 B 1,39
0,16 1,26 b B 1,62b A 1,15B 1,34
Média 1,36 1,85 1,19 -
Teste F 17,32%%
Variedade (V) 50,19%%*
Dose (D) 4,78%*
VxD 7,15%*

(" ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5% pelo teste de Duncan, respectivamente. As médias
seguidas por mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e maidscula na
linha para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

As trés espécies de citros nao foram afetadas diferencialmente pelas doses de HF no
periodo da manha. Houve aumento da transpiracdo nas plantas expostas a maior
concentracdo de HF (Tabela 10). No entanto, a tarde ocorreu interacdo entre espécie e
dose e observou-se reducdo de E nas plantas expostas ao maior nivel de contaminacao
por F para as trés espécies (Tabela 10). Essa reducdo no periodo da tarde pode ser devido
ao fechamento estomatico nas horas mais quentes do dia, para evitar perda excessiva de
dgua pela planta, ji que o F ndo afetou o metabolismo dessas plantas (MACHADO et al.,
2007).
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Tabela 10. Efeito da nebuliza¢do com HF na transpiracio (E) em espécies de citros dois
periodos do dia: laranja, limdo e tangerina.

Doses de HF Laranja Lir'nﬁo~ : Tangerina Média
Transpiragdo ()
mollL" mmol m~ s oo
Manha
0 1,52 1,18 1,41 1,37b
0,04 2,68 3,22 2,54 2,81 a
0,16 4,58 2,58 3,23 346 a
Média 2,93A 2,33A 2,39A -
Teste F
Variedade (V) 0,43™
Dose (D) 9,16%*
VxD 1,17™
Tarde

0 1,26 aB 3,07aA 236 a A 1,37
0,04 0,89b B 1,95b A 0,69 cC 1,18
0,16 0,76 b C 1,88 b A 1,09b B 124
Média 0,970 2,30 1,38 -
Teste F
Variedade (V) 305,95%**
Dose (D) 229,16%*
VxD 25,53 %%

(") ns, *#* e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5% pelo teste de Duncan, respectivamente.
As médias seguidas por mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e
maidscula na linha para variedade, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Assim como no Experimento I, o tratamento com F no Experimento II nao
apresentou efeito sobre os parametros de fluorescéncia da clorofila nas plantas café e
citros, com valores de F,/F, de 0,86+0,03. Portanto, o sistema fotoquimico da
fotossintese ndo foi afetado nessas plantas.

Como ja reportado no experimento I os efeitos do F sobre as trocas gasosas estio
diretamente ligados aos sintomas visuais, e os prejuizos a fotossintese sdo proporcionais a
lesdo que as plantas apresentam principalmente em funcdo do decréscimo da drea
fotossinteticamente ativa e também da acdo do F na biossintese de pigmentos
fotossintéticos, o que estd diretamente relacionado com a concentracdo da enzima
carboxilase, que pode limitar a fotossintese quando sua acao € interrompida.

Diferentes comportamentos para as varidveis de trocas gasosas também foram
documentadas entre variedades/espécies de plantas quando expostas a outros
contaminantes atmosféricos, como 0zonio (O3) (EISSENSTAT et al., 1991; IGLESIAS et
al., 2006; SODA et al., 2000), diéxido de enxofre (SO;) (OLSZYK et al., 1990), além de

outros fatores abidticos que causam estresse em plantas, como salino (LLOYD et al.,
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1989), hidrico (CERQUEIRA et al., 2004) e por excesso de aluminio (KONRAD et al.,
2005).

Apesar de limitado os estudos varietais perante a contaminacdo com F, os
resultados desse trabalho apontaram para a maior sensibilidade do limoeiro e do café
Obatd dentre as espécies e variedades estudadas, pois se mostraram mais susceptiveis aos
danos causados pelo F.

A tnica espécie de citros que apresentou sintomas visuais € menor producdo de
massa seca de folhas com a exposi¢do ao F foi o limoeiro, a qual também apresentou
menores valores de A com aumento das doses de HF nos dois periodos avaliados, além de
aparente reducdo no nimero de cloroplastos e colapso celular.

O café Obata, apesar de ndo ter apresentado sintomas visuais com a exposi¢cdo ao F
nesse Experimento, foi a variedade que mostrou maior reducdo de A com aumento das
doses de HF, com maior acimulo de material fendlico no parénquima palicddico, colapso
celular, alteracdo no formato dos cloroplastos e do citoplasma das células (visto em
microscopio de luz e MET; itens 4.2.4 e 4.2.5), comprovando o estresse que as plantas
sofreram, o que pode ter contribuido para maximizar o dano ao sistema fotossintético
dessas plantas. Alteragdes no formato dos cloroplastos também foram observados por
WEI & MILLER (1972) e SANT’ANNA-SANTOS et al. (2006) em plantas expostas a
contaminacdo por F. Segundo MILLER (1993), os cloroplastos sdo as organelas mais
acumuladoras de fluoreto e tem sido citadas como as mais afetadas pela acdo do poluente.
PARRY et al. (1984) mostraram que concentragdes de 200 mg kg'1 de F no tecido foliar,
resultaram em inibicdo da acdo da rubisco, por reagir com metais ativadores da enzima,
como o Mg, Mn, Co e Ni (NILSSON & BRADEN, 1983).

E provivel que plantas resistentes ou tolerantes a estresses abiticos tenham
capacidade de manter a integridade do sistema metabdlico sem danos (TAYLOR &
TINGEY, 1982). Assim aquelas adaptadas ao estresse devem possuir estrutura genética
que confira homeostase suficiente para compensar efeitos da poluicdo no metabolismo,
ou seja, as plantas teriam sistemas metabdlicos com grande seguranga operacional em
termos de energia ou capacidade enzimdtica para manter a integridade e equilibrio
fisiolégico e anatdmico. Sendo assim plantas que possuem elevada flexibilidade
metabdlica para se manter em condi¢des extremas teriam maior capacidade para mitigar o

rompimento do metabolismo induzida por fatores abidticos (WILSON, 1995).
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4.2.3 Sintomas visuais da toxicidade de flior

Ap6s trés semanas de nebulizacdes, as plantas de limdo nebulizadas com a maior
dose de HF manifestaram clorose na regiio marginal das folhas novas, que se tornaram
mais tenras e a medida que eram expostas ao ambiente contaminado, os sintomas
progrediram para necrose, de coloracao palha, e apds alguns dias causava abscisao foliar,
o que pode ser um mecanismo de defesa da planta ao acimulo de F (Figura 11a-d).
Sintomas similares foram observados por SILVA et al. (2000) em Gallesia gorazema,
Genipa americana, Joannesia princeps, Peltophorum dubium e Spondia dulcis e por
SANT’ ANNA-SANTOS et al. (2007) em Magnolia ovata.

Das espécies citricas estudadas nesse experimento o lim@o se mostrou a mais
sensivel ao F, por ter sido a dnica a manifestar sintomas visuais em folhas em
desenvolvimento, e por ter apresentado queda na producdo de massa seca da parte aérea

nas plantas nebulizadas com a maior dose de HF, além de ter sido a espécie com maior

concentracdo e acimulo de F nas folhas (item 4.2.1).

Figura 11. Sintomas visuais em folhas de gladiolo e limdo em decorréncia das
nebulizacdes com alta dose de HF, iniciando do ponteiro das folhas em gladiolo (a) (barra
= 0,2 cm), e progredindo para o interior da folha (b-e) (barra = 0,4 cm). No citros
iniciando-se das margens foliares (e) (barra = 0,2), e progredindo para o interior da folha
(f-1) (barra = 0,3).

4.2.4 Microscopia de luz

A coloracgdo verde conferida pelo azul de toluidina no corte transversal do café
Obata (seta) provavelmente seja conseqiiéncia da ruptura da membrana vacuolar e
liberacdo de compostos fendlicos, seguida de intensidade da coloracdo e degradacdo do
citoplasma observado ao microscépio de luz (ZOBEL & NIGHSWANDER, 1991)
(Figura 12b), efeitos esses também observados para essa mesma espécie no Experimento
I. O F provavelmente depositou-se na proximidade das terminacdes xilematicas, o que

explica o acimulo de fendis nessa regido, e sugere a ocorréncia de um mecanismo de
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defesa das plantas (VAUGHN & DUKE, 1984; CHAVES et al., 2002; SANT  ANNA-
SANTOS et al., 2007). No café Catuai observou-se compactacdo das células do floema e
do xilema, alterando o formato da bainha do feixe. Houve espacos entre células, que
provavelmente caracterizam danos a parede celular e a lamela média (Figura 12d). No
café Apoati observou-se aumento nos espagos intercelulares do parénquima lacunoso em
comparagdo com as plantas controle. As células do floema perderam o formato
arredondado, ficando mais angulosas e as células do xilema ficaram degeneradas (Figura
12f).

O F ocasionou danos nas células epidérmicas nas espécies de citros avaliadas,
além de alteragdes micromorfolégicas na ldmina foliar, mesmo nas plantas que ndo
manifestaram sintomas visuais, ou queda na massa seca de folhas. Na laranjeira
observou-se pequena alteracdo no parénquima palicddico e lacunoso, com pequena perda
na coloracdo, indicando degenerag@o no citoplasma (Figura 13b). No limoeiro, além de
alterac@o nas células do parénquima pali¢cddico, houve degeneracdo das células do xilema
e do floema, o que provocou a formacdo de angulo nessas células, perdendo o contorno
circular, dando aspecto de células compactadas (Figura 13d). Na tangerineira verificou-se
pequena degeneracdo das células vasculares, com formatos alterados das células da
bainha do feixe, mostrando alguma desestruturacdo da parede celular (Figura 13f). Tais
alteracdes provavelmente foram relacionadas com pontos de baixa resisténcia na parede
celular, causado pela presenca do F, o que poderia justificar os danos causados em todas

as espécies estudadas.
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Figura 12. Sec¢des transversais de folhas de plantas ndo exposta ao fldor (F) e expostas a
maior dose do elemento obtidas sob microscopia de luz: a - Obatd ndo exposto ao fldor
(F) (barra = 18 um) - parénquima lacunoso com arranjo laxo; b - Obata sob F (barra = 19
pum) - conteddo fendlico no tecido celular do parénquima palicddico; ¢ - Catuai sem F
(barra = 19 um) - parénquima lacunoso com 8-10 camadas; d - Catuai sob F (barra = 20
um) compactacao das células do floema e do xilema; e - Apoatd sem F (barra =17 pm) -
com trés camadas de parénquima pali¢ddico préximo a epiderme adaxial; parénquima
clorofiliano disposto irregularmente, e se compacta nas cinco ultimas camadas; f - Apoata
Sob F (barra = 19 um) aumento nos espagos intercelulares do parénquima lacunoso.
Legenda: parénquima palicddico (PP); parénquima lacunoso (PL).
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Figura 13. Sec¢des transversais de folhas de plantas ndo exposta ao flior (F) e expostas a
maior dose do elemento obtidas sob microscopia de luz: a - laranja sem fldor (barra = 18
um) - folha espessa, cuticula grossa; b - laranja com flior (barra = 22 pm) - altera¢do no
parénquima palicddico e lacunoso; ¢ - limdo sem fldor (barra = 19 um) parénquima
palicddico formado por 8-10 camadas; parénquima lacunoso com células maiores, que se
tornam menores e mais compactadas préximo a epiderme abaxial; d - limdo com fldor
(barra = 20 pm) compactacdo das células do floema e do xilema; e - tangerina sem fldor
(barra = 20 um) - com 3 camadas de parénquima pali¢ddico préximo a epiderme adaxial;
parénquima clorofiliano disposto irregularmente, € se compacta nas tltimas camadas; f -
tangerina com fldor (barra = 23 um) colapso das células vasculares. Legenda:
parénquima pali¢ddico (PP); parénquima lacunoso (PL).
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HF (0,16 mol L")

Controle (sem HF)

 Tangerina

58



4.2.5 Microscopia eletronica de varredura

Quando as plantas de café Obatd foram expostas a maior dose de HF,
apresentaram degeneracdo das células da epiderme préximas aos estdmatos o que deixou
a epiderme nessa regido com aspecto enrugado. Houve deformacdo do ostiolo, que
permaneceu aberto (Figura 14b). Os mesmos danos foram observados para os cafeeiros
Catuai e Apoatd, cujas células dos estdbmatos se danificaram, e permaneceram abertos
(Figura 144, 1).

Na laranjeira houve alteragdes no contorno do ostiolo dos estdmatos, que também
ficaram abertos apds a longa exposi¢do ao F (Figura 15b). J4 no limoeiro e na
tangerineira, os ostiolos mantiveram-se fechado, com deformacdo das células da
epiderme e consequentemente dos estomatos (Figura 15d, f). A tangerineira mostrou
pequenos danos a epiderme, com pequena deformacio nos estomatos.

Dos danos observados nas espécies tratadas, o estdmato foi uma das estruturas
foliares mais prejudicadas, talvez pelo fato de ser a via de absor¢do de F pelas plantas

nessas condi¢des de exposicao.
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Figura 14. Microscopia eletronica de varredura de folhas das plantas ndo expostas ao
flior (F) e expostas a maior dose do elemento. a - Obata sem fldor (barra = 3,14 um) -
ostiolo fechado. b - Obata com fldor (barra = 1 um) - refor¢o danificagdo a epiderme,
ostiolo aberto; ¢ - Catuai sem flior (barra = 1,2 pum) - uniformidade da epiderme; d -
Catuai com flior (barra = 1,6 pum) - estobmato danificado e aberto; e - Apoatd sem flior
(barra = 1,8 um) - ostiolo totalmente fechado; f - Apoata com flior (barra = 2,1 pum) -
total abertura estomatica.
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Controle (sem HF) HF (0,16 mol L)
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Figura 15. Microscopia eletronica de varredura de folhas das plantas ndo expostas ao
flior (F) e expostas a maior dose do elemento. a - laranja sem fldor (barra = 5,2 um) -
epiderme uniforme, ostiolo fechado; b - laranja com fldor (barra = 4,8 um) - epiderme
alterada, ostiolo com formato irregular e aberto; ¢ - limdo sem fldor (barra = 4,6 um) -
uniformidade da das células do estomato; d - limao com fldor (barra = 4,7 pum) - estdbmato
totalmente fechado; e - tangerina sem flior (barra = 3,9 um) - ostiolo fechado; f -
tangerina com fldor (barra = 5,6 um) - escamagdo da epiderme e degeneracdo do
estdmato.
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Laranja
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4.2.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

As observacgdes feitas nas cultivares de café demonstraram que na variedade
Obata as paredes celulares apareceram mais delgadas e deformadas (seta), os cloroplastos
e o citoplasma apresentaram aspecto senescente, com menor tamanho, e coloragdo mais
escura, sugerindo oxidag@o dessa estrutura, além de graos de amido volumosos. A lamela
média, embora ainda visivel, ficou fragmentada, com algumas partes seccionadas (Figura
16b). No café Catuai os cloroplastos estavam com tamanho reduzido, com aspecto
deformado (seta). As células mostraram degradacdo da lamela média. Os tilac6ides
mostraram-se alterados perdendo a organiza¢do dos grana que se tornaram sinuosos €
esparsos. A parede celular se tornou elétron-densa e com aspecto granulado (Figura 16d).
No Apoatd foi observada pequena alteracdo na parede celular, com cloroplastos mais
escurecidos (Figura 16f).

No citros, a laranjeira apresentou células pequenas e arredondadas, com grande
nimero de cloroplastos em suas extremidades, com grdos de amido volumosos (Figura
17a). A parede celular da folha do limoeiro mostrou-se espessa e com formato alongado e
citoplasma uniforme (Figura 17c). As células da tangerineira mostraram-se semelhantes
as do limoeiro, também com parede celular espessa, e grande nimero de cloroplastos
periféricos (Figura 17¢). A laranjeira apresentou degeneracdo das paredes celulares, com
algumas reentrincias (seta) e o citoplasma mostrou-se alterado (Figura 17b). Houve
aparente reducdo no nimero de cloroplastos nas células do limoeiro, além de parede
celular mais delgada, com formato ondulado em algumas regides (seta) (Figura 17d). Na
tangerineira observou-se parede celular mais delgada, além da lamela média seccionada

(seta) (Figura 17f).
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Figura 16. Microscopia eletronica de transmiss@o de plantas de café. a - Obata sem fldor
(barra = 6,75 um) - tonoplasto uniforme; b - Obati com flior (barra = 5,7 um) - pequena
alteracdo na parede celular (—); ¢ - Catuai sem fldor (barra = 6 um) - parede celular
integra de formato arredondada; d - Catuai com fldor (barra = 7,5 pm); cloroplastos com
aspecto senescente (—), de menor tamanho e grdos de amido maiores; e - Apoatd sem
fldor (barra = 6,9 um) - cloroplastos com grdos de amido de formato lenticular; f -
Apoatd com fldor (barra = 6,5 um) - deformacio da parede celular, degradacdo da lamela
média.
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Controle (sem HF) HF (0,16 mol L)

Obata

Apoata
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Figura 17. Microscopia eletronica de transmissdo de plantas de citros. a: laranja sem
fldor (barra = 8 um) - células pequenas e arredondadas, numerosos cloroplastos; b -
laranja com fldor (barra = 5,5 pm) - reentrancias na parede celular (—); ¢ - limdo sem
fldor (barra = 5,8 pum) - parede celular espessa de formato alongado, citoplasma
uniforme; d - limdo com fldor (barra = 5,9 um) - aparente redug¢do do nimero de
cloroplastos, parede celular delgada, com reentrancias (—) e -tangerina sem fldor (barra
= 5,4 um) - numerosos cloroplastos periféricos; f - tangerina com flior (barra = 6 um) -
lamela média seccionada (—).
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Controle (sem HF) HF (0,16 mol L)

Tangerina
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O cloroplasto é a organela que mais acumula fluoreto e tem sido citada como a
mais afetada pela acdo do F (BUSTAMANTE et al., 1993). Altera¢des no formato dos
cloroplastos foram também citadas por WEI & MILLER (1972) em Glycine max. O
aumento no volume dos graos de amido nos cloroplastos de plantas de S. dulcis também
ocorreu em resposta a chuva acida com F (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006). A
ocorréncia de células com quantidades anormais de amido esta relacionada com o efeito
inibidor de poluentes sobre a translocacdo de carboidratos das folhas para as raizes,
causando acimulos de grdos de amido nos cloroplastos (RENNENBERG et al., 1996;
SODA et al., 2000). Alteracdes na particio de carbono também fazem com que haja
desequilibrio da relagdo parte aérea raiz (GRULKE & BALDUMAN, 1999).

A parede celular das células das plantas foi um dos componentes mais afetados
pelo F. Devido a abundancia de &cidos ur0nicos ionizdveis presentes nas paredes
celulares, estas normalmente possuem cargas negativas (BRETT & WALDRON, 1990).
O principal cition associado a estas cargas negativas € o cdlcio, que pode ser deslocado
pelo F ocorrendo como resultado um acimulo de CaF, além de modificagdes estruturais
na parede das células. Com a formacdo de CaF, ocorre a liberag@o de sitios de fixacdo de
cédlcio e uma consequente deficiéncia desse ion, fisiologicamente ativo nos tecidos,

tornando as paredes frageis e propensas ao colapso (GARREC & CHOPIN, 1982).

4.2.7 Producao de massa seca foliar

A produg@o de massa seca das plantas diminuiu com a exposi¢do ao F nas trés
variedades de café e no limoeiro, enquanto para as outras espécies citricas ndao houve
efeito dos tratamentos. As plantas foram expostas ao F por um periodo maior comparado
ao Experimento I, e mesmo no tratamento controle, elas apresentaram menor producio de
massa das folhas no Experimento II, devido, provavelmente, as menores temperaturas,
méaxima e minima, durante a conduc¢do do experimento, o que fez diminuir o metabolismo
das plantas, desacelerando o desenvolvimento delas. Efeitos semelhantes foram
observados no café Catuai e no Apoatd, que reduziram a producdo em 25% e 28%,
respectivamente, com a primeira dose, comparado as plantas controle (Tabela 11).

No limoeiro e no cafeeiro Obati essa menor producio de massa seca foliar se deu
com os tratamentos de maior dose, com reducdo de 23% e 24%, respectivamente (Tabelas
11 e 12). BREWER et al. (1969) mostraram que exposi¢des continuas de drvores de
limoeiro Lisboa ao gds HF resultou em retardo no crescimento, além de redugdo da drea

fotossinteticamente ativa, devido a necroses € menor tamanho das folhas, com aumento
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na queda delas, o que afetou a fotossintese dessas plantas. Ainda, vdrias alteracdes
metabdlicas podem estar associadas ao efeito inibitério de fluoreto sobre o crescimento
de plantas (YANG & MILLER, 1963). O F reduz o nimero de ribossomos e danifica a
estrutura das proteinas ribossomais, com prejuizo para a sintese de proteina e,
consequentemente, para o processo de crescimento (CHANG, 1973). O fluoreto interfere
também na sintese de polissacarideos da parede celular, particularmente pela inibicdo da
conversdo da glicose-6-fosfato a glicose-1-fosfato, o que altera sua estrutura,
prejudicando o crescimento da planta (CHUNG & NICKERSON, 1954).

As plantas de laranja e tangerina nio apresentaram efeito significativo na
producdo de massa seca, sugerindo maior tolerancia dessas espécies ao F. Por outro lado,
as plantas de azevém mostraram uma tendéncia em aumentar a producdo de massa seca
com o aumento das doses de HF, efeitos semelhantes foram encontrados por OLIVA &
FIGUEIREDO (1994) para o capim-colonido e o capim-rhodes nebulizado com 10 g m™
de F. O fluoreto ndo é reconhecido como elemento essencial, mas tem efeitos favoraveis
diretos e indiretos sobre o metabolismo da planta (MURRAY & WILSON, 1990).
Evidéncias tém mostrado que a exposicdo de plantas a baixas concentracdes de F
estimula o seu crescimento (BUNCE, 1985). Ainda segundo esse autor, a exposi¢dao de
plantas a baixas concentracdes de F pode estimular o seu crescimento, uma vez que o
fldor teria a capacidade de inibir a enzima adenosina trifosfatase, que degrada o ATP,
alterando, assim, o balanco ADP-ATP, que regula a respiragio (LORDS & McNULTY,
1965).

Tabela 11. Efeito da nebuliza¢do com HF na produgéo de massa seca foliar em variedades de
café ap6s 57 dias de exposicdo das plantas: Obatd, Catuai, Apoatd

Obati Catuai Apoatd ‘1

Doses de HF Massa Seca (1) Média
molL" o ——
0 5,33 3,49 3,32 4,05 a
0,04 4,65 2,72 2,83 3,40 ab
0,16 428 2,70 2,40 3,12 b
Média 475 A 297 B 2,85 B -
Teste F
Variedade (V) 135,34 %*%*
Dose (D) 26,50%*
VxD 0,68™

T = ) " P " " o "
(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, respectivamente. As médias seguidas por mesma
letra mindscula nas colunas néo diferem estatisticamente para dose e maidscula na linha para variedade, a
5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.
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Tabela 12. Efeito da nebulizacio com HF na produg¢do de massa seca foliar em
variedades de citros apds 57 dias de exposicdo das plantas: laranja, limfo, tangerina.

Doses de HF Laranja Limao : Tangerina Média
Massa Seca ()

molL" g --mmmmmme -
0 17,64 16,66 12,25 15,52 a
0,04 16,38 16,36 11,70 14,81 a
0,16 14,83 13,58 11,54 13,32 b
Média 16,13 A 15,53 A 11,83 B -
Teste F
Variedade (V) 16,32%*
Dose (D) 3,65%
VxD 0,65™

I - N N N N N N N ~ N

() ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, respectivamente. As médias seguidas por mesma
letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente para dose e maidscula na linha para variedade, a
5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

4.2.8 Analise quimica de folhas e acimulo de nutrientes minerais

Menores variacdes ou efeitos ndo significativos para varios outros nutrientes
foram verificados para as variedades de citros e café (Tabelas 13-15 e 16-18). O acimulo
dos nutrientes variou principalmente com o aumento ou diminuicdo da producdo de
massa seca das folhas.

O contetido de Ca nas plantas pode ser um mecanismo de defesa, que consiste na
captura do fluoreto na forma de CaF, insolivel, o que aponta para o papel deste elemento
na desintoxicacdo do F (BEN ABDALLAH et al., 2006), verificou-se menores teores e
acimulo desse elemento pelo limoeiro dentre as variedades de citros estudadas, o que
pode justificar sua maior susceptibilidade a contaminacdo pelo F, manifestado por
alteracdes nas varidveis de trocas gasosas, danos visuais, anatomicos e ultraestruturais,
além de queda na producio de massa seca.

Contudo, ndo se identificou novamente mecanismo especifico que pudesse
explicar essas variagdes ou que auxiliasse na interpretacdo da variacdo do estado

nutricional das plantas.
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Tabela 13. Actiimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de laranja em fun¢do da exposic¢ao das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
mol L' el mg/g de folha -----------ococoee e pg/g de folha ---------moooooo oo

0 374 38,25 487,75 56,75 59,00 664 961 37 1610 979b 214 145,5¢
0,04 377 42,75 468,25 55,00 63,25 610 979 35 1667 1225a 233 1368,2b
0,16 313 32,25 432,00 48,25 73,00 546 849 23 1525 948b 209 1553,8¢
Média 354 37,75 462,67 53,33 65,25 606 930 32 1600 1051 219 689,2
Teste F(')  0,54™ 1,69™ 0,63™ 2,08™ 0,88™ 0,64™ 0,54™ 1,62™ 0,33" 4,25™ 0,24™ 125,9%*
CV, % 27,75 21,49 15,37 11,68 22,71 24,18 20,68 38,91 15,54 20,67 23,37 19,58
(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.

Tabela 14. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de limao em fun¢do da exposic@o das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molLT mg/g de folha —-------mmmeemeee s ug/g de folha ---------—---mo oo

0 148,50 10,75 148,25 17,25 18,00 231,25 352 8,00 411a 326 77 128,5¢
0,04 158,75 9,50 141,75 15,25 15,75 235,25 358 9,50 431ab 349 81 654,5b
0,16 166,00 10,75 144,25 16,50 17,25 231,50 351 9,25 531a 312 74 1555,8a
Média 157,75 10,33 144,75 16,33 17,00 232,67 354 8,92 457 329 78 779,6
Teste F(') 0,63™ 0,71™ 0,08™ 0,54™ 0,59™ 0,03™ 0,03™ 1,69™ 3,69™ 2,00™ 0,46™ 108,7**
CV, % 14,09 16,60 16,44 16,89 17,48 10,55 13,13 13,86 14,69 16,44 13,82 17,76

("ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.
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Tabela 15. Actiimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de tangerina em fun¢do da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF.

DosesF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molLT mg/g de folha ——-------momeemeee e ug/g de folha ---------—--—- oo

0 162,25 15,00 233,50 30,50 24,50 254,75 515 17 1195a 499 146 147,3c¢
0,04 158,25 14,50 220,25 26,25 20,25 265,50 504 18 1037ab 422 128 515,3b
0,16 138,00 13,75 193,25 25,25 22,00 224,25 432 13 816b 430 116 1061,8a
Média 152,83 14,42 215,67 27,33 22,25 248,17 484,25 16 1016 450 130 574,5
Teste F(l) 1,50™ 0,38"™ 2,26™ 2,11% 1,96" 2,97" 1,73" 1,53" 7,32%% 2,30™ 1,93" 38,75%*
CV, % 13,87 14,20 12,66 14,04 13,71 10,01 14,16 28,31 13,86 12,58 16,56 25,72
(l) ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.

Tabela 16. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de Obati em funcio da exposicao das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molLT mg/g de folha ——-------momeemeee e ug/g de folha -----------omm oo

0 54,75a 3,00 46,00 10,75a 4,50 76,00 87 6,25 338 252 21 57,0c
0,04 47,75a 3,00 40,25 10,25a 4,00 68,25 85 5,25 280 294 20 444.5b
0,16 39,00b 2,75 39,25 8,75b 3,95 63,50 76 4,50 285 260 19 789,5a
Média 47,17 2,92 41,83 9,67 4,15 69,25 83 5,33 301 269 20 430,3
Teste F(l) 10,91 ** 1,00™ 3,57" 498" 4,14 1,31™ 3,49 4,11 3,67" 5,94" 1,41" 34,93 %%
CV, % 10,13 9,90 18,52 13,58 11,26 15,93 15,54 32,63 14,70 10,11 9,64 28,81

("ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.
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Tabela 17. Actimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de Catuai em fun¢do da exposi¢do das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molLT mg/g de folha ——------mmomeemeee e ug/g de folha ---------—--—- oo

0 54,25a 3,75 26,00a 7,75a 3,50 49,25a 77 10 175 189 25 39,8¢c
0,04 42,00b 2,00 19,25b 6,25b 2,75 40,75ab 72 8 165 192 16 211,8b
0,16 43,75b 2,75 19,00b 6,00b 3,00 38,25b 69 12 168 123 30 334,5a
Média 47,67 2,50 21,42 6,67 3,08 4275 73 10,10 169 168 24 1953
Teste F(l) 9,11%* 0,30™ 6,77% 5,86* 3,00" 4,67%* 3,50" 3,38" 2,19" 1,83" 1,42 17,9%*
CV, % 9,41 19,76 19,11 11,73 14,30 12,48 11,0 33,72 41,73 34,47 49,79 35,78
(l) ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.

Tabela 18. Acimulo de macro, micronutrientes e F nas folhas de Apoata em funcio da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn F
molLT mg/g de folha —-------mmcmoeeeee e ug/g de folha -----------omm oo

0 42,50a 3,75a 24.75a 8,50a 3,75a 54,25a 73 3 147a 97 17 51,5¢
0,04 31,50b 2,00b 20,50b 7,00a 3,00ab 44.75b 63 3 125b 85 15 162,8b
0,16 25,50b 1,75b 17,75b 4,75b 2,25b 38,75¢ 60 4 112b 87 14 474,2¢
Média 33,17 2,50 22,00 6,75 3,00 45,92 65 4 128 90 13 2295
Teste F(l) 15,29**%  1221**%  24,95%*  1(,91** 5,79% 28,84 %% 3,69" 3,00" 7,15% 0,84" 3,02% 99 2**
CV, % 13,29 24,94 9,40 16,93 20,79 6,34 14,63 17,79 10,51 15,54 12,49 19,17

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%,pelo teste de Duncan respectivamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos do F foram similares nos Experimentos I e II quanto a concentragéo de
F nas folhas, que tiveram aumentos proporcionais as doses nebulizadas, porém como no
Experimento II as plantas foram expostas por maior nimero de dias ao ambiente
contaminado pelo F, as folhas apresentaram concentracdes maiores. Mesmo assim o
Experimento I apresentou danos mais evidentes, principalmente visuais e estruturais nas
plantas e esse agravamento provavelmente ocorreu devido as condi¢des ambientais, com
danos mais pronunciados em épocas mais quentes, em que as plantas apresentam maior
metabolismo e desenvolvimento e a presenca do F afetou negativamente o crescimento
dessas plantas. O surgimento de sintomas visuais em ambos 0s experimentos ocorreram
nas plantas de gladiolo e foram ausentes no azevém. Ja para as demais espécies os
Experimentos I e II se diferiram quanto a ocorréncia de sintomas visuais no cafeeiro, que
ndo manifestaram sintomas quando foram expostos por um maior niimero de dias e em
um periodo com temperatura mais amena (Experimento II).

As alteracdes observadas pelos microscépios de luz e eletronico de varredura
foram mais pronunciadas nos tratamentos com a maior dose de HF (0,16 mol L'l) e foram
associadas aos prejuizos sobre as paredes celulares das células do parénquima, da bainha
do feixe, a estrutura estomdtica e a epiderme, e apresentaram as mesmas alteragdes nos
dois experimentos. No Experimento II observaram-se ainda danos a ultraestrutura das
folhas causados pela fitotoxicidade do F, tendo maior efeito sobre o limoeiro que
apresentou aparente redu¢do no nimero de cloroplastos e do cafeeiro Obata que mostrou
alteragcdes no tamanho e na coloragdo dos cloroplastos, visto em microscopia eletronica
de transmissao.

Embora tenha observado aumento da fotossintese do cafeeiro, no Experimento I,
quando as plantas foram expostas a maior nimero de dias ao ambiente contaminado pelo
F (Experimento II) esse pardmetro diminuiu, € mostrou que ndo houve limitagdo
estomdtica para o efeito do F. Tanto os danos anatdmicos, quanto os fisioldgicos
causados pelo F refletiram na producdo de massa seca das folhas das plantas, que foi
menor com aumento das doses de HF. Essa queda na producdo ocorreu principalmente
para o gladiolo e para o café nos experimentos I e Il e para o limoeiro no Experimento II.

No Experimento II, as variedades de citros e café mostraram comportamento

diferencial diante da contaminacdo pelo F, tanto em relagdo aos danos anatdomicos e
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ultraestruturais, quanto fisiologicos, com maior susceptibilidade ao contaminante para o
limoeiro e para o cafeeiro Obati, que tiveram esses efeitos refletidos na producio de
massa seca nas folhas dessas espécies, que reduziram diante dos danos que estavam
tendo.

Nos Experimentos I e II as variagcdes sobre os teores de nutrientes minerais
tiveram destaque para o aumento nas concentracdes de Ca, Mg, K e N, principalmente
para o gladiolo. Entretanto, ndo se identificou mecanismo especifico que pudesse explicar
essas variagdes ou auxiliasse na interpretacdo da variagdo do estado nutricional das

plantas.

6 CONCLUSOES

A exposicao das plantas ao F atmosférico causou redug@o na produgdo de massa
seca das folhas de gladiolo e de café nos Experimentos I e II, e do limoeiro no
Experimento II, cujo efeito deveu-se as alteracdes fisiologicas e estruturais.

Houve variagdes nos pardmetros de trocas gasosas causados por prejuizos
indiretos a exposicdo ao F, os quais foram associados aos processos bioquimicos e
fotoquimicos da fotossintese das plantas, danos estruturais e ultraestruturais nas folhas
principalmente na alta exposi¢do ao F. Esses efeitos também foram associados ao
aumento da concentracdo e do acimulo de F nas folhas das espécies estudadas, que teve
efeito cumulativo em ambos 0s experimentos.

Os sintomas visuais da toxicidade de F ocorreram no gladiolo, j4 a baixa
exposicdo, e no citros no Experimento I e II, e no café no Experimento I.

Confirmando a hipétese do trabalho, no Experimento II foram observadas
respostas diferenciadas para as medidas de trocas gasosas entre espécies citricas e
variedades de café em funcdo da exposicdo ao ambiente contaminado por F, sendo o
limoeiro e o café Obata os mais susceptiveis ao elemento;

O efeito do F nas plantas foi agravado devido a condi¢Ges ambientais, verificado
pela condugdo dos Experimentos I e II em diferentes épocas do ano;

A andlise quimica de nutrientes nas folhas mostrou haver um aumento das
concentracdoes de Ca e Mg para algumas espécies estudadas a alta exposicdo ao F,
enquanto o acimulo de nutrientes ocorreu principalmente em funcdo da variacdo da

matéria seca de plantas produzida.
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ANEXOS

Anexo 1. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de azevém em funcdo da exposi¢@o das plantas a doses crescentes de HF-Experimento 1.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
molL" g/Kg - e mg/kg ----------mmmo-

0 24,85 1,70 9,35 3,70 5,19 21,38 8,10b 15,39b 85,55 243,89 82,26b
0,04 29,80 2,09 8,43 4,55 6,20 25,72 12,23a 18,41a 82,70 302,50 102,22a
0,16 27,33 1,90 7,64 4,10 5,50 22,33 10,25a 15,45b 75,52 279,17 83,83b
Média 27,32 1,90 8,47 4,11 5,63 23,14 10,19 16,42 81,25 275,19 89,43
Teste F(") 1,02™ 0,90™ 1,45™ 0,45™ 1,09™ 2,22™ 4,771* 5,01%* 0,85™ 2,40™ 6,22%
CV, % 10,86 9,35 11,72 6,56 15,88 10,85 18,3 16,57 11,50 7,85 14,82

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.

Anexo II. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de gladiolo em funcio da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF - Experimento .

Doses HF K P Ca Mg N B Cu Fe Mn Zn
molL" g/Kg ----mmmmmmeeeee s mg/kg ----------------

0 40,35 1,65 6,30b 1,85a 2,05 25,55 52,65 8,05 193,50a 81,75 25,87
0,04 40,45 1,92 8,22a 2,15ab 2,17 25,35 60,86 8,25 156,30 99,00 27,95
0,16 46,97 20,5 8,80a 2,32b 2,55 26,62 55,48 7,55 153,00 104,25 29,65
Média 42,59 1,87 1,77 2,10 2,25 25,84 56,33 7,95 167,6 95,00 27,82
Teste F(') 1,72 1,19™ 3,79%%* 5,10% 3,35" 0,28"™ 2,71™ 0,87™ 0,32™ 1,56™ 0,82™
CV, % 13,59 20,01 17,30 10,09 12,59 10,1 31,88 9,69 12,04 19,83 14,96

(") ns, ** e *: nao significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.
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Anexo III. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de café em funcdo da exposi¢@o das plantas a doses crescentes de HF - Experimento

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
molL" g/Kkg -----mmmmmmeeeeee e mg/kg -----------------
0 27,52 1,07c 15,32 4,67 2,40 27,20a 83,15 6,75 138 237,75 7,77
0,04 29,97 1,25b 13,70 4,40 2,47 3547a 87,40 6,72 123 259,50 8,10
0,16 27,62 1,37a 15,92 4,10 2,57 38,20b 69,25 7,60 150 268,50 8,22
Média 28,37 1,23 14,94 4,39 2,48 33,64 7,93 7,02 137,4 255,25 8,03
Teste F(') 1,66™ 18,17 2,63ns 1,63™ 2,92™ 43,17%%* 2,20™ 091" 1,89" 0,36™ 0,95™
CV, % 7,58 5,73 9,46 10,26 4,14 5,2 15,96 14,86 17,58 20,68 5,83

("ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.

Anexo IV. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de citros em funcio da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF - Experimento 1.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
molL" g/Kg ----mmmmmmmeeeee e mg/kg ------------mm--

0 18,30a 1,87 25,87b 4,75 3,35 35,55 70,68 7,60 114,25a 95,75 20,57
0,04 11,47b 1,20 37,32a 5,25 4,15 34,47 81,55 6,55a 140,25a 73,75 21,67
0,16 13,87b 1,82 38,82a 4,65 4,47 33,32 97,22 5,76 149,25b 72,25 20,65
Média 14,55 1,84 34,00 4,88 3,99 34,45 83,15 6,60 134,58 80,58 20,97
Teste F(') 4,93%* 0,06™ 9,1%%* 0,32™ 421" 0,43™ 4,14™ 0,51™ 17,08%* 3,94™ 0,35™
CV, % 20,70 12,31 13,80 23,15 14,14 9,80 15,77 39,5 6,53 16,44 9,94

() ns, ** e *: nido significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.
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Anexo VII. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de laranja em fungdo da exposicao das plantas & doses crescentes de HF - Experimento II.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
molLY g/kg -m-mmmmmmmmeeeee e B

0 20,95 2,15b 27,90 3,30 3,40a 37,05 56 2,15 92,5 49,75b 12,02
0,04 23,22 2,70a 29,27 3,45 3,95ab 38,12 61 2,22 104,0 76,75a 14,7
0,16 20,82 2,15b 28,97 3,22 4,87a 36,82 57 1,57 102,5 56,5b 14,0
Média 21,67 2,33 28,72 3,32 4,08 37,33 57,58 1,96 99,67 61,00 13,55
Teste F(') 0,94™ 5,5%%* 0,57™ 0,30™ 4,61% 0,11™ 0,48™ 0,89™ 2,16™ 17,5%* 2,43™
CV, % 12,87 11,60 6,64 12,67 17,03 11,28 13,81 41,39 8,54 11,02 13,03

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.

Anexo VIII. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de limao em fun¢do da exposi¢c@o das plantas a doses crescentes de HF - Experimento I1.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
molL" glkg ----m-mm-mooeee e s T

0 24.20b 1,75 24,02 2,82 2,92 37,05 61 1,27b 67b 53b 13
0,04 27,15ab 1,67 2422 2,62 2,75 38,12 61 1,62a 74b 82a 14
0,16 28,72a 1,87 24,85 2,90 2,97 36,82 58 1,62a 92a 52b 13
Média 26,69 1,76 24,36 2,78 2,88 37,33 59,96 1,51 71 62,5 13,03
Teste F(') 5,95% 1,79™ 0,22™ 0,48™ 047" 0,11™ 0,62™ 7,26% 23,81#%* 17,79%%* 2,57™
CV, % 7,06 8,54 7,56 14,74 11,93 11,28 9,14 9,94 6,76 12,82 6,58

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.
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Anexo IX. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de tangerina em funcdo da exposi¢do das plantas a doses crescentes de HF - Experimento I1.

DosesF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
molL" glkg -----------oooeee  mmmmmmmmmoooeeoeoees e —

0 19,30 1,82ab 26,92 3,65ab 2,90b 31,00 62 2,05 143a 60 17
0,04 19,50 1,75b 28,05 3,22b 2,50c 32,50 62 2,28 128ab 52 17
0,16 20,42 2,02a 28,45 3,75a 3,27a 33,05 64 1,92 120b 64 16
Média 19,79 1,87 27,81 3,54 2,89 32,04 62,51 2,07 130 58 16,79
Teste F(') 0,26™ 3,23™ 0,43™ 3,22™ 11,57#%* 281" 0,06™ 021" 4,00% 2,51™ 0,78™
CV, % 11,96 8,47 8,71 8,76 7,88 4,84 12,29 34,70 9,01 13,45 11,65

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.

Anexo X. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de Obati em fun¢fo da exposi¢do das plantas a doses crescentes de HF - Experimento II.

Doses HF K P Ca Mg S N B Cu Fe Mn Zn
ol —— gikg —----omee e mTTmTTmTmTTmTImmooeeoen Mg/KG --mommmmmmmmomoeo oo

0 20,6 1,12 17,15 3,97ab 1,65ab 28,42 33 1,67b 127 94b 8
0,04 20,6 1,37 17,35 4,40a 1,80a 29,17 37 2,25b 119 140a 8
0,16 18,2 1,20 14,95 3,72b 1,52b 29,72 31 3,80a 121 103a 9
Média 19,8 1,23 16,48 4,03 1,66 29,11 33 2,57 122 112 8,45
Teste F(') 2,75™ 2,76™ 2,10™ 5,27% 4,96* 0,17™ 0,97™ 11,16%* 0,47™ 20,54 % 1,83™
CV, % 8,63 12,53 11,16 7,37 745 11,04 17,23 25,55 9,56 9,46 7,88

("ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.

89



Anexo XI. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de Catuai em fun¢io da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF - Experimento I1.

Doses HF K P Ca S N Cu Zn
e O/ U —

0 31,2a 1,52b 14,80 2,10 28,2 5,62ab 14
0,04 31,1a 1,65b 14,22 2,12 28,4 4,85b 12
0,16 32,3a 1,95a 14,10 2,20 29,7 8,77a 20
Média 31,5 1,71 14,37 2,14 28,8 6,42 15,33
Teste F(l) 0,17 5,97% 0,08"™ 0,16™ 1,33 422" 1,57
CV, % 10,34 10,46 18,11 12,13 5,13 31,53 49,37

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.

Anexo XII. Teores de macro, micronutrientes e F nas folhas de Apoatd em funcdo da exposicdo das plantas a doses crescentes de HF - Experimento 1.

Doses HF K P Ca S N Cu Zn
P U 5 U —

0 25,82a 2,30a 16,57 2,30 32,77 2b 10,3a
0,04 22,40ab 1,37b 14,52 2,00 32,10 2b 8,8ab
0,16 21,02b 1,50b 15,02 1,87 32,42 5a 7,3b
Média 23,08 1,72 15,37 2,05 32,43 3 8,8
Teste F(l) 3,45™ 7,77 1,60™ 2,50" 0,08™ 83,3 %% 4,76*
CV, % 11,53 20,87 10,99 13,43 7,43 12,54 15,63

(") ns, ** e *: ndo significativo, significativo a 1 e a 5%, pelo teste de Duncan respectivamente.
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