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RESUMO 

 
SANTOS, Bruno Francisco Sant’Anna dos, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 

de 2008. Avaliação dos efeitos fitotóxicos do flúor em Spondias dulcis Forst. F. 
(Anacardiaceae), espécie tropical sensível. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo. Co-
Orientadores: Luzimar Campos da Silva, João Marcos de Araújo e Marco Antonio Oliva 
Cano. 

 
A degradação de diversas formações vegetais no entorno de alguns pólos industriais 

no Brasil encontra-se, significativamente, relacionada à presença de flúor na atmosfera. O uso 

de plantas tem se revelado uma metodologia adequada e de baixo custo para a detecção dos 

efeitos de poluentes atmosféricos, entretanto, a universalidade do uso de determinadas 

espécies bioindicadoras tem sido questionada. Objetivou-se caracterizar, de forma acurada, os 

sintomas morfoanatômicos causados pelo flúor em Spondias dulcis, espécie tropical sensível 

ao flúor, fornecendo subsídios para utilização da espécie, em campo, no prognóstico e 

diagnóstico de injúria pelo poluente; selecionar parâmetros visuais, microscópicos e 

fisiológicos a serem utilizados como biomarcadores em programas de biomonitoramento; 

avaliar o efeito das imissões de flúor de uma fábrica de alumínio sobre parâmetros macro e 

microscópicos em S. dulcis; avaliar se S. dulcis pode ser empregada como espécie 

bioindicadora e correlacionar as alterações visuais, microscópicas e fisiológicas causadas pelo 

flúor na lâmina foliar desta espécie. As plantas foram expostas aos efeitos fitotóxicos do flúor 

em experimentos de longa e curta duração, em laboratório, e no campo. Foram feitas coletas 

para estudos morfoanatômico, micromorfológico, estrutural (quantitativo e qualitativo), ultra-

estrutural e fisiológico, além da quantificação do teor de poluente, a partir de técnicas usuais. 

As necroses com coloração típica, tiveram início, principalmente, a partir da base dos folíolos 

e com maior intensidade na porção apical das plantas. O conteúdo de flúor aumentou nas 

plantas expostas em laboratório, havendo aparente correlação com o tempo de exposição. No 

campo, as plantas expostas nas adjacências da fonte emissora também apresentaram maior 

quantidade do poluente nas folhas. Os danos na superfície dos folíolos foram caracterizados 

como plasmólise, erosão das ceras epicuticulares, infestação por hifas fúngicas e ruptura da 

parede periclinal externa das células epidérmicas. Em laboratório, os danos surgiram em 

ambas as faces simultaneamente mas, no campo, os danos tiveram início a partir da face 

abaxial. Estruturalmente, observou-se acúmulo de compostos fenólicos no parênquima 

lacunoso e nas proximidades das terminações xilemáticas. O acúmulo de grãos de amido foi 

nítido na nervura mediana, contudo, a análise ultra-estrutural também demonstra este evento 

entre a margem e a nervura. As membranas celulares e os cloroplastos foram extremamente 

afetados pelo poluente. O acúmulo de material granuloso ocorreu dentro e nas proximidades 
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das terminações xilemáticas. Houve redução na concentração de pigmentos fotossintéticos em 

folíolos sem sintoma. Na epiderme, os danos causados pelo flúor estavam principalmente 

associados aos estômatos, porém, a concentração interna de CO2 não variou, demonstrando 

que a redução na fotossíntese está associada a um componente metabólico. A interpretação 

conjunta dos danos fisiológicos e microscópicos permite concluir que a redução na 

fotossíntese dos FSS não ocorre devido a mecanismos de difusão de carbono e nem a danos 

na fase luminosa da fotossíntese, mas sim a alterações na estrutura dos cloroplastos e que o 

acúmulo de amido deve ser reflexo da inativação de células do floema, responsável pela 

translocação de fotoassimilados para as raízes. Os eventos microscópicos descritos 

antecederam o surgimento de sintomas em todos os experimentos, desta forma, possuem valor 

prognóstico. Estes resultados confirmam o potencial de S. dulcis como bioindicadora de 

reação e de parâmetros visuais, microscópicos e fisiológicos como biomarcadores.  
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ABSTRACT 

 

SANTOS, Bruno Francisco Sant’Anna dos, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, february 
2008. Evaluation of phytotoxic fluoride effects on Spondias dulcis Forst. F. 
(Anacardiaceae), a sensitive tropical species. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-
Advisers: Luzimar Campos da Silva, João Marcos de Araújo e Marco Antonio Oliva 
Cano. 

 
The degradation of numerous plant formations in the surroundings of some industrial 

clusters in Brazil is significantly related with the presence of fluorine in the atmosphere. The 

use of plants to detect the effects of atmospheric pollutants has been proving an appropriate 

and low cost methodology, however, the universality of use of certain bioindicator species has 

been questioned. The objective of this work was therefore to characterize accurately 

morphoanatomical symptoms caused by fluoride in Spondias dulcis, a fluoride-sensitive 

tropical species, in order to use the species in the field for diagnosis and prognosis of 

pollutant-induced injuries; select visual and physiological parameters to be used as 

biomarkers in biomonitoring programs; evaluate the effect of fluoride emissions from a 

aluminum plant on macroscopic and microscopic parameters in S. dulcis; evaluate whether S. 

dulcis can be used as bioindicator species and correlate visible, microscopic and physiological 

changes caused by fluorine in leaf blade of this species. The plants were exposed to 

phytotoxic effects of fluoride in long and short experiments, in laboratory and in the field. 

Leaves were collected for morphoanatomical, micromorphological, structural (quantitative 

and qualitative), ultra-structural and physiological studies, as well as the quantification of the 

pollutant level by usual techniques. Necroses with typical coloration were began mainly from 

the leaflet base, having a higher intensity on the apical portion of the plants. Fluoride content 

increased in plants exposed to fluoride in the laboratory, with apparent correlation with time 

of exposure. In the field, the plants exposed to fluorine in the adjacencies of the issuing source 

also showed higher levels of the pollutant in the leaves. The damages on leaflet surface were 

characterized as plasmolisis, erosion of epicuticular wax, infestation by fungal hyphae and 

rupture of the external periclinal wall of the epidermal cells. In laboratory, the injuries 

appeared simultaneously on both faces, but in the field, the injuries started on the abaxial 

surface. Structurally, accumulation of phenolic compounds was observed in the spongy 

parenchyma and at the boundaries of the ending veinlets. Starch grain accumulation in the 

midrib was clear, however, the ultra-structural analysis also showed this event between the 

margin and the rib. Cell membranes and chloroplasts were strongly affected by the pollutant. 

Accumulation of granular material occurred within and near the extremities of the xylem. 

There was reduction in the concentration of photosynthetic pigments of leaflets with 
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symptoms. The cell wall was the most changed cell component in the epidermis and the 

damages caused by the fluoride were mainly associated with the stomata, however, the 

internal CO2 concentration did not vary, showing that photosynthesis reduction is probably 

associated with a metabolic component. The joined interpretation of physiological and 

microscopic damages led to the conclusion that the reduction in photosynthesis of leaflets 

with symptoms did not occur due to carbon diffusion mechanisms nor to damages to the 

luminous phase of photosynthesis, but due to changes in chloroplast structure, and that the 

starch accumulation must be caused by the inactivation of phloem cells that are responsible 

for the translocation of photoassimilates to roots. The described microscopic events precede 

symptom appearance, and therefore have prognostic value. These results confirm the potential 

of S. dulcis as reaction bioindicator and the visual, microscopic and physiological parameters 

as biomarkers.    
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INTRODUÇÃO GERAL 

 
 

 A degradação de diversas formações vegetais no entorno de alguns pólos industriais 

no Brasil encontra-se, significativamente, relacionada à presença de flúor na atmosfera, em 

conseqüência da atividade de fontes emissoras (Oliva & Figueiredo; 2005). Segundo Arndt et 

al. (1995), no estudo da poluição, emissão diz respeito à quantidade de partículas ou gases 

que são liberados por fontes naturais ou antropogênicas, em contrapartida, imissão se refere 

àquilo que existe, num dado ambiente e que pode penetrar nos organismos, representando 

risco potencial. 

A sensibilidade das plantas ao flúor varia de acordo com fatores climáticos, edáficos e 

genéticos (Weinstein & Davison, 2003). As plantas são organismos muito sensíveis que 

podem reagir aos efeitos de poluentes, apresentando injúrias visíveis como necroses e cloroses 

e/ou alterações fisiológicas evidentes, como o aborto de flores e frutos e ser úteis como 

bioindicadores de poluição (De Temmerman et al., 2004). Entretanto, sintomas não visíveis a 

olho nú têm sido utilizados como biomarcadores de poluição atmosférica, sendo fundamental 

a detecção destes utilizando-se técnicas microscópicas e fisiológicas. Desta forma, o estudo 

das alterações estruturais e ultra-estruturais provocadas por poluentes tem se revelado de 

extrema importância para o diagnóstico da injúria, especialmente quando não existem 

sintomas macroscópicos, e também, para o entendimento dos mecanismos de fitotoxidade 

(Soikkeli, 1981).  

Para avaliação do impacto causado pelos poluentes na vegetação, o órgão da planta 

mais estudado tem sido a folha (Azevedo, 1995), pois é o mais sujeito à ação dos fatores 

ambientais. Vários parâmetros foliares podem ser utilizados para qualificar e quantificar a 

influência desses poluentes sobre as plantas, tais como: ocorrência e aspectos das lesões 

foliares, percentagem de folhas injuriadas, área foliar necrosada, crescimento, taxa de 

fotossíntese e respiração, fluorescência da clorofila a, conteúdo de clorofila, quantidade de 

poluentes acumulada no tecido foliar (Prado-Filho, 1993; Domingos et al., 2004; Oliva & 

Figueiredo, 2005), alterações micromorfológicas, estruturais e ultra-estruturais (Azevedo, 

1995; Mazzoni-Viveiros, 1996; Hara, 2000; Fornasiero, 2001; Chaves et al., 2002; 

Fornasiero, 2003; Silva et al., 2000; 2005a; 2005b; 2006; Sant’Anna-Santos et al., 2006a; 

2006b).  

Dentro deste contexto, as análises de micromorfologia foliar se destacam, já que 

mudanças estruturais ocorridas na epiderme foliar, de certas plantas, têm sido úteis no 

monitoramento da intensidade e grau de poluição ambiental (Gupta & Ghouse, 1986). As 
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análises ao microscópico de varredura podem indicar pontos preferenciais de penetração de 

poluentes nas folhas (Azevedo, 1995; Hara, 2000; Chaves et al., 2002; Silva et al., 2005b; 

Sant’Anna-Santos et al., 2006a; 2006b; 2007; Sant’Anna-Santos & Azevedo; 2007) pois a 

erosão das ceras epicuticulares altera a capacidade de umedecimento da superfície foliar, 

facilitando a penetração de poluentes presentes na água das chuvas (Evans, 1982) predispondo 

a planta ao ataque de patógenos e microorganismos (Barthlott, 1981).  

A redução da atividade fotossintética pelo flúor tem sido bem documentada (MacLean 

& Schneider, 1981; Zwiazek & Shay, 1988; Boese et al., 1995; Divan Junior et al., 2007; 

Oliva & Figueiredo, 2005), mas os mecanismos envolvidos ainda não estão perfeitamente 

esclarecidos. Para explicar este efeito têm sido propostas diversas maneiras de atuação dos 

fluoretos: inibição de enzimas, decréscimo no conteúdo de clorofila e inativação do 

fotossistema II (Wallis et al., 1974; Parry et al., 1984; Pushnik & Miller, 1990; Ballantyne, 

1991). Como o flúor é um elemento eletronegativo, ele pode se ligar ao Mg2+ formando 

complexos conhecidos como “metal-fluorine”, responsáveis pelo surgimento de zonas sem 

coloração em algumas porções das folhas, devido à redução na biossíntese de clorofila, 

parâmetro amplamente utilizado para detectar injúrias provocadas por diversos poluentes 

atmosféricos (Fornasiero, 2001). Os efeitos do flúor sobre a fotossíntese de plantas 

submetidas a fluoreto em solução (Bustamante et al., 1993) estão associados à desestruturação 

dos cloroplastos como observada por Azevedo (1995), Hara (2000) e Fornasiero (2001). 

Estruturalmente, observa-se alteração na forma e organização dos cloroplastos, dilatação do 

espaço intratilacóide, grãos de amido volumosos, decréscimo no número de grana e 

conformação ondulada do envoltório (Azevedo 1995; Hara, 2000). 

A falta de monitoramento associada ao acréscimo nas emissões de poluentes 

atmosféricos requer a adoção de métodos adequados para o controle da qualidade do ar, 

incluindo a seleção de espécies bioindicadoras adequadas ao clima local (Silva et al., 2000; 

Weinstein & Davison, 2003; Oliva & Figueiredo, 2005; Silva et al., 2005a; 2006; Sant’Anna-

Santos et al., 2006b). O uso de plantas tem se revelado uma metodologia adequada e de baixo 

custo para a detecção dos efeitos de poluentes atmosféricos sobre organismos, em comparação 

com métodos físico-químicos onerosos e de difícil aplicação (Klumpp et al., 2001; Oliva & 

Figueiredo, 2005). A universalidade do uso de determinadas espécies bioindicadoras tem sido 

questionada (Strehl & Arndt, 1989; Ellenberg, 1991) pois, geralmente, as condições 

ambientais locais alteram as propriedades ecofisiológicas e mascaram a sintomatologia 

específica ao flúor. Há, portanto, a necessidade de se conhecer a sensibilidade ao flúor de 

espécies nativas e/ou adaptadas a regiões tropicais (Silva et al., 2000; Oliva & Figueiredo, 

2005) para implantação de programas de biomonitoramento. 
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O monitoramento das imissões de poluentes pode ser passivo, quando as plantas estão 

presentes em seu ambiente natural, ou ativo, quando são introduzidas, de forma padronizada, 

na área a ser estudada (Ellenberg et al., 1991). Em estudos de biomonitoramento é essencial o 

conhecimento prévio de respostas morfoanatômicas, fisiológicas ou bioquímicas específicas 

(Oliva & Figueiredo, 2005).  

Dentre as espécies arbóreas nativas dos trópicos, Spondias dulcis Forst. F. 

(Anacardiaceae) é indicada para o reflorestamento de áreas degradadas e/ou arborização de 

áreas urbanas (Lorenzi, 2002). Alterações ocasionadas por poluentes atmosféricos no 

desenvolvimento e estrutura foliar desta espécie já foram evidenciadas em condições de 

laboratório (Silva et al., 2000; 2005a; Sant’Anna-Santos et al., 2006b; Sant’Anna-Santos & 

Azevedo, 2007), o que pode restringir a sua utilização em regiões impactadas mas, por outro 

lado, indica potencialidade para seu uso no biomonitoramento. Assim, é fundamental avaliar a 

viabilidade de utilização desta espécie no monitoramento ativo mediante estudo de seu 

comportamento em condições de campo. 

 No município de Ouro Preto – MG, está instalada uma fábrica de alumínio que é uma 

fonte emissora de fluoreto atmosférico (Ardnt et al., 1995). As atividades produtivas de fontes 

emissoras deste tipo emanam gases e particulados para a atmosfera, como os fluoretos (Prado-

Filho, 1993), detectados em experimentos de bioindicação passiva e ativa conduzidos por 

Divan Junior et al. (2007; 2008). 

 

OBJETIVOS 
 

Este trabalho teve como objetivos: 

1. Caracterizar, de forma acurada, os sintomas morfoanatômicos causados pelo flúor 

em Spondias dulcis Forst. F. (Anacardiaceae) fornecendo subsídios para utilização da espécie, 

em campo, no prognóstico e diagnóstico de injúria pelo poluente; 

2. Selecionar parâmetros visuais, microscópicos e fisiológicos a serem utilizados como 

biomarcadores em programas de biomonitoramento; 

3. Avaliar o efeito das imissões de flúor de uma fábrica de alumínio sobre parâmetros 

macro e microscópicos em S. dulcis; 

4. Avaliar o potencial de S. dulcis como espécie bioindicadora da presença de flúor; 

5. Correlacionar as alterações visuais, microscópicas e fisiológicas causadas pelo flúor 

na lâmina foliar de S. dulcis.  
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CAPÍTULO 1 

 

Seleção de caracteres prognósticos e diagnósticos da fitotoxidez por flúor em Spondias 

dulcis Forst F. (Anacardiaceae) 

 

RESUMO – Objetivou-se determinar, em laboratório, o potencial diagnóstico dos sintomas e 

prognóstico dos danos microscópicos causados pelo flúor em Spondias dulcis. As plantas 

foram expostas a nevoeiros simulados com flúor (0, 5, 10, 15 e 20 mg L-1) por 20 minutos 

diários, durante quatro dias consecutivos. Em folíolos aparentemente sadios, foram coletadas 

amostras para determinação das alterações microscópicas, ao término do experimento. 

Mensurou-se a porcentagem de área foliar necrosada e foram coletadas amostras foliares para 

determinação do teor de poluente na matéria seca da porção basal e apical da planta. As 

necroses com coloração típica surgiram 24 horas após a primeira simulação e tiveram início, 

principalmente, a partir da base dos folíolos e com maior intensidade na porção apical das 

plantas, onde houve maior acúmulo de flúor. Os danos na superfície de ambas as faces dos 

folíolos foram caracterizados como plasmólise, erosão das ceras epicuticulares e ruptura da 

parede periclinal externa das células epidérmicas. Estruturalmente, observou-se acúmulo de 

compostos fenólicos no parênquima lacunoso e nas proximidades das terminações 

xilemáticas. Houve redução na espessura do limbo devido a plasmólise no mesofilo, havendo 

aparente correlação com os danos observados na superfície. Os parâmetros observados 

mostraram-se promissores para estudos de biomonitoramento em campo.  

 

Palavras-chave: Flúor, Spondias dulcis, anatomia foliar, sintomatologia, necrose. 
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Prognostic and diagnostic characteristics of phytotoxicity caused by fluoride on 

Spondias dulcis Forst. F. (Anacardiaceae) 

 

ABSTRACT – The goal of this study was to determine symptoms and microscopic damage 

caused by fluoride on Spondias dulcis, a fluoride-sensitive species, in the laboratory. The 

plants were exposed to simulated fog with fluoride (0, 5, 10, 15, and 20 mg L-1) for 20 

minutes daily on four consecutive days.  Samples from leaflets without any apparent fluoride 

injury were collected to examine for the presence of microscopic alterations. The percentage 

of necrosed leaf area was measured, and the level of pollutant in the dry matter from the basal 

and apical portions of the plant was determined. The necroses began 24 hours after the first 

simulation, mainly from the base of the leaflets.  A higher level of necrosis was observed at 

the apical portion of the plants, a region of higher fluoride accumulation. The damage on both 

surfaces of the leaflets was characterized as plasmolysis, erosion of the epicuticular waxes, 

and epidermal rupture. Structurally, there was noticeable accumulation of phenolic 

compounds in the spongy parenchyma and at the boundaries of the ending veinlets. A 

reduction of the limb thickness occurred due to plasmolysis in the mesophyll, showing an 

apparent correlation with damage observed on the surface. The parameters observed are 

promising for field biomonitoring studies.  

 

Keywords: Fluoride, Spondias dulcis, leaf anatomy, symptomatology, necrosis. 
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Introdução 
 

 O flúor, poluente atmosférico extremamente fitotóxico (Smith & Hodge, 1979), pode 

ser liberado na atmosfera durante a produção de alumínio, tijolos, vidros e aço (Fornasiero, 

2001). No Brasil, existem poucos dados sobre a concentração de flúor na atmosfera (Assis et 

al., 2003). Contudo, fábricas de alumínio têm sido responsabilizadas pela emissão do 

poluente, como na região da Zona Metalúrgica, no estado de Minas Gerais (Assis et al., 

2003).  

 Algumas espécies vegetais, como Panicum maximum cv. Colonião e Chloris gayana, 

têm sido empregadas, no Brasil, como bioindicadoras da presença de flúor na atmosfera 

(Divan Junior et al., 2007). Para a realização de estudos em campo, é essencial o 

conhecimento prévio das respostas morfoanatômicas, fisiológicas ou bioquímicas específicas 

da planta ao flúor, adquirido em experimentos prévios de laboratório, tornando possível a 

diagnose precisa da injúria (Silva et al., 2000; Fornasiero, 2001; Chaves et al., 2002; Oliva & 

Figueiredo, 2005).  

 A sintomatologia, parâmetro mais utilizado para avaliar a sensibilidade de espécies 

vegetais a diversos fatores estressantes, freqüentemente requer validação adicional com 

interpretação microscópica (Vollenweider et al., 2003; Reig-Arminaña et al., 2004). Sintomas 

não-específicos, como cloroses e necroses, além de não indicar a natureza do agente 

estressante envolvido (Günthardt-Goerg & Vollenweider, 2007), levam ao surgimento de 

paradigmas como: “todo estresse ambiental leva a degradação da clorofila” ou “se nenhum 

patógeno for encontrado, uma causa abiótica deve ser considerada” (Munné-Bosch et al., 

2001). Segundo Günthardt-Goerg & Vollenweider (2007), desde que microscopicamente 

embasada, a sintomatologia pode ser utilizada de forma precisa na diagnose do estresse; os 

estudos macro e microscópicos, na maioria dos casos realizados de forma independente, 

devem, portanto, ser integrados assegurando uma diagnose acurada.  

 A sintomatologia e a caracterização microscópica da injúria têm sido utilizadas como 

biomarcadores em diversos estudos que visam determinar a sensibilidade das espécies ao 

flúor (Silva et al., 2000; Fornasiero, 2001; Chaves et al., 2002; Peixoto et al., 2005; Oliva & 

Figueiredo, 2005), entretanto, pouco enfoque tem sido dado ao valor prognóstico dos 

parâmetros microscópicos.  

 Em diversos países, tem sido empregada uma metodologia padronizada que utiliza 

Lolium multiflorum ssp. italicum, espécie de gramínea acumuladora de flúor (Ruthsatz & 

Wey, 1991), no monitoramento de áreas poluídas com esse ânion (VDI-Richtlinie, 1982). 

Entretanto, Ellenberg (1991) questionou a universalidade do uso desta espécie, uma vez que 
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condições ambientais locais podem alterar as propriedades ecofisiológicas de L. multiflorum e 

mascarar a sintomatologia específica ao flúor, e sugere o emprego de espécies da flora local. 

A escassez de dados sobre a sensibilidade das espécies tropicais em relação à poluição limita 

os possíveis programas de biomonitoramento e avaliação de impactos ambientais, reforçando 

a necessidade de mais estudos sobre essas espécies (Silva et al., 2000). 

 Spondias dulcis, popularmente conhecida como cajá-mirim, é uma espécie perenifólia 

originária da Polinésia que se encontra distribuída em quase todo o Brasil (Souza et al., 1998). 

Devido à elevada sensibilidade em resposta ao flúor, em comparação com outras espécies 

arbóreas tropicais, Silva et al. (2000) destacaram o potencial bioindicador de S. dulcis e 

propuseram estudos mais amplos a fim de possibilitar a diagnose precisa da injúria por flúor.  

 Desta forma, objetivou-se determinar, em condições de laboratório, o potencial 

diagnóstico dos sintomas e prognóstico dos danos microscópicos causados pelo flúor na 

lâmina foliar de S. dulcis. 

 

Material e métodos 
 

Espécie e condições de cultivo - Foram utilizadas plantas de Spondias dulcis Forst. F 

(Anacardiaceae), espécie tropical sensível ao flúor (Silva et al., 2000), fornecidas pelo 

Viveiro do Parque Estadual do Rio Doce-MG (VPERD). As plantas foram obtidas a partir de 

propagação seminífera de um único indivíduo adulto situado a 280 m de altitude e localização 

determinada pelas coordenadas geográficas de 19o57’04’’ de latitude sul e 42o50’27’’ de 

longitude oeste, mapeado mediante utilização do sistema de posicionamento global (modelo 

GPS II plus, Garmin Ltd., Hampshire, UK), nas adjacências do VPERD.  

 A semeadura foi realizada em sacos plásticos, de 10 cm de diâmetro por 22 cm de 

comprimento, contendo mistura de solo, moinha de carvão e adubo, composição usualmente 

utilizada no VPERD (Tab. 1). Dois meses após a semeadura, as plantas foram transferidas 

para casa de vegetação, na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), localizada a 649 m de altitude, 20o45’20” de latitude sul e 

42o52’40” de longitude oeste, para aclimatação. Após o transplantio para vasos de 2,6 dm3, as 

plantas receberam solução nutritiva de Hoagland a 0,25 de força (Hoagland & Arnon, 1950), a 

cada cinco dias, durante o período de aclimatação (dois meses) e até o término do 

experimento. As simulações de nevoeiro foram conduzidas na Sala de Estudos em Poluição 

da UCP, de 23 a 27 de julho de 2005. As médias de temperatura máxima, média, mínima e 

umidade relativa durante o período foram: 24,8; 17,5; 11,90C e 83,6%, respectivamente. 
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Tratamentos - O experimento de simulação foi adaptado a partir da metodologia proposta por 

Silva et al. (2000) e foi realizado na Sala de Estudos em Poluição da UCP. As plantas de S. 

dulcis apresentavam, em média, 38 cm de altura e oito nós portando folhas compostas com 

sete folíolos. As plantas foram expostas a nevoeiros, diariamente, durante 20 min, totalizando 

5,22 mm dia-1 de precipitação em uma câmara de simulação, com sistema de “spray”, 

adaptada do modelo proposto por Evans et al. (1977). Os tratamentos com flúor (pH=6,0) 

foram preparados adicionando-se fluoreto de potássio em água deionizada (5, 10, 15 e 20 mg 

L-1). No tratamento controle, utilizou-se somente água deionizada (pH= 6,0). Antes e depois 

da exposição, as plantas ficaram expostas sob um painel luminoso composto por oito 

lâmpadas incandescentes de mercúrio (E-27, 220-230 V, 250 W), por 15 min, sob irradiância 

de 95 W m-2. O início da abscisão foliar nas plantas expostas ao flúor, após o quarto nevoeiro, 

determinou o término do experimento e a coleta do material. 

 

Sintomatologia - Durante o período de simulação do nevoeiro, todas as folhas de cada um dos 

indivíduos (n=5) nos diferentes tratamentos foram fotografadas, diariamente, com o objetivo 

de registrar o início dos sintomas e a evolução das necroses ocasionadas pelo poluente. Ao 

final do experimento, todas as folhas da porção basal (5o nó a partir da gema apical até o 8o) e 

apical (1o nó a partir da gema apical até o 4o) de cada um dos indivíduos de S. dulcis foram 

digitalizadas e submetidas à análise de imagens, com o auxílio do software Image Pro-Plus, 

versão 4.1 para Windows® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), para cálculo da 

percentagem de área foliar necrosada.  

 

Determinação do teor de flúor na matéria seca das folhas - Para a quantificação do teor de 

flúor na matéria seca das folhas, amostras (n=5) da porção basal (5o nó a partir da gema apical 

até o 8o) e apical (1o nó a partir da gema apical até o 4o) de todos os tratamentos foram 

previamente secas em estufa, a 70 °C, e reduzidas, em moinho do tipo Wiley, a partículas com 

dimensões inferiores a 1 mm. Posteriormente, alíquotas de 0,5 g, de cada repetição, foram 

submetidas à extração em ácido perclórico 0,1 M (Garcia-Ciudad et al., 1985), utilizando-se o 

ajustador de força iônica (Larsen & Widdowson, 1971), para determinação potenciométrica 

do teor de flúor, com eletrodo específico. As análises foram conduzidas em duplicata e 

repetidas duas vezes.  

 

Análises microscópicas - Para as análises microscópicas, foram coletadas amostras da porção 

mediana de folíolos em expansão, retiradas de folhas do terceiro ou quarto nó (a partir da 
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gema apical). Os fragmentos foliares coletados não apresentavam sintomas, com o intuito de 

identificar caracteres microscópicos prognósticos de injúria por flúor.  

 Para análise micromorfológica, amostras foliares foram fixadas em solução de 

Karnovsky (solução de glutaraldeído (2,5%) e paraformaldeído (4%), em tampão cacodilato 

de sódio (pH 7,2), acrescido de cloreto de cálcio 5 mM) (Karnovsky, 1965). As amostras de 

folíolos foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1%, desidratadas em série etílica, e secas ao 

ponto crítico (equipamento modelo CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A superfície 

dos folíolos foi coberta com ouro em metalizador (modelo FDU010, Bal-Tec, Balzers, 

Liechtenstein) e documentada em microscópio eletrônico de varredura com câmera digital 

(modelo Leo 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra), do Núcleo de Microscopia e 

Microanálise da UFV.  

 Para os estudos anatômicos, após fixação na solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965) 

e desidratação em série etílica, as amostras foram incluídas em metacrilato (Historesin, Leica 

Instruments, Heidelberg, Alemanha). Cortes transversais e paradérmicos, com 8 e 3 μm de 

espessura, respectivamente, foram obtidos em micrótomo rotativo de avanço automático 

(modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) e corados em azul de Toluidina 

(pH=4,0) (O’Brien & McCully, 1981). As lâminas permanentes foram montadas em 

Permount. As imagens foram capturadas utilizando-se um microscópio de luz (modelo 

Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão) com sistema U-Photo, com câmera 

digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments inc. New York, 

USA), no Laboratório de Anatomia Vegetal da UFV. 

 Para análise micromorfométrica realizou-se, nos cortes paradérmicos, a mensuração da 

porcentagem ocupada pelos espaços intercelulares no parênquima lacunoso. Nos cortes 

transversais, mensurou-se a espessura do limbo, do parênquima paliçádico e do lacunoso e a 

altura das células epidérmicas das faces adaxial e abaxial, na porção da lâmina foliar entre a 

margem e a nervura mediana. Foram realizadas 27 medidas/repetição/parâmetro, totalizando 

162 registros por repetição, utilizando-se o software Image Pro-Plus, versão 4.1 para 

Windows® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 

 

Análise dos dados - O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, 

com cinco tratamentos (0, 5, 10, 15 e 20 mg L-1) e cinco repetições por tratamento. Os dados 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA), empregando-se o programa SAEG - 

Sistema de Análises Estatísticas e Genéticas da UFV (Euclydes, 1983), e as médias dos 

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. Os 

dados referentes à porcentagem de área foliar necrosada das porções apical e basal das plantas 
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foram transformados em sigmoidal f= a/(1+exp(-(x-x0)/b)) e linear f=y0+a*x, 

respectivamente, sendo ajustadas equações de regressão. 

 

Resultados 
 

Sintomatologia e teor de flúor na matéria seca - Os sintomas surgiram 24 h após o primeiro 

nevoeiro simulado com flúor, nas folhas das plantas expostas a 10, 15 e 20 mg L-1 de F- (Fig. 

1-11). Observou-se o avanço mais acentuado das necroses nas plantas submetidas a nevoeiros 

com concentrações de 15 (Fig. 6-8) e 20 mg L-1 de F- (Fig. 9-11), não sendo observados 

sintomas nas plantas expostas a 5 mg L-1 de F- após o término das simulações. A abscissão 

foliar teve início 96 h após o primeiro nevoeiro simulado com flúor, nas folhas em expansão 

das plantas expostas a 15 e 20 mg L-1 de F-. 

 No tratamento controle, os folíolos de S. dulcis apresentavam coloração verde 

brilhante típica (Fig. 1). Nas plantas expostas ao flúor, necroses amarronzadas avançando 

pelas nervuras mediana e laterais surgiram em todos os folíolos, tanto em áreas marginais 

quanto intervenais, principalmente (92,5% dos folíolos necrosados) na base da lâmina (Fig. 2-

5), sendo caracterizadas por apresentar três zonas com colorações distintas: enegrecida, 

acinzentada e marrom (Fig. 3-5).  

 A porção apical das plantas expostas ao poluente apresentou maior percentagem de 

área foliar necrosada, em relação à porção basal. Nos folíolos da porção apical das plantas 

expostas a 20 mg L-1, 45% da área foliar apresentava-se necrosada, enquanto que somente 6% 

da área foliar na porção basal exibia injúrias no final do experimento (Fig. 12-13).  

 As folhas da porção basal de plantas submetidas a concentrações de 5, 10, 15 e 20 mg 

L-1 de F- apresentaram, respectivamente, teor de flúor 28,7; 51,1; 75,4 e 182,7% maior do que 

no tratamento controle (Fig. 14). Já na porção apical das plantas, os teores do poluente foram, 

respectivamente, 46,6; 72,5; 106,5 e 219,4% maiores em comparação com o tratamento 

controle, quando expostas a 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de F- (Fig. 14). 

 A correlação entre o grau de injúria foliar e o teor de flúor nas folhas (Fig. 15) foi 

significativa (p<0,01) e alta nas porções basal e apical das plantas (0,86 e 0,89, 

respectivamente). 

 

Análise microscópica - Os folíolos de S. dulcis são glabros (Fig. 16, 20, 24), hipoestomáticos 

(Fig. 16 e 20), dorsiventrais com epiderme unisseriada e mesofilo com idioblastos cristalíferos 

contendo drusas (Fig. 24). O parênquima paliçádico é formado por uma camada de células e o 

lacunoso por quatro a cinco camadas (Fig. 24) de células braciformes (Fig. 28). 



14 

 Todos os tratamentos com flúor ocasionaram danos micromorfológicos na epiderme 

em ambas as faces do folíolo simultaneamente. Na face adaxial ocorreu a perda de turgor e o 

achatamento da parede periclinal externa (Fig. 17), além de alteração no relevo de grupos de 

células (Fig. 18) e a formação de concavidades em algumas regiões da lâmina foliar (Fig. 19).  

 Na epiderme da face abaxial, além da alteração no relevo da superfície foliar, que 

adquire aspecto enrugado (Fig. 21), ocorreu a erosão de ceras epicuticulares (Fig. 22), 

colonização da superfície foliar por fungos e a ruptura da parede periclinal externa da 

epiderme, expondo as células do mesofilo ao poluente (Fig. 23).  

 Todas as concentrações de flúor (5, 10, 15 e 20 mg L-1) tiveram efeito significativo 

sobre os parâmetros quantitativos avaliados em lâminas foliares assintomáticas, exceto sobre 

a altura das células epidérmicas da face abaxial (Tab. 2). 

 Nas plantas expostas a 20 mg L-1 de flúor, houve redução de 13,3% na espessura do 

limbo (Tab. 2). O mesofilo e a epiderme representam, respectivamente, 85 e 15% da 

espessura total do folíolo de plantas de S. dulcis, no tratamento controle, e 83 e 17% nas 

plantas expostas a 20 mg L-1 de flúor. A correlação entre espessura do limbo e a altura das 

células do parênquima paliçádico e lacunoso foi alta (0,86 e 0,89, respectivamente) e 

significativa (p<0,01). Contudo, não se observou alteração significativa na proporção entre o 

parênquima paliçádico e o lacunoso. Nas plantas expostas a 20 mg L-1 de flúor, observou-se 

aparente aumento no tamanho dos cloroplastos os quais apresentaram evidente acúmulo de 

grãos de amido (Fig. 27). 

 Nas plantas expostas a 10, 15 e 20 mg L-1 de flúor no nevoeiro, observa-se aumento 

significativo (p<0,05) na porcentagem de espaços intercelulares, em comparação com o 

tratamento controle (Tab. 2), além da presença de grânulos intensamente corados de verde 

pelo azul de toluidina (Fig. 25, 29), e gotículas nas proximidades das terminações xilemáticas 

(Fig. 30), localizadas na interface entre parênquima paliçádico e lacunoso. 

 

Discussão 
 

 Na literatura, os sintomas em resposta ao flúor são caracterizados como necroses 

marginais e apicais, não havendo, na maior parte dos estudos, uma descrição mais apurada no 

que diz respeito a diferenças de coloração no tecido necrosado (Silva et al., 2000; Chaves et 

al., 2002; Oliva & Figueiredo, 2005).  

No presente trabalho, a coloração amarronzada observada nas necroses provavelmente 

indica a oxidação dos compostos fenólicos que se acumularam em resposta à alta 

concentração de flúor nessas regiões, onde as gotas de nevoeiro se instalaram, conforme 
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observado por Hara (2000) em folhas de Panicum maximum expostas ao poluente. Algumas 

características observadas nos sintomas, como a evolução da necrose ao longo da lâmina pelas 

nervuras mediana e laterais, parecem ser específicas de S. dulcis em resposta ao flúor, já que 

não foram observados em sintomas foliares causados pela chuva ácida (Sant’Anna-Santos et 

al., 2006). Fornasiero (2001) descreveu as necroses foliares em plantas de Hypericum 

perforatum, em resposta ao flúor, como marrom-avermelhadas, indicando que possa haver 

algumas diferenças entre espécies vegetais distintas. Já Peixoto et al. (2005) destacaram, em 

folhas de Salvinia auriculata, o formato arredondado e a coloração marrom escura das 

necroses causadas pelo poluente.  

 As plantas de S. dulcis reagiram rápido ao poluente, em conformidade com o relatado 

por Silva et al. (2000) que, ao constatarem a elevada sensibilidade da espécie ao elemento, 

também observaram necroses surgindo 24 h após a primeira exposição à chuva simulada 

contendo 30 mg L-1 de flúor, sem o aparecimento de cloroses. Em plantas de Hypericum 

perforatum expostas ao poluente (Fornasiero, 2001), cloroses antecederam a necrose do tecido 

foliar, fato também relatado por Silva et al. (2000) em Gallesia gorazema. A elevada 

sensibilidade de S. dulcis ao flúor leva à morte muito rápida do tecido não havendo tempo 

hábil para a formação de cloroses. Contudo, o surgimento rápido de necroses também pode 

estar relacionado à exposição das plantas a elevadas concentrações do poluente (Weinstein & 

Davison, 2003). Os sintomas observados em plantas de S. dulcis expostas a nevoeiro com 

flúor, no presente experimento, foram idênticos aos observados em experimentos de 

simulação de chuva com flúor conduzidos anteriormente (Sant’Anna-Santos & Azevedo, 

2007), o que ressalta a confiabilidade do uso da sintomatologia na diagnose do estresse 

causado pelo poluente. 

 A quantidade de flúor acumulada e o grau de injúria nos tecidos podem variar com a 

idade da folha (Silva et al., 2000). Em S. dulcis, os dados de acúmulo do poluente sugerem 

maior capacidade de acumulação do elemento pelas folhas em expansão, já que na porção 

apical das plantas observou-se um maior teor de flúor na matéria seca do que na porção basal. 

 Adicionalmente, as folhas em expansão, com metabolismo mais intenso, devem ser 

mais sensíveis a ação do flúor, conforme observado por Azevedo (1995) em Glycine max. 

Em S. dulcis as folhas da porção apical da planta acumularam mais flúor que as folhas 

basais e exibiram maior porcentagem de área necrosada; contudo, não existe relação direta 

entre quantidade de flúor e grau de injúria, pois as folhas mais basais também acumularam 

muito flúor. O mesmo ocorreu em plantas de Magnolia ovata expostas ao poluente 

(Sant’Anna-Santos et al., 2007). Em algumas espécies vegetais existe uma relação entre o 
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maior grau de injúria e as taxas elevadas de acúmulo do poluente (Klumpp et al., 1995; Silva 

et al., 2000; Fornasiero, 2001).  

 O flúor, fornecido às plantas mediante precipitação simulada ou nevoeiro, atinge o 

interior da folha principalmente através da cutícula e pode ser absorvido pelas células do 

mesofilo alcançando o simplasto, ou ser arrastado pela corrente transpiratória até as 

terminações do xilema, onde é acumulado (Oliva & Figueiredo, 2005). O padrão de 

distribuição de flúor na maioria das gramíneas sugere que ele se acumula em tecidos com 

maior atividade metabólica (Oliva & Figueiredo, 2005). A penetração do ânion, via apoplasto, 

nos tecidos jovens da folha é facilitada pela menor quantidade de cutina e ceras epicuticulares 

nas células da epiderme e pela presença de maior quantidade de pectinas (Kannan, 1986), 

quando comparada com folhas totalmente expandidas.  

 Como atribuir um sintoma a um dado fator de estresse específico permanece difícil, a 

sintomatologia requer outros parâmetros para assegurar uma diagnose precisa, como as 

análises microscópicas (Reig-Arminaña et al., 2004; Vollenweider et al., 2003). Neste 

trabalho, o tratamento com flúor causou alterações na epiderme em ambas as faces dos 

folíolos, sob todas as concentrações avaliadas (5, 10, 15 e 20 mg L-1), apesar das amostras 

terem sido retiradas de folhas sem sintomas. As alterações micromorfológicas observadas na 

lâmina foliar de S. dulcis estão, provavelmente, relacionadas à atuação do flúor na 

desestruturação da cutícula e das ceras epicuticulares o que facilitaria a sua entrada na 

epiderme e permitiria, secundariamente, a invasão por patógenos (Heredia et al., 1998), 

conforme observado por Sant’Anna-Santos et al. (2006), na mesma espécie, em resposta a 

chuva ácida simulada. 

 Existem poucos relatos sobre os efeitos do flúor na micromorfologia foliar (Azevedo, 

1995; Hara, 2000; Chaves et al., 2002; Sant’Anna-Santos et al., 2007; Sant’Anna-Santos & 

Azevedo, 2007), e pouco enfoque é dado ao parâmetro como biomarcador prognóstico. A 

presença de danos expressivos em fragmentos retirados de folhas aparentemente sadias indica 

que a micromorfologia pode ser útil em estudos de biomonitoramento de campo, podendo ser 

utilizada como biomarcador da presença de poluentes na atmosfera. A coloração verde 

conferida pelo azul de toluidina indica a natureza fenólica dos grânulos e gotículas observados 

ao microscópio de luz, conforme descrito por Briggs et al. (2005). Segundo Oliva & 

Figueiredo (2005), o flúor se deposita na proximidade das terminações xilemáticas, o que 

explica o acúmulo de fenólicos nesta região. O acúmulo de fenóis tem sido interpretado como 

um mecanismo de defesa das plantas (Vaughn & Duke, 1984) e já foi relatado em outras 

espécies vegetais expostas ao flúor (Chaves et al., 2002; Sant’Ann-Santos et al., 2007). A 

redução na espessura dos folíolos sem sintomas expostos ao poluente, principalmente no 



17 

mesofilo, reflete as alterações do relevo da folha observadas ao microscópio eletrônico de 

varredura, indicando que a microscopia de luz deve ser utilizada, em conjunto com outras 

técnicas, para melhor caracterizar a fitotoxidade do flúor. 

A maioria das concentrações de flúor utilizadas no nevoeiro levou ao surgimento e 

evolução muito rápidos das necroses induzindo a abscisão foliar, exceto 5 mg L-1. Desta 

forma, esta concentração é indicada para experimentos futuros onde a indução de injúrias seja 

mais lenta e possibilite avaliar se as cloroses antecedem a necrose do tecido. Os sintomas 

observados em S. dulcis em resposta ao flúor não são específicos, porém, apresentam padrões 

exclusivos como coloração típica, o início da necrose na porção basal do folíolo e a maior 

porcentagem de área foliar necrosada na porção apical da planta. Desta forma, recomenda-se 

avaliar, em estudos de biomonitoramento ativo, o potencial desses padrões específicos no 

diagnóstico preciso de injúria por flúor. As alterações na estrutura e micromorfologia foram 

evidentes nas amostras coletadas de folhas sem sintomas, demonstrando que estas ferramentas 

possuem potencial para serem utilizadas no prognóstico de injúria por flúor. Contudo, a 

utilização destas técnicas em conjunto com análises fisiológicas e ultra-estruturais, em 

experimentos futuros, serão fundamentais para elucidar a fitotoxidez causada pelo poluente. 
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Tabela 1. Resultados da análise química do solo utilizado como substrato nos vasos para 

cultivo das plantas de Spondias dulcis Forst. F. SB (Soma de bases trocáveis); CTC (t) 

(Capacidade de troca catiônica efetiva); CTC (T) (Capacidade de troca catiônica a pH=7,0); V 

(Índice de saturação de bases); m (Índice de saturação de alumínio); ISNa (Índice de 

saturação de sódio); MO (Matéria orgânica = C.Org × 1,724 – Walkley-Black); P-rem 

(Fósforo remanescente). 

 

pH P K Na Ca2+ Mg2+ Al3+ H+Al SB (t) (T) 

H2O mg dm-3 cmolc dm-3 

7,25 19,1 1727 - 6,16 1,12 0,0 1,0 11,7 11,7 12,7 

V m ISNa MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S 

% dag kg-1 mg L-1 mg dm-3 

92,1 0 - 3,68 23,3 - 21,6 54,1 0,48 6,84 262,6 
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentrações de flúor sobre parâmetros estruturais da lâmina 

foliar de plantas de Spondias dulcis Forst F., após quatro dias consecutivos de nevoeiro 

simulado. Ed (Altura das células da epiderme da face adaxial); Eb (Altura das células da 

epiderme da face abaxial); Pp (Parênquima paliçádico); Pl (Parênquima lacunoso); Ef 

(Espessura do folíolo); Ei (Percentagem de espaços intercelulares do parênquima lacunoso). 
 

μm / mg L-1 0 5 10 15 20 

Ed  26,24±1,77a 25,85±0,68a 23,56±1,39ab 22,47±2,06b 27,72±1,34ab 

Pp  94,58±3,20a 80,03±1,76b 81,56±2,11b 83,45±7,49b 80,33±6,68b 

Pl  135,79±2,11a 116,63±0,72c 125,3±2,83b 111,9±3,32b 115,32±4,06b 

Eb  14,32±1,38a 13,51±0,96a 13,2±0,78a 13,64±0,89a 14,32±0,71a 

Ef  270,93±5,15a 263,02±1,45bc 243,61±2,48b 231,45±12,02c 234,71±4,99bc

Ei  18,73±0,63b 19,66±0,70b 22,97±0,75a 22,97±0,75a 23,43±0,66a 

 
Médias seguidas por letras iguais na vertical não diferem entre si, quando comparadas pelo teste de 
Tukey, a 5%. Cada valor representa a média de cinco repetições.  
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Figura 1-5. Sintomas observados em folíolos de Spondias dulcis Forst F. expostos a nevoeiro 

simulado com flúor (10 mg L-1), durante quatro dias consecutivos. 1. Tratamento controle (0 

mg L-1). 2. Necrose intervenal na base do folíolo (Bf). 3. Ápice (Af) e base (Bf) do folíolo 

necrosados. 4. Necrose avançando pela nervura mediana (→). 5. Necrose progredindo pelas 

nervuras laterais (→) e constituída por três zonas de colorações distintas: enegrecida ( ), 

acinzentada ( ) e marrom ( ). 
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Figura 6-11. Evolução dos sintomas observados em folíolos de Spondias dulcis Forst F. 

expostos ao flúor 24 (6 e 9), 48 (7 e 10) e 72 (8 e 11) h após o primeiro nevoeiro. 6-8. 

Evolução da necrose nas plantas expostas a 15 mg L-1. 9-11. Evolução da necrose nas plantas 

expostas a 20 mg L-1. Barras: 15 mm. 
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Figura 12. Percentagem de área foliar necrosada das porções basal e apical de plantas de 

Spondias dulcis Forst F., expostas a diferentes concentrações de flúor em nevoeiro simulado 

(0, 5, 10, 15 e 20 mg L-1), durante quatro dias consecutivos. As barras verticais indicam o 

desvio padrão (n=5). 
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Figura 13. Sintomas observados em folíolos das porções apical e basal de plantas de Spondias 

dulcis Forst F. expostas a diferentes concentrações de flúor em nevoeiro simulado (0, 5, 10, 

15 e 20 mg L-1), durante quatro dias consecutivos. Barras: 50 mm. 
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Figura 14. Teor de flúor (μg g-1 MS) nas folhas das porções basal e apical de plantas de 

Spondias dulcis expostas a diferentes concentrações de flúor (0, 5, 10, 15 e 20 mg L-1) em 

nevoeiro simulado, durante quatro dias consecutivos. As barras verticais indicam o desvio 

padrão (n=5). 
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Figura 15. Percentagem de área foliar necrosada das porções apical (A) e basal (B) de plantas 

de Spondias dulcis Forst F. expostas a diferentes concentrações de flúor 0 ( ), 5 ( ), 10 ( ), 

15 ( ) e 20 ( ) mg L-1 em nevoeiro simulado, durante quatro dias consecutivos. Cada ponto 

representa a média de cinco repetições.  
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Figura 16-19. Efeitos do flúor na superfície adaxial da lâmina foliar de Spondias dulcis Forst 

F. (micrografias eletrônicas de varredura). 16. Tratamento controle: células túrgidas. 17-19. 

Flúor. 17. 5 mg L-1: detalhe de células com paredes externas achatadas. 18. 10 mg L-1: 

alteração no relevo celular (*). 19. 20 mg L-1: concavidades (→). 
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Figura 20-23. Efeitos do flúor na superfície abaxial da lâmina foliar de Spondias dulcis Forst 

F. (micrografias eletrônicas de varredura). 20. Tratamento controle: células túrgidas. 21-23. 

Flúor. 21. 10 mg L-1: relevo celular alterado (→). 22. 15 mg L-1: erosão das ceras 

epicuticulares (Ce). 23. 20 mg L-1: ruptura da parede das células epidérmicas (Rp), expondo 

as células do parênquima ao flúor; presença de hifas fúngicas (→). 
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Figura 24-30. Alterações causadas pelo flúor na estrutura foliar de Spondias dulcis Forst F. 

após a exposição das plantas a nevoeiro simulado com flúor em secção transversal (24-25) e 

paradérmica (26-30) (microscopia de luz).  24, 26 e 28. Tratamento controle. 25, 27, 29 e 30. 

Flúor (20 mg L-1). 24. Mesofilo dorsiventral. 25. Redução na espessura do mesofilo e 

acúmulo de grânulos intensamente corados de verde, pelo azul de toluidina, no parênquima 

lacunoso (Pl). 26. Células de parênquima paliçádico (Pp) com cloroplastos periféricos (→) 

evidenciados no detalhe. 27. Grãos de amido volumosos (→) mostrados no detalhe. 28. 

Células braciformes. 29. Grânulos (→). 30. Gotículas coradas de verde (→) na proximidade 

das terminações xilemáticas. Ed (face adaxial da epiderme); Eb (face abaxial da epiderme); 

Ev (elemento de vaso); Id (idioblasto).  
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CAPÍTULO 2 

 

Alterações foliares em Spondias dulcis Forst F. (Anacardiaceae), espécie tropical sensível 

ao flúor, em resposta às imissões de uma fábrica de alumínio 

 

RESUMO – Para avaliar os efeitos das imissões de flúor em Spondias dulcis, plantas foram 

expostas a 78 (área não poluída - NP) e 0,78 km de uma fábrica de alumínio (área poluída -

AP). As plantas foram expostas ao flúor durante nove e três dias no experimento 1 (E1) e 

experimento 2 (E2), respectivamente. O teor de fluoreto e a percentagem de área foliar 

necrosada foram mensurados de três em três dias no E1 e diariamente no E2. Fragmentos 

foliares sem sintomas foram coletados e submetidos a técnicas usuais para microscopia de luz 

e eletrônica de varredura e de transmissão. O teor de flúor aumentou com o tempo de 

exposição das plantas na AP e permaneceu constante na NP. As necroses, com coloração 

típica, ocupavam 7,5 e 14,5% da área foliar em plantas expostas por três dias na AP, no E1 e 

E2, respectivamente. Os danos micromorfológicos tiveram início a partir da face abaxial do 

folíolo, principalmente associados aos estômatos. O acúmulo de flúor, área foliar necrosada e 

danos micromorfológicos foram mais pronunciados no E2, sugerindo uma variação episódica 

nas imissões da fábrica. O acúmulo de grãos de amido foi pronunciado na nervura mediana, 

contudo, a análise ultra-estrutural também demonstra este evento entre a margem e a nervura. 

As membranas celulares e os cloroplastos foram afetados pelo poluente. Houve acúmulo de 

compostos fenólicos nas folhas das plantas expostas ao poluente e de material elétron-denso 

nas proximidades das terminações xilemáticas. Os eventos microscópicos descritos antecedem 

o surgimento de sintomas e, desta forma, possuem valor prognóstico. Estes resultados 

confirmam o potencial de S. dulcis como bioindicadora de reação e dos parâmetros visuais e 

microscópicos como biomarcadores.  

 

Palavras-chave: Flúor, Spondias dulcis, anatomia foliar, bioindicação, ultra-estrutura. 
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Leaf changes in Spondias dulcis Forst F. (Anacardiaceae), a fluoride-sensitive tropical 

species, in response to aluminum plant emissions 

 

ABSTRACT - In order to evaluate the effects of fluoride emissions on Spondias dulcis, 

plants were exposed at 78 (not polluted area - NPA) and 0.78 km of an aluminum plant 

(polluted area - PA). Experiment 1 (E1) lasted nine days with sample collections every three 

days, whereas Experiment 2 (E2) lasted three days with daily collections. Percentage of 

necrotic area and fluoride content were evaluated in the leaves. Leaf fragments without 

symptoms were collected and examined by usual techniques of light, scanning electron and 

transmission microscopy. Fluoride content increased with time of plant exposure to PA but 

was kept constant in NPA. Necroses, with typical coloration, covered 7.5 and 14.5% of the 

leaf area in plants exposed for three days to PA, in E1 and E2 respectively. 

Micromorphological damages started on the abaxial surface of the leaflets, always associated 

with stomata. Fluoride accumulation, necrotic leaf area and micromorphological damages 

were more evident in E2, suggesting an episodic variation in the emissions. Starch grain 

accumulation in the midrib was clear, however, the ultra-structural analysis also showed this 

event between the margin and the rib. Cell membranes and chloroplasts were strongly 

affected by the pollutant. Granular material accumulation occurred inside and at the 

boundaries of the ending veinlets. The described microscopic events precede symptom 

appearance, and therefore have prognostic value. These results confirm the potential of S. 

dulcis as reaction bioindicator and the visual and microscopic parameters as biomarkers.    

 

Key-words: Fluoride, Spondias dulcis, leaf anatomy, bioindication, ultra-structure. 
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Introdução 
 

 O monitoramento da qualidade do ar nas adjacências de grandes emissores de fluoreto 

atmosférico é geralmente restrito a investigações esporádicas a despeito da crescente 

importância das atividades antropogênicas que emitem flúor em países industrializados e em 

desenvolvimento (Franzaring et al., 2007). O flúor figura entre os poluentes atmosféricos 

mais fitotóxicos, sendo comum o surgimento de lesões em plantas susceptíveis ao redor de 

fontes emissoras do poluente, especialmente fábricas de fertilizantes fosfatados, de alumínio, 

de vidros e cerâmicas (Weinstein & Davison, 2003). 

Quando as concentrações de flúor ultrapassam os limites naturais de ocorrência na 

atmosfera, espécies susceptíveis apresentam manchas cloróticas e necróticas nas folhas, sendo 

esta resposta determinada por fatores edafoclimáticos e genéticos (Weinstein & Davison, 

2003). Contudo, baixas concentrações do poluente, apesar de não ocasionarem o surgimento 

de sintomas, podem causar danos invisíveis em espécies muito sensíveis (Fornasiero, 2003), 

fazendo com que estudos microscópicos sejam ainda mais relevantes. As análises macro e 

microscópicas, na maioria dos casos realizadas de forma independente, devem ser integradas 

assegurando uma diagnose mais precisa do efeito dos poluentes sobre as plantas (Günthardt-

Goerg & Vollenweider, 2007). Nos estudos sobre o ozônio, a análise microscópica vem sendo 

utilizada como ferramenta na validação da causa do estresse (Vollenweider et al., 2003) e na 

detecção de injúrias em folhas sem sintomas (Reig-Arminaña et al., 2004).  

 O uso de espécies susceptíveis tem se revelado uma metodologia adequada e de baixo 

custo para a detecção dos efeitos de poluentes atmosféricos sobre organismos (Klumpp et al., 

2001). Entretanto, alguns pré-requisitos devem ser considerados como utilização de uma 

espécie adaptada às condições climáticas da região alvo do estudo e que apresente potencial 

em desenvolver sintomas visíveis nas folhas (Strehl & Arndt, 1989), além do conhecimento 

prévio de respostas morfoanatômicas, fisiológicas e/ou bioquímicas específicas causadas pelo 

poluente (Oliva & Figueiredo, 2005). Spondias dulcis (cajá-mirim), espécie perenifólia 

originária da Polinésia e distribuída em quase todo o Brasil (Souza et al., 1998), desenvolve 

sintomas foliares típicos em resposta ao flúor que já foram microscopicamente estudados em 

plantas submetidas a precipitação simulada contendo o poluente (Silva et al., 2000; 

Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007). Contudo, resultados obtidos em estudos sob condições 

controladas devem ser extrapolados para condições de campo com cuidado, devido às 

condições artificiais dos experimentos (Reig-Arminaña et al., 2004). Desta forma, torna-se 

essencial expor espécies com potencial biondicador às imissões de uma fonte poluidora no 
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campo e confrontar os dados obtidos com resultados de laboratório antes de afirmar que os 

danos morfoanatômicos possam ser utilizados como biomarcadores. 

 Assis et al. (2003) observaram, durante os anos de 2000 a 2002, concentrações de 

fluoreto com valores máximos situados entre 6,22 e 12,87 μg m-3 em uma estação de 

monitoramento nas proximidades de uma fábrica integrada de semi-acabados de alumínio a 

partir da bauxita, que opera em Ouro Preto, MG, Brasil, desde 1950. A legislação ambiental 

brasileira não prevê padrão de qualidade do ar para fluoretos (Assis et al., 2003). Contudo, os 

limites relevantes de qualidade de ar adotados em muitos países para proteção de espécies 

sensíveis situam-se entre 0,3 e 0,5 μg m-3 de HF (VDI, 1989; EU, 2001; MOE, 2005). No 

processo industrial, a fabricação do alumínio resulta na formação de resíduos que devem ser 

dispostos no ambiente após tratamento adequado e seguro. De fato, avanços tecnológicos têm 

diminuído, virtualmente, emissões desta natureza, mas o flúor ainda é liberado em pequenas 

quantidades e pode causar danos (Fornasiero, 2003). Segundo Sharma (1985), concentrações 

baixas de flúor próximas a 0,6 μg m-3, por exemplo, podem ser tóxicas.  

A vegetação ao redor da fábrica de alumínio em Ouro Preto apresenta sinais claros de 

contaminação por fluoretos, o que pode ser comprovado pelos elevados teores do poluente 

observados nas folhas de espécies da flora local (Divan Junior et al., 2008). Apesar de existir 

um esforço da empresa em diminuir suas emissões industriais, como a elaboração de sistemas 

de lavagem de gases (NOVELIS, 2007), o conteúdo de flúor encontrado em espécies nativas 

nas proximidades da fábrica atingiu níveis superiores a 1000 μg g-1 (Divan Junior et al., 2008) 

que, segundo Treshow & Anderson (1989), ocorrem próximo a fontes emissoras sem nenhum 

controle de suas emissões. 

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos das imissões de flúor de uma usina 

de alumínio em plantas de S. dulcis e o potencial de caracteres macro e microscópicos, 

identificados em experimentos simulados em laboratório, como biomarcadores de injúria por 

flúor no campo e identificar os danos ultra-estruturais causados pelo poluente. 

 

Material e métodos 
 

Condições de cultivo - As plantas de Spondias dulcis Forst. F. (Anacardiaceae) foram obtidas 

a partir de propagação seminífera de um único indivíduo adulto situado a 280 m de altitude e 

localização determinada pelas coordenadas geográficas de 19o57’04’’ de latitude sul e 

42o50’27’’ de longitude oeste, mapeado mediante utilização do sistema de posicionamento 

global (modelo GPS II plus, Garmin Ltd., Hampshire, UK), nas adjacências do Viveiro do 

Parque Estadual do Rio Doce-MG (VPERD).  
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As sementes foram plantadas em sacos plásticos de 100 mm de diâmetro por 220 mm 

de comprimento contendo mistura de solo, moinha de carvão e adubo, composição 

usualmente utilizada no VPERD (Tab. 1). Com dois meses de idade, as mudas foram 

transferidas para vasos de 2,6 dm3 e aclimatadas durante dois meses, em ambiente não 

poluído, na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) localizada na Universidade Federal de 

Viçosa (UFV). 

As plantas receberam solução nutritiva de Hoagland a 0,25 de força (Hoagland & 

Arnon, 1950) a cada cinco dias, seguindo metodologia proposta por Silva et al. (2000), até 

atingirem cerca de quatro meses de idade. 

 

Local do experimento - As plantas foram expostas às imissões de poluentes da fábrica de 

alumínio situada no município de Ouro Preto, MG, Brasil, seguindo metodologia adotada por 

Divan Junior et al. (2007), a 0,78 km da fonte emissora, localizada a 1101 m de altitude, nas 

coordenadas geográficas de 20o24’09,7’’ de latitude sul e 43o31’14,8’’ de longitude oeste. A 

estação referência, a 78 km da fonte emissora, em área livre da poluição, foi instalada na 

UCP, na cidade de Viçosa, MG, Brasil, a 649 m de altitude e determinada pelas coordenadas 

geográficas de 20o45’20’’ de latitude sul e 42o52’40’’ de longitude oeste. 

As plantas foram expostas no campo em dois períodos denominados de Experimento 

um e dois (E1 e E2, respectivamente). No E1, de 03/07/06 a 12/07/06, as coletas foram 

programadas de três em três dias. Contudo, as plantas começaram a apresentar sintomas antes 

da primeira coleta. Desta forma, no E2 (24/07/06 a 27/07/06), as coletas foram feitas 

diariamente. Todas as plantas foram dispostas em estantes, a 1,5 m do solo, conforme 

recomendado por Divan Junior et al. (2007). O experimento foi conduzido em delineamento 

inteiramente casualizado, com cinco repetições no E1 e três repetições no E2. 

 

Avaliações - Nos dois períodos de exposição das plantas no campo foi realizado o 

acompanhamento diário do surgimento de sintomas. Para análise da percentagem de área 

foliar necrosada e quantificação de flúor na matéria seca (MS) foram feitas coletas aos três, 

seis e nove dias, durante o E1 e diariamente, durante o E2.  

Para avaliação da percentagem de área foliar necrosada, todas as folhas de cada um 

dos indivíduos de S. dulcis foram digitalizadas e submetidas à análise de imagens com o 

auxílio do software Image Pro-Plus, versão 4.1 para Windows® (Media Cybernetics, Silver 

Spring, MD, USA).  

Para a quantificação do teor do poluente na MS, todas as folhas de cada uma das 

repetições foram previamente secas em estufa, a 70°C, e reduzidas a partículas com 
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dimensões inferiores a 1 mm, em moinho do tipo Wiley. Posteriormente, alíquotas de 0,5 g, 

de cada repetição, foram submetidas à extração em ácido perclórico 0,1 M (Garcia-Ciudad et 

al., 1985), utilizando-se o ajustador de força iônica (Larsen & Widdowson, 1971), para 

determinação potenciométrica do teor de fluoreto, através de eletrodo íon seletivo. As análises 

foram conduzidas em duplicata e repetidas duas vezes.  

Para classificação das plantas quanto à susceptibilidade ao flúor levou-se em 

consideração a área foliar necrosada em relação ao conteúdo de flúor na MS das folhas, 

adotando-se a seguinte escala proposta por Klumpp et al. (1995): muito susceptível (plantas 

que apresentam sintomas foliares com acúmulo de flúor inferior a 50 μg g-1 MS) e susceptível 

(plantas que apresentam sintomas foliares com acúmulo de flúor entre 50 e 200 μg g-1 MS).  

Para as análises microscópicas, as amostras foliares foram coletadas aos três, seis e 

nove dias, durante o E1, e aos três dias de exposição, durante o E2. Os fragmentos foram 

retirados da porção mediana de folíolos em expansão de folhas localizadas no terceiro ou 

quarto nó (a partir da gema apical). Com o intuito de identificar caracteres microscópicos 

prognósticos de injúria por flúor, todas as amostras foram coletadas de áreas assintomáticas 

de folíolos com necroses, nas plantas expostas à poluição, e destinadas a caracterização dos 

danos estruturais e ultra-estruturais, detecção de compostos fenólicos, amido e 

micromorfologia.  

Para análise micromorfológica, amostras foliares foram fixadas em solução de 

glutaraldeído (2,5%), paraformaldeído (4%) em tampão cacodilato de sódio pH 7,2 e 

acrescido de cloreto de cálcio 5 mM (Karnovsky, 1965). As amostras de folhas foram pós-

fixadas em tetróxido de ósmio 1%, desidratadas em série etílica, e secas ao ponto crítico em 

equipamento apropriado (modelo CPD 020, Bal-Tec, Balzers). A superfície das folhas foi 

coberta com ouro, em metalizador (modelo FDU010, Bal-Tec, Balzers), e documentada em 

microscópio eletrônico de varredura com câmera digital acoplada (modelo Leo 1430 VP, 

Zeiss, Cambridge, Inglaterra). As análises foram conduzidas em duplicata. 

Para microscopia de luz, após fixação na solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965) e 

desidratação em série etílica, as amostras foram incluídas em metacrilato (Historesin, Leica 

Instruments, Heidelberg, Alemanha). Cortes transversais, com 8 μm de espessura, foram 

obtidos em micrótomo rotativo de avanço automático (modelo RM2155, Leica Microsystems 

Inc., Deerfield, USA) e corados em azul de Toluidina/pH=4,0 (O’Brien & McCully, 1981) 

para análise anatômica.  Para detecção de amido, os cortes foram submetidos ao lugol 

(Johansen, 1940). As lâminas permanentes foram montadas em Permount.  

Para detecção de compostos fenólicos, adotou-se metodologia proposta por Johansen 

(1940). Parte das amostras foi fixada em solução de formalina com sulfato ferroso 
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(formaldeído-4% e sulfato ferroso-10%) durante 24 horas sob vácuo, lavada em água 

destilada e submetida à desidratação em série etílica/butílica. Após inclusão em parafina 

histológica, as amostras foram seccionadas em micrótomo rotativo (10 μm de espessura), 

desparafinizadas e as lâminas, semipermanentes, montadas em gelatina glicerinada (Kaiser, 

1980). Para extração dos compostos fenólicos (controle do teste), parte das amostras foi 

armazenada em metanol sob vácuo, durante 72 horas e, posteriormente, fixada seguindo o 

protocolo acima descrito para as amostras submetidas à detecção de fenóis. As imagens foram 

capturadas utilizando-se um microscópio de luz (modelo Olympus AX70TRF, Olympus 

Optical, Tóquio, Japão) com sistema U-Photo, com câmera digital acoplada (modelo Spot 

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments inc. New York, USA), no Laboratório de 

Anatomia Vegetal da UFV. 

Para análise ultra-estrutural, após fixação na solução de Karnovsky (Karnovsky, 

1965), as amostras foram submetidas a pós-fixação com tetróxido de ósmio 1%, desidratadas 

em série etílica crescente e incluídas em Spurr (Spurr, 1969). Os blocos foram preparados 

para ultramicrotomia num desbastador de blocos (modelo EM Trim, Leica Microsystems Inc., 

Deerfield, USA). Cortes transversais, com 70 nm de espessura, foram realizados em 

ultramicrótomo (modelo UCT, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). Os cortes 

ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e 

documentados em microscópio eletrônico de transmissão modelo Zeiss EM900, em 50 kV, 

com câmera digital acoplada. 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), empregando-se o 

programa SAEG - Sistema de Análises Estatísticas e Genéticas da UFV (Euclydes, 1983), e as 

médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, em nível de 5% de 

probabilidade.  

 

Resultados  
 

Os teores do poluente aumentaram continuamente com o tempo de exposição nas 

plantas expostas na proximidade da fonte emissora, enquanto permaneceram constantes, e 

abaixo de 0,6 μg g-1, na estação de referência, em ambos os períodos de exposição. No E1, 

aos três dias de exposição (DE), o teor de fluoreto acumulado nas folhas era quase oito vezes 

maior (p<0,01) do que o observado na estação referência. No E2, o teor do poluente 

acumulado após o primeiro DE foi aproximadamente seis vezes maior (p<0,01) do que o 

observado na estação referência, atingindo, aos três DE, 12 vezes mais flúor na MS. Em 
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relação ao E1, as plantas expostas no E2 acumularam, pelo mesmo período de tempo (três 

dias), 67% mais fluoreto nas folhas (Figs. 1 e 2).  

No E1, as necroses surgiram aos dois DE atingindo, aos três DE, 7,5% da área foliar 

total necrosada e, ao final da exposição (nove DE), aproximadamente 60% (Fig. 3).  No E2, as 

necroses surgiram mais cedo, logo após um DE, ocupando 4,5% da área foliar total. Aos três 

DE, 14,5% da área foliar apresentava-se necrosada (Fig. 4). Em relação ao E1, aos três DE, as 

plantas do E2 apresentavam 93% mais necroses. Os folíolos das plantas expostas em Viçosa 

possuíam coloração verde brilhante (Fig. 5). Já nas plantas expostas em Ouro Preto, nos dois 

períodos de exposição, necroses tiveram início a partir da margem, base e ápice dos folíolos 

(Figs. 6-8). As lesões apresentaram desenvolvimento gradual, se estendendo pela região das 

nervuras laterais e mediana atingindo, por completo, alguns folíolos. Não foram observadas 

manchas cloróticas nas folhas. As necroses apresentavam coloração típica: enegrecida, 

marrom e acinzentada (Figs. 9 e 10). 

Ao microscópio eletrônico de varredura observou-se, nos folíolos de Spondias dulcis 

da estação referência, epiderme abaxial desprovida de tricomas e com estômatos (Fig. 11) e, 

na região da nervura mediana, células epidérmicas alongadas e paredes periclinais externas 

convexas (Fig. 22). Na epiderme adaxial, a epiderme apresentava os contornos das paredes 

anticlinais conspícuos e ceras epicuticulares com aspecto pulverulento (Fig. 24). 

Nas plantas expostas em Ouro Preto no E1 e E2, os danos na face abaxial foram 

observados aos três DE estando restritos a esta face e, principalmente, associados aos 

estômatos. Além de ostíolos obliterados por fragmentos da cutícula (Fig. 12) observou-se, 

próximo e/ou associado a estas formações epidérmicas, hifas fúngicas (Fig. 13); cristas 

estomáticas deformadas (Figs. 14-16); concavidades na superfície (Fig. 17); ruptura da 

epiderme e exposição dos tecidos internos (Figs. 18-20). Contudo, no E2, os danos foram 

mais pronunciados do que no E1, havendo a ruptura da epiderme aos três DE (Fig. 21), evento 

observado somente a partir dos seis DE no E1 (Fig. 18). No E1, aos nove DE ocorreu o 

colapso das células epidérmicas da nervura mediana formando sulcos dispostos paralelamente 

ao maior eixo da folha (Fig. 23). Na face adaxial, os danos tiveram início somente aos seis 

DE, sendo caracterizados por ceras epicuticulares com aspecto amorfo e erosão das ceras 

epicuticulares (Fig. 25), contornos das paredes anticlinais pouco evidentes e presença de hifas 

fúngicas (Fig. 26) formando emaranhados em algumas porções (Fig. 27).  

Ao microscópio de luz observou-se, nas plantas de S. dulcis da estação referência, 

folíolos hipoestomáticos, com epiderme unisseriada e mesofilo formado por uma camada de 

parênquima paliçádico, quatro a cinco camadas de parênquima lacunoso (Fig. 28), idioblastos 

cristalíferos contendo drusas (Figs. 28, 30 e 39) e elementos de vaso com espessamento 
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helicoidal da parede secundária nas nervuras laterais (Fig. 32). A nervura mediana apresenta 

feixes vasculares colaterais com uma camada de fibras entre o floema e parênquima cortical 

(Fig. 35). O teste com sulfato ferroso evidenciou a presença de idioblastos com compostos 

fenólicos somente na nervura mediana (Fig. 37). O teste com lugol evidenciou a presença de 

amiloplastos tanto na nervura mediana (Fig. 38) quanto na região entre margem e nervura 

(Fig. 41).  

Os danos anatômicos na lâmina foliar das plantas expostas em Ouro Preto foram 

nítidos aos três DE, tanto no E1 quanto no E2, sendo caracterizados como plasmólise e 

retração do parênquima paliçádico (Figs. 29 e 31), acúmulo de compostos fenólicos no 

parênquima lacunoso, nas proximidades das terminações xilemáticas (Figs. 33 e 34), na 

epiderme e no parênquima medular da nervura mediana (Figs. 36 e 40). Na região da nervura 

mediana, o acúmulo de grãos de amido foi conspícuo nas células do parênquima medular 

(Fig. 40). Já na região entre margem e nervura, o acúmulo de grãos de amido foi semelhante 

ao observado nas plantas de S. dulcis da estação referência (Fig. 42). 

Ao microscópio eletrônico de transmissão observou-se, nas amostras coletadas na 

estação referência, organelas com disposição periférica, cloroplastos com grana bem definida 

contendo grãos de amido de formato lenticular, parede celular lisa, membrana plasmática e 

tonoplasto pouco elétron-densos, vacúolo com conteúdo hialino (Figs. 43, 48 e 50) e 

elementos de vaso com espessamento da parede secundária (Fig. 53). 

Os danos ultra-estruturais tiveram início aos três DE, tanto no E1 quanto no E2. As 

paredes celulares adquiriram formato ondulado (Fig. 44) exibindo reentrâncias (Fig. 45) e 

aspecto fibrilar (Fig. 47). Os cloroplastos apresentaram aspecto senescente (Figs. 44-45); 

aumento no volume do retículo periférico (Fig. 46); sistema lamelar frouxo (Fig. 51) e grãos 

de amido mais volumosos (Fig. 52) do que os observados na estação de referência. Houve 

aumento na elétron-densidade e ruptura das membranas celulares (Fig. 46) observando-se, em 

algumas células, a formação de fragmentos dispostos concentricamente (Fig. 52). Além do 

acúmulo de compostos fenólicos no vacúolo de células do parênquima palicádico (Fig. 47) e 

lacunoso (Fig. 49) observou-se aumento na quantidade de material granuloso elétron-denso 

nas proximidades e dentro dos elementos de vaso, havendo um aumento gradual desse 

material com o aumento do tempo de exposição (Figs. 54-55). 

  

Discussão  
 

Nas regiões tropicais os trabalhos sobre biomonitoramento por flúor utilizando 

espécies vegetais são escassos. No Brasil, existem algumas iniciativas relatadas por Weinstein 
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& Hansen (1988), Arndt et al. (1995), Klumpp et al. (1995; 1996a; 1996b), Domingos et al. 

(2003); Fortes et al. (2003), Moraes et al. (2003); Furlan et al. (2006); Otto et al. (2007) e 

Divan Junior et al. (2007; 2008). 

Spondias dulcis, quando exposta em Ouro Preto, apresentou acúmulo rápido de 

fluoreto nas folhas, conforme observado em plantas de Chloris gayana e Panicum maximum 

expostas na mesma área (Divan Junior et al., 2007). Acréscimos elevados do poluente nas 

folhas em curtos períodos de exposição sugerem que as plantas ficaram expostas a elevados 

índices de fluoreto na atmosfera (Fornasiero, 2003). 

Geralmente, o teor de fluoreto nas plantas é determinado pela sua concentração na 

atmosfera, tempo de exposição e capacidade de absorção da espécie (Vike, 1999). Na região 

de Ouro Preto, estudos com espécies herbáceas indicaram que o acúmulo de fluoreto 

independe da estação do ano (Divan Junior et al., 2008). Nos dois experimentos realizados no 

inverno com S. dulcis, o conteúdo de fluoreto aumentou com o tempo de exposição das 

plantas em Ouro Preto e permaneceu constante na estação referência, ratificando a poluição 

por flúor nas proximidades da fonte emissora. No entanto, observou-se acúmulo maior do 

poluente no Experimento 2, em relação ao Experimento 1, indicando que a variação no 

acúmulo do poluente esteja correlacionada com uma variação episódica de emissão de flúor 

na atmosfera, evento comum nas adjacências de fontes emissoras (Divan Junior et al., 2008).  

A maior percentagem de sintomas observada três dias após a exposição das plantas em 

Ouro Preto no Experimento 2, em comparação com o Experimento 1, está correlacionada com 

a maior concentração de poluente observada na matéria seca. Em S. dulcis, as necroses 

ocupavam 29% da área de folhas com teores de flúor inferiores a 8 μg g-1, demonstrando uma 

maior sensibilidade desta espécie quando comparada com P. maximum (Divan Junior et al., 

2007) e justificando a classificação da espécie como “muito susceptível” segundo escala de 

Klumpp et al. (1995). Quando se acumula nos tecidos e atinge concentrações letais, o flúor 

causa lesões nas folhas (Coulter et al., 1985), sendo que a susceptibilidade varia com a 

espécie (Weinstein & Davison, 2003; Mezghani et al., 2005; Divan Junior et al., 2008). 

Folhas de Prunus harmonica exibem necroses com 65 μg g-1 de flúor na matéria seca 

enquanto Olea europaea pode acumular até 300 μg g-1 de flúor na matéria seca de suas folhas 

sem exibir qualquer sintoma de fitotoxidez ao poluente (Mezghani et al., 2005). Variações 

entre a quantidade acumulada e a tolerância ao elemento ocorrem entre espécies (Mezghani et 

al., 2005; Oliva & Figueiredo, 2005; Divan Junior et al., 2008) e até mesmo entre cultivares 

(Fortes et al., 2003; Oliva & Figueiredo, 2005).  

No campo, a sintomatologia vem sendo utilizada para monitorar os efeitos do estresse 

causado por diversos fatores bióticos e abióticos (Vollenweider & Günthardt-Goerg, 2006) 
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como o flúor (Fornasiero, 2003; Mezghani et al., 2005). Apesar de haver descrições 

detalhadas dos danos causados pelo poluente como as áreas vermelhas visíveis em ambas as 

faces das folhas e “queima” do ápice foliar em Hypericum perforatum (Fornasiero, 2003), os 

sintomas geralmente são descritos como cloroses e necroses marginais e apicais, tanto em 

laboratório (Silva et al., 2000; Fornasiero, 2001; Chaves et al., 2002) quanto no campo 

(Mezghani et al., 2005; Divan Junior et al., 2007; 2008). A carência de detalhes na descrição 

dos sintomas limita a utilização deste parâmetro numa diagnose mais precisa, em campo, da 

origem do estresse. A sintomatologia observada no presente experimento foi similar ao 

registrado em laboratório (Silva et al., 2000; Sant´Anna-Santos & Azevedo, 2007) o que 

assegura determinar, em biomonitoramento, que a causa do estresse em S. dulcis seja 

conseqüência de quantidades anormais de flúor nas folhas.  

De um modo similar à maioria dos poluentes atmosféricos, o flúor gasoso penetra nas 

plantas através dos estômatos (Peixoto et al., 2005), formação epidérmica associada à maior 

parte dos danos presentes nas plantas de S. dulcis expostas em Ouro Preto. O surgimento 

inicial de danos a partir da face abaxial está relacionado ao fato dos estômatos serem restritos 

a esta superfície da folha nesta espécie (Silva et al., 2000).  

Os danos observados na face adaxial da folha das plantas expostas em Ouro Preto se 

devem, provavelmente, ao efeito potencializador do orvalho, freqüentemente observado 

durante o período de condução dos experimentos (inverno), que dissolve o poluente oriundo 

de deposição seca favorecendo a remoção da camada de ceras epicuticulares e a 

desestruturação da cutícula. A remoção destas camadas hidrofóbicas provavelmente facilitou 

o estabelecimento dos fungos observados em ambas as faces das folhas expostas às imissões 

da fábrica, já que superfícies que apresentam um filme de água favorecem a colonização por 

microorganismos (Barthlott, 1981). A remoção das ceras epicuticulares e a infestação por 

hifas fúngicas já foi relatado em laboratório (Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007), não tendo 

sido detectada a presença destes microorganismos nas plantas do tratamento controle. Isto 

também foi observado nas plantas expostas em Ouro Preto, o que comprova que a poluição é 

a responsável pela remoção das ceras epicuticulares favorecendo a infestação por fungos.  

Provavelmente, a perda de turgidez das células epidérmicas nas plantas expostas em 

Ouro Preto foi a causa da modificação do contorno das paredes anticlinais, em ambas as faces 

da folha. A plasmólise das células epidérmicas foi mais acentuada na face abaxial da folha, 

onde os estômatos formam uma via preferencial de entrada para o poluente, e na região da 

nervura mediana. Apesar de ser praticamente desprovida de estômatos, a curvatura 

proeminente formada pela nervura mediana no relevo da folha pode predispor esta região a 

um maior tempo de contato com o poluente dissolvido pelo orvalho. Em plantas de Magnolia 
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ovata expostas à chuva simulada com flúor, as células epidérmicas sofrem redução gradual no 

volume, mais acentuada nas proximidades da necrose (Sant’Anna-Santos et al., 2007).  

Conteúdos escuros intensamente corados de verde pelo azul de toluidina foram 

observados na nervura mediana e nas proximidades das terminações xilemáticas nas folhas 

das plantas de S. dulcis expostas em Ouro Preto. Em geral, compostos fenólicos são corados 

de verde pelo azul de toluidina Briggs et al. (2005). Outros autores, como Silva et al. (2000) e 

Chaves et al. (2002), já haviam levantado a hipótese de acúmulo de fenóis em plantas 

expostas ao flúor, contudo, não efetuaram testes específicos para confirmar a suspeita de 

acúmulo destes compostos. O acúmulo de fenóis tem sido interpretado como um mecanismo 

de defesa das plantas, ativado por fatores bióticos e abióticos que induzem ao estresse 

(Vaughn & Duke, 1984). 

As alterações ultra-estruturais observadas nas folhas de S. dulcis expostas em Ouro 

Preto são similares às descritas em trabalhos conduzidos em condições de laboratório 

(Azevedo, 1995; Hara, 2000; Fornasiero, 2001), o que confirma a confiabilidade da análise 

ultra-estrutural na detecção de níveis fitotóxicos do poluente.  

O acúmulo de material elétron-denso no interior dos elementos de vaso, 

provavelmente reflete o transporte de flúor pelo xilema, conforme relatado por Fornasiero 

(2001) em Hypericum perforatum. Adicionalmente, as observações macroscópicas sugerem 

que a necrose avance por meio dos tecidos vasculares de forma mais pronunciada na nervura 

mediana, reforçando a hipótese de que o flúor atue no sistema vascular.  

As alterações na ultra-estrutura da membrana plasmática observadas em S. dulcis 

foram semelhantes às constatadas no mesofilo de plantas de Hypericum perforatum, onde a 

membrana plasmática destaca-se da parede celular e, por vezes, rompe-se (Fornasiero, 2001). 

Os resultados obtidos por Rakowski et al. (1995) em plantas de Pinus strobus indicam que a 

membrana plasmática pode ser um dos sítios iniciais da injúria por flúor. Divan Junior et al. 

(2007) observaram um efeito significativo do flúor na integridade das membranas utilizando o 

aumento na liberação de eletrólitos celulares, como parâmetro, em plantas com grande 

acúmulo do poluente. O flúor modifica as interações lipo-proteicas das membranas alterando 

a função metabólica (Rakowski, 1997), como a atividade da enzima H+-ATPase (Façanha & 

de Meis, 1995), causando o aumento na permeabilidade da membrana.  

Dentre as organelas, o cloroplasto foi a que exibiu maior variedade de alterações ultra-

estruturais, nas plantas expostas em Ouro Preto. Na literatura, os sintomas atribuídos ao flúor 

normalmente são: inchaço do estroma, dilatação e enrolamento dos tilacóides; sistema lamelar 

pouco distinto; aumento do número e tamanho dos plastoglóbulos; acúmulo de grãos de 

amido; e, em alguns casos, aumento no número, tamanho e elétron-densidade dos 
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plastoglóbulos; ruptura do envoltório externo e alteração na forma dos cloroplastos (Wei & 

Miller, 1972; Thomson, 1975; Soikkeli & Tuovinen, 1979; Soikkeli, 1981; Zwiazek & Shay, 

1987; Eleftheriou & Tsekos, 1991; Anttonen, 1992; Holopainen et al., 1992; Miller, 1993; 

Azevedo, 1995; Wulff & Kärenlampi, 1996; Hara, 2000; Fornasiero, 2001). 

Em Spondias dulcis, houve aumento expressivo no volume dos grãos de amido dos 

cloroplastos. A ocorrência de células com quantidades anormais de amido já foi relatada para 

S. dulcis, sob estresse ocasionado por chuva ácida simulada (Sant’Anna-Santos et al., 2006a; 

2006b) e está relacionada ao efeito inibitório dos poluentes sobre a translocação de 

carboidratos das folhas para as raízes, causando o acúmulo de grãos de amido nos cloroplastos 

(Rennenberg et al., 1996). O acúmulo de grãos de amido também foi evidenciado no mesofilo 

de folhas de Pinus halepensis expostas a poluição urbana (Soda et al., 2000). Estes autores 

sugeriram que o acúmulo de amido seja conseqüência do colapso e inativação dos elementos 

do floema. É possível que este fenômeno seja indicativo de aceleração no processo de 

envelhecimento celular sob influência de poluentes (Schmitt & Ruetze, 1990). 

A elevada sensibilidade, especificidade dos sintomas, alta correlação entre 

sintomatologia e teores de flúor confirmam pela primeira vez, em experimentos de 

biomonitoramento ativo, o potencial de Spondias dulcis como bioindicadora de reação. O 

estudo microscópico das regiões aparentemente sadias das folhas coletadas em Ouro Preto 

assemelha-se ao observado em folhas assintomáticas (Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007) e 

sintomáticas (Silva et al., 2000; Chaves et al., 2002) de plantas expostas ao flúor em 

laboratório, o que demonstra que todos os eventos descritos antecedem o surgimento de 

sintomas macroscópicos além de garantir o valor prognóstico de injúria por fluoreto destes 

parâmetros assegurando sua utilização como biomarcadores.  
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Tabela 1. Resultado da análise química do solo utilizado como substrato nos vasos para 

cultivo das plantas de Spondias dulcis Forst. F.  SB (Soma de bases trocáveis); CTC (t) 

(Capacidade de troca catiônica efetiva); CTC (T) (Capacidade de troca catiônica a pH=7,0); V 

(Índice de saturação de bases); m (Índice de saturação de alumínio); ISNa (Índice de 

saturação de sódio); MO (Matéria orgânica = C.Org × 1,724 – Walkley-Black); P-rem 

(Fósforo remanescente). 

 
pH P K Na Ca2+ Mg2+ Al3+ H+Al SB (t) (T) 

H2O mg dm-3 cmolc dm-3 

7,25 19,1 1727 - 6,16 1,12 0,0 1,0 11,7 11,7 12,7 

           

V m ISNa MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S 

% dag kg-1 mg L-1 mg dm-3 

92,1 0 - 3,68 23,3 - 21,6 54,1 0,48 6,84 262,6
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Figura 1-4. Teor de fluoreto (1-2) e percentagem de área foliar necrosada (3-4) em folhas de 

S. dulcis em função do tempo de exposição nas adjacências da fonte emissora de flúor (Ouro 

Preto) e na estação referência (Viçosa). 1 e 3. Experimento 1. 2 e 4. Experimento 2. As barras 

verticais indicam o desvio padrão. 
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Figura 5-10. Folhas de S. dulcis na estação referência (5) e aos três (6), seis (7) e nove (8-10) 

dias de exposição a imissões de fábrica de alumínio (Experimento 1). 5. Coloração verde 

brilhante. 6. Surgimento das necroses. 7. Necroses ocorrendo em todos os folíolos. 8. Grande 

percentagem da área foliar necrosada. 9. Necrose progredindo pela nervura lateral e 

constituída por três zonas de coloração distintas: enegrecida (seta), acinzentada (círculo) e 

marrom (estrela). 10. Necrose avançando pela nervura mediana. Abreviaturas: Nl (nervura 

lateral); Nm (nervura mediana). 
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Figura 11-21. Superfície abaxial de folíolos de plantas de S. dulcis (micrografias eletrônicas 

de varredura) não expostas à poluição (11) e aos três (12 e 21), seis (13-18) e nove (19-20) 

dias de exposição a imissões de fábrica de alumínio nos experimentos 1 (11-20) e 2 (21). 11. 

Crista estomática. 12. Ostíolo obliterado por fragmento da cutícula. 13. Hifa fúngica. 14-16. 

Cristas estomáticas deformadas (estrelas). 17. Concavidades na superfície epidérmica 

(círculos). 18. Ruptura da parede periclinal externa. 19. Ruptura da crista estomática e da 

parede periclinal externa. 20. Exposição dos tecidos internos. 21. Ruptura da parede na 

adjacência de um estômato. Abreviaturas: Ce (crista estomática); Re (ruptura da epiderme); 

Hf (hifa fúngica); Ti (tecido interno). 
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Figura 22-27. Superfície abaxial (22-23) e adaxial (24-27) de folíolos de plantas de S. dulcis 

(micrografias eletrônicas de varredura) não expostas à poluição (22 e 24) e aos seis (25-26) e 

nove (23 e 27) dias de exposição a imissões de fábrica de alumínio (Experimento 1). 22. 

Nervura mediana. 23. Sulcos (setas) na nervura mediana. 24. Paredes anticlinais bem 

delimitadas e ceras epicuticulares uniformemente distribuídas. 25. Erosão das ceras 

epicuticulares e aspecto amorfo. 26. Paredes anticlinais com contornos pouco evidentes e 

hifas fúngicas. 27. Emaranhado de hifas fúngicas. Abreviaturas: Nm (nervura mediana); Pa 

(parede anticlinal); Ce (cera epicuticular); Erosão das ceras (Ec); Hf (hifa fúngica). 
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Figura 28-36. Estrutura foliar de S. dulcis, em secção transversal (microscopia de luz), na 

estação referência (28, 30, 32 e 36) e aos três (29 e 31), seis (33) e nove (34 e 36) dias de 

exposição a imissões de fábrica de alumínio (Experimento 1). 28. Lâmina foliar. 29. 

Plasmólise do parênquima paliçádico. 30. Idioblasto com cristal do tipo drusa. 31. Retração 

do protoplasto. 32. Elemento de vaso. 33. Acúmulo de compostos fenólicos (seta) nas 

proximidades da terminação xilemática. 34. Acúmulo de compostos fenólicos (seta) mais 

acentuado no parênquima lacunoso. 35. Nervura mediana. 36. Acúmulo de compostos 

fenólicos (seta) na epiderme. Abreviaturas: Ed (epiderme da face adaxial); Eb (epiderme da 

face abaxial); Ic (idioblasto cristalífero); Pp (parênquima paliçádico); Pl (parênquima 

lacunoso); Ts (tecido sadio); Ta (tecido afetado); Rp (retração do protoplasto); Ev (elemento 

de vaso); Pc (parênquima cortical); Fi (fibras); Fl (floema); Xi (xilema). 
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Figura 37-42. Estrutura foliar de S. dulcis, em secção transversal (microscopia de luz), na 

estação referência (37, 38, 39 e 41) e aos nove (40 e 42) dias de exposição a imissões de 

fábrica de alumínio (Experimento 1). 37. Nervura mediana: reação positiva ao sulfato ferroso 

evidenciando compostos fenólicos nos idioblastos (seta). 38. Reação positiva ao lugol: grãos 

de amido. 39. Grãos de amido periféricos e compostos fenólicos no parênquima (seta). 40. 

Acúmulo conspícuo de grãos de amido e de compostos fenólicos (seta). 41. Região 

intermediária. 42. Acúmulo incipiente de amido. Abreviaturas: Ga (grão de amido); Ic 

(idioblasto cristalífero). 
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Figura 43-47. Parênquima paliçádico de S. dulcis, em secção transversal (microscopia 

eletrônica de transmissão), na estação referência (43) e aos três (44), seis (45 e 46) e nove (47) 

dias de exposição a imissões de fábrica de alumínio (Experimento 1). 43. Parede celular lisa. 

44. Parede celular ondulada e cloroplastos com aspecto senecente. 45. Parede celular com 

reentrâncias e cloroplasto senescente. 46. Aumento no volume do retículo periférico e 

aumento na elétron-densidade e ruptura do tonoplasto. 47. Parede celular com aspecto fibrilar 

e acúmulo de compostos fenólicos no vacúolo. Abreviaturas: Cl (cloroplasto); Pc (parede 

celular); Mi (mitocôndria); To (tonoplasto); Rp (retículo periférico); Cf (composto fenólico). 
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Figura 48-55. Parênquima lacunoso (48-52) e elementos de vaso (53-55) de S. dulcis, em 

secção transversal (microscopia eletrônica de transmissão), na estação referência (48, 50 e 53) 

e aos três (52 e 54) e nove (49, 51 e 55) dias de exposição a imissões de fábrica de alumínio 

(Experimento 1). 48. Vacúolo com conteúdo hialino. 49. Vacúolo repleto de compostos 

fenólicos. 50. Cloroplastos com grana bem definida. 51. Cloroplasto com sistema lamelar 

frouxo. 52. Grãos de amido volumosos e fragmentos de membranas celulares dispostos 

concentricamente (estrela) no detalhe. 53. Elementos de vaso com espessamento helicoidal da 

parede secundária. 54-55. Aumento na quantidade de material granuloso elétron-denso (seta) 

nas proximidades e dentro dos elementos de vaso. Abreviaturas: Cl (cloroplasto); Cf 

(composto fenólico); Gr (grana); Ga (grão de amido); Ps (parede secundária).  
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CAPÍTULO 3 

 

Análise morfoanatômica e fisiológica da indução de injúrias por flúor em Spondias 

dulcis Forst F. (Anacardiaceae) 

 

RESUMO – Para correlacionar os efeitos morfoanatômicos e os fisiológicos do flúor, em 

baixas concentrações, em Spondias dulcis, plantas foram submetidas a nevoeiros simulados 

com 5 mg L-1 do poluente. No controle utilizou-se somente água deionizada. A presença de 

sintomas nas plantas expostas ao flúor, 19 dias após o início das simulações, determinou a 

coleta de folíolos com sintoma (FCS) e sem sintoma (FSS), para quantificação de flúor e de 

pigmentos fotossintéticos e estudos microscópicos e fisiológicos, mediante técnicas usuais. 

Cloroses não foram observadas. As necroses apresentavam coloração amarronzada, entretanto 

não foi detectado o acúmulo de compostos fenólicos. Na porção basal dos FSS foram 

observadas alterações estruturais; as necroses surgiram nesta mesma região nos FCS, 

comprovando que os danos microscópicos antecedem a injúria visual. Nos FSS, houve 

redução na concentração de pigmentos fotossintéticos. Na epiderme, a parede celular foi o 

componente celular mais alterado e os danos causados pelo flúor estavam principalmente 

associados aos estômatos, porém, a concentração interna de CO2 não variou, demonstrando 

que a redução na fotossíntese esteja, provavelmente, associada a um componente metabólico. 

A interpretação conjunta dos danos fisiológicos e microscópicos permitem inferir que a 

redução na fotossíntese dos FSS não ocorre devido a mecanismos de difusão de carbono e 

nem a danos na fase luminosa da fotossíntese, mas sim a alterações na estrutura dos 

cloroplastos e que o acúmulo de amido deve ser reflexo da inativação de células do floema, 

responsável pela translocação de fotoassimilados para as raízes.  

 

Palavras-chave: Spondias dulcis, necrose, ultra-estrutura, fotossíntese. 
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Morphoanatomical and physiological studies of fluoride-induced injury in Spondias 

dulcis Forst F. (Anacardiaceae) 

 

ABSTRACT –In order to correlate the morphophysiological effects of low concentrations of 

fluoride in Spondias dulcis, plants were subjected to simulated fog containing 5 mg L-1 of the 

pollutant. Control treatment contained only deionized water. Nineteen days after simulations 

started, the presence of symptoms in plants exposed to fluoride determined the collection of 

leaflets with symptoms (LWS) and with no symptoms (LWNS) for quantification of fluoride 

and photosynthetic pigments, and microscopic and physiological studies by usual techniques. 

No chlorosis was found in the samples. Necroses showed a brownish color, but without 

accumulation of phenolic compounds. The basal portion of LWNS, where the symptoms 

appeared in LWS, was more susceptible than the apical and middle portions, confirming that 

the microscopic damages precede visual injury symptoms. There was reduction in the 

concentration of photosynthetic pigments of LWNS. The cell wall was the most changed cell 

component in the epidermis and the damages caused by the fluoride were mainly associated 

with the stomata, however, the internal CO2 concentration did not vary, showing that 

photosynthesis reduction is probably associated with a metabolic component. The joined 

interpretation of physiological and microscopic damages led to the conclusion that the 

reduction in photosynthesis of LWNS did not occur due to carbon diffusion mechanisms nor 

to damages to the luminous phase of photosynthesis, but due to changes in chloroplast 

structure, and that the starch accumulation must be caused by the inactivation of phloem cells 

that are responsible for the translocation of photoassimilates to roots. 

 

Key-words: Spondias dulcis, necrosis, ultra-structure, photosynthesis. 
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Introdução 
 

O flúor, dentre os poluentes comumente encontrados na atmosfera, é um dos mais 

fitotóxicos (Weinstein, 1977; Darrall, 1989). Muitos autores têm relatado os danos causados 

pelo poluente sobre a vegetação tropical (Weinstein & Hansen, 1988; Arndt et al., 1995; 

Klumpp et al., 1995; 1996a; 1996b; Domingos et al., 2003; Moraes et al., 2003; Furlan et al., 

2007). No Brasil, fábricas de alumínio, fertilizantes e cerâmica têm sido responsabilizadas 

pela emissão de quantidades suficientes de flúor para causar injúrias em espécies sensíveis 

introduzidas (Divan Junior et al., 2007) e da flora local (Divan Junior et al., 2008) e por 

reduzir a produtividade de espécies economicamente importantes, como o milho (Fortes et al., 

2003) e a cana-de-açúcar (Otto et al., 2007). 

Apesar de ser extremamente fitotóxico, diferenças expressivas na susceptibilidade ao 

elemento existem entre espécies de diferentes famílias botânicas, da mesma família, do 

mesmo gênero e entre cultivares da mesma espécie (Weinstein, 1977; Weinstein & Hansen, 

1988; Ardnt et al., 1995; Oliva & Figueiredo, 2005; Otto et al., 2007). No entanto, além dos 

fatores genéticos, as condições edafoclimáticas também influenciam na susceptibilidade das 

espécies (Weinstein & Davison, 2003), tornando fundamentais os estudos com espécies 

tropicais sensíveis (Oliva & Figueiredo, 2005) como Spondias dulcis, que se destaca por 

apresentar sintomas com coloração típica em resposta ao poluente (Capítulo 1).  

As cloroses costumam ser o primeiro sintoma foliar em resposta ao flúor, sendo o 

aumento na concentração do elemento e a duração da exposição os principais responsáveis 

pelo surgimento de necroses marginais e apicais (Ardnt et al., 1995; Fornasiero, 2001; Divan 

Junior et al., 2007). Contudo, cloroses não foram observadas em S. dulcis quando exposta a 

elevadas concentrações do poluente em experimentos de curta duração (Silva et al., 2000; 

Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007). Como elevadas concentrações de flúor podem levar ao 

surgimento e evolução muito rápidos das necroses (Ardnt et al., 1995), reforça-se a 

necessidade de estudos de maior duração e com concentrações mais baixas do elemento a fim 

de melhor caracterizar a sintomatologia e fitotoxidade do flúor nesta espécie.  

Análises microscópicas têm sido utilizadas em conjunto com a sintomatologia tanto 

para assegurar o diagnóstico correto quanto para esclarecer os mecanismos de fitotoxidade 

(Günthardt-Goerg et al., 2000; Soda et al., 2000; Fornasiero, 2001; 2003; Vollenweider et al., 

2003; Furlan et al., 2006; Günthardt-Goerg & Vollenweider, 2007). Porém, em algumas 

espécies, alterações na estrutura foliar antecedem o surgimento dos sintomas conferindo valor 

prognóstico à análise microscópica (Soda et al., 2000; Sant’Anna-Santos et al., 2007; 

Sant’Anna-Santos & Avevedo, 2007). Adicionalmente, sabe-se que em concentrações abaixo 
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daquela capaz de promover sintomas, o flúor também promove alterações fisiológicas 

conforme observado em Triticum aestivum (MacLean & Schneider, 1981), Pinus bunksiana 

(Zwiazek & Shay, 1988) e Spinacea oleracea (Boese et al., 1995). Dentre os danos 

fisiológicos causados pelo poluente destacam-se a redução da taxa fotossintética, da 

fluorescência da clorofila a e do teor dos pigmentos fotossintéticos (Wallis et al., 1974; Parry 

et al., 1984; Pushnik & Miller, 1990; Ballantyne, 1991; Murray, 1984; Fornasiero, 2003; 

Oliva & Figueiredo, 2005; Peixoto et al., 2005; Divan Junior et al., 2007). O flúor possui a 

capacidade de inibir a atividade de enzimas fotossintéticas como a ATPase do cloroplasto, a 

RUBP carboxilase/oxigenase e a sacarose sintase, afetando os mais importantes processos 

metabólicos como a fotossíntese, respiração e o metabolismo de carboidratos (Quick et al., 

1989; Giannini et al., 1985; Parry et al., 1984; Miller, 1993; Boese et al., 1995; Oliva & 

Figueiredo, 2005; Divan Junior et al., 2007). Contudo, estudos que correlacionam eventos 

microscópicos e fisiológicos com a sintomatologia  são escassos (Vollenweider & Günthardt-

Goerg, 2006) e, quando existentes, limitados a poucos parâmetros. 

Diante do exposto objetivou-se: verificar, a partir da indução de injúrias utilizando 

baixa concentração do poluente por tempo prolongado de exposição, definida em 

experimentos anteriores (Capítulo 1), se a sintomatologia observada é a mesma que sob altas 

concentrações do poluente em tempo mais curto de exposição (Silva et al., 2000; Sant’Anna-

Santos & Azevedo, 2007); caracterizar as alterações fisiológicas causados pelo flúor, em 

níveis insuficientes para ocasionar sintomas; e correlacionar os resultados com os danos 

morfoanatômicas e dados obtidos em experimentos anteriores.  
 

Material e métodos 
 

Espécie e condições de cultivo - Foram utilizadas mudas de Spondias dulcis Forst. F 

(Anacardiaceae), espécie tropical sensível ao flúor (Silva et al., 2000), fornecidas pelo 

Viveiro do Parque Estadual do Rio Doce-MG (VPERD). As mudas foram obtidas a partir de 

propagação seminífera de um único indivíduo adulto localizado a 280 m de altitude e nas 

coordenadas geográficas de 19°57’04’’de latitude sul e 42°50’27’’ de latitude oeste, mapeado 

mediante utilização do sistema de posicionamento global (modelo GPS II plus, Garmin Ltd., 

Hampshire, UK), nas adjacências do VPERD. 

A semeadura foi realizada em sacos plásticos de 10 cm de diâmetro por 22 cm de 

comprimento, contendo mistura de solo, moinha de carvão e adubo, composição usualmente 

utilizada no VPERD (Tab. 1). Após dois meses, as plantas foram transferidas para casa de 

vegetação, na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) da Universidade Federal de Viçosa, 



67 

localizada a 649 m de altitude, 20°45’20” de latitude sul e 42°52’40” de longitude oeste, para 

aclimatação por dois meses. Após o transplantio para vasos de 2,6 dm3, as plantas receberam 

solução nutritiva de Hoagland a 0,25 de força (Hoagland & Arnon, 1950) a cada 5 dias. 
  
Tratamentos - As simulações de nevoeiro foram conduzidas na Sala de Estudos em Poluição 

da UCP, de 7 a 25 de maio de 2007. As médias de temperatura máxima, média, mínima e 

umidade relativa durante o período foram: 25,6, 18,8, 12,6oC e 80,8%, respectivamente. 

O experimento de simulação foi adaptado a partir da metodologia proposta por Silva et 

al. (2000). As plantas de S. dulcis foram expostas a nevoeiros por períodos de 20 minutos 

diários totalizando 5,22 mm dia-1 de precipitação em uma câmara de simulação, com sistema 

de “spray”. O tratamento com flúor (pH=6,0) foi preparado adicionando-se fluoreto de 

potássio em água deionizada, na concentração de 5 mg L-1 de flúor. Esta concentração foi 

definida, a partir de experimentos anteriores (Capítulo 1), com o objetivo de induzir injúrias 

de forma tênue, por um período mais prolongado de tempo. No tratamento controle, utilizou-

se somente água deionizada (pH=6,0). Antes e depois da exposição, as plantas ficaram 

expostas sob um painel luminoso composto por oito lâmpadas incandescentes de mercúrio (E-

27, 220-230 V, 250 W) por 15 min sob densidade de fluxo radiante de 95 W m-2. No restante 

do tempo, as plantas foram mantidas em condições ambientais.  

Todos os parâmetros foram avaliados após o décimo oitavo nevoeiro, quando todas as 

plantas do tratamento com flúor apresentavam, ao menos, uma folha necrosada. Os folíolos 

situados entre o 3o e o 4o nó (a partir da gema apical) foram selecionados para as coletas 

devido à predominância de sintomas nesta região, nas plantas expostas ao poluente, além de 

serem, segundo resultados de outros experimentos (Capítulo 1), metabolicamente mais ativos 

e mais sensíveis ao flúor.   
 

Trocas gasosas - Após o período de exposição, as trocas gasosas foram avaliadas em folíolos 

do tratamento controle e folíolos sem sintoma do tratamento com flúor (FSS)  (n=4). Nos 

folíolos com sintomas (FCS), as trocas gasosas não foram mensuradas para não provocar a 

queda dos folíolos, necessários para as posteriores medições de fluorescência da clorofila a e 

detecção histoquímica de compostos fenólicos.  

Foram mensuradas as taxas de assimilação líquida de carbono (A, µmol CO2 m-2 s-1), a 

condutância estomática (gs, mol H2O m-2 s-1) e a transpiração (E, mmol m-2 s-1), obtidas por 

meio de um sistema de medição de trocas gasosas portátil LI-6400 (LI-COR Biosciences Inc., 

Nebraska, USA) equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6400-02B, LI-

COR). As mensurações foram feitas sob concentração de CO2, temperatura e vapor de H2O do 
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ambiente do local de estudo, sendo o ar de referência coletado a 150 cm de altura do solo e 

homogeneizado em um galão de 20 L antes de alcançar a câmara foliar. Foram realizados dez 

registros por folha, um a cada 12 segundos, cuja média foi considerada uma medida, após o 

coeficiente que combina as variações de gás carbônico (ΔCO2), água (ΔH2O) e fluxo de ar 

(Δue) apresentar-se abaixo de 1%. Simultaneamente, foram obtidas medidas da densidade de 

fluxo de fótons (DFF, µmol m-2 s-1), da temperatura (T, °C) e umidade relativa (UR, %) do ar 

e da diferença de pressão de vapor de água entre a folha e o ar (VPD kPa), mediante sensores 

quânticos e termopares acoplados ao referido equipamento.  
 

Conteúdo de pigmentos fotossintéticos - Para determinação de pigmentos foram coletadas 

amostras dos mesmos folíolos utilizados para medição de trocas gasosas (n=4). Os dados dos 

teores de clorofila e carotenóides foram obtidos segundo o método proposto por Hiscox & 

Israelstam (1979). Discos foliares de área conhecida (0,3927 cm2 disco-1) foram retirados e 

imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), em tubos vedados e envoltos 

em papel alumínio. Os tubos foram mantidos no escuro, em banho-maria, a 65°C por um 

período de aproximadamente 48 horas. Após a extração, a absorbância das amostras foi 

determinada a 480, 649 e 670 nm em espectrofotômetro de duplo feixe modelo Hitachi U- 

2000 (Hitachi Instruments Inc., Danbury, CT). O cálculo dos teores de clorofila e 

carotenóides, expressos em mg dm-2, foi realizado de acordo com as equações propostas por 

Wellburn (1994) para extratos em DMSO.  
 

Fluorescência de imagem - Os efeitos fotoinibitórios, ocasionados pelo flúor, foram 

mensurados no tratamento controle e nos FSS e FCS (n=4), por meio de imagens de 

fluorescência, obtidas com fluorômetro de imagem modelo IMAGING-PAM (Walz, 

Effeltrich, Germany), equipado com uma pinça especial para suporte da folha modelo IMAG-

USH (Universal Sample Holder). Nos FCS, os valores foram obtidos em diferentes regiões: 

perto (Pne), adjacente (Ane) e na necrose (Nne). Para uma máxima resolução espacial 

(640x480 pixels), as medidas foram realizadas com uma distância mínima entre a câmara 

(CCD) e a folha, o que corresponde uma imagem com área de 17 x 22 mm. Após período de 

adaptação ao escuro, as imagens de fluorescência mínima (F0) obtidas pela aplicação de 

pulsos de luz de baixa intensidade (1 Hz), e de fluorescência máxima, obtida por um pulso 

saturante de luz azul (470 nm) de alta intensidade (10 Hz), foram determinadas e utilizadas 

para o cálculo do rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv/Fm).  

Em seguida, os folíolos foram iluminados com luz actínica (204 μmol fótons m–2 s–1) e 

pulsos de luz saturante aplicados a intervalos de 20 s durante 5 min para determinação dos 
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rendimentos de fluorescência (Fs) e fluorescência máxima (Fm’) em amostras adaptadas a luz. 

O rendimento quântico efetivo do fotossistema II (ΔF/Fm’) foi calculado de acordo com 

Genty et al. (1989) como (Fm’-Fs)/Fm’. O coeficiente de extinção fotoquímica (qP) foi 

calculado como [(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’)], onde Fo’ foi estimado de acordo como [Fo/(Fv/Fm + 

Fo/Fm’)].  

O coeficiente devido à extinção não-fotoquímica do excesso de energia absorvida 

(NPQ) foi calculado a cada pulso de saturação como [(Fm-Fm')/Fm'] (Bilger & Björkman, 

1990). Em todos os casos, as imagens e os valores dos parâmetros de fluorescência foram 

avaliados com o auxílio de uma escala de cores variando de 0.000 (preto) a 1.000 (rosa), a 

partir do software Imagingwin versão 2.0. 
 

Análises microscópicas - Os mesmos folíolos avaliados no fluorômetro de imagem foram 

coletados para estudo anatômico. Os fragmentos foram fixados em solução de glutaraldeído 

(2,5%) e paraformaldeído (4%), em tampão cacodilato de sódio pH 7,2 e acrescido de cloreto 

de cálcio 5 mM (Karnovsky, 1965).  

Para análise micromorfométrica (n=4) foram coletadas amostras do tratamento 

controle e, do tratamento com flúor (somente de FSS) com o intuito de verificar se o aumento 

no tempo de exposição a 5 mg L-1 de flúor altera os parâmetros quantitativos. Os fragmentos 

foram retirados das porções basal, mediana e apical dos folíolos, visando determinar se existe 

diferença de susceptibilidade ao poluente entre as diferentes porções da lâmina foliar já que, a 

partir de experimentos anteriores, verificou-se que os sintomas têm início principalmente a 

partir da porção basal (Capítulo 1). Após fixação, as amostras foram submetidas à 

desidratação em série etílica e incluídas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, 

Heidelberg, Alemanha). Cortes transversais, com 8 μm de espessura, foram obtidos em 

micrótomo rotativo de avanço automático (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., 

Deerfield, USA) e corados em azul de Toluidina/pH=4,0 (O’Brien & McCully, 1981). As 

lâminas permanentes foram montadas em Permount. As imagens foram capturadas utilizando-

se um microscópio de luz (modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão) 

com sistema U-Photo, com câmera digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, 

Diagnostic instruments inc. New York, USA), no Laboratório de Anatomia Vegetal da UFV. 

Foram mensuradas a espessura do limbo, do parênquima paliçádico e do lacunoso e a altura 

das células epidérmicas das faces adaxial e abaxial, na porção da lâmina foliar entre a margem 

e a nervura mediana. Foram realizadas 27 medidas/repetição/parâmetro, totalizando 135 

registros por repetição, utilizando-se o software Image Pro-Plus, versão 4.1 para Windows® 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 
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Com o intuito de confirmar se a coloração amarronzada das necroses era resultado do 

acúmulo de compostos fenólicos, conforme proposto por Chaves et al. (2002) em folhas de 

gramíneas tropicais expostas ao poluente, adotou-se metodologia proposta por Johansen 

(1940) para detecção de compostos fenólicos. Foram utilizadas amostras Nne da região basal 

de FCS e do tratamento controle fragmentos foram retirados da mesma região (n=3). Parte das 

amostras foi fixada em solução de formalina com sulfato ferroso (formaldeído-4% e sulfato 

ferroso-10%) durante 24 horas sob vácuo, lavada em água destilada e submetida à 

desidratação em série etílica/butílica. Após inclusão em parafina histológica, as amostras 

foram seccionadas em micrótomo rotativo (10 μm de espessura), desparafinizadas e as 

lâminas, semipermanentes, montadas em gelatina glicerinada (Kaiser, 1980). Para extração 

dos compostos fenólicos (controle do teste), parte das amostras foi armazenada em metanol 

sob vácuo, durante 72 horas e, posteriormente, fixada seguindo o protocolo acima descrito 

para as amostras submetidas à detecção de fenóis. As imagens foram capturadas utilizando-se 

um microscópio de luz (modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão) com 

sistema U-Photo, com câmera digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic 

instruments inc. New York, USA), no Laboratório de Anatomia Vegetal da UFV. 

Para análise micromorfológica (n=3), foram coletados fragmentos de folíolos do 

tratamento controle, de FSS e de FCS, adjacente à necrose (Ane). Foi amostrada a porção 

basal dos folíolos, incluindo a nervura mediana, onde os danos em S. dulcis têm início 

(Capítulo 1). Após fixação, as amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1%, 

desidratadas em série etílica, e secas ao ponto crítico em equipamento apropriado (modelo 

CPD 020, Bal-Tec, Balzers). A superfície dos folíolos foi coberta com ouro em metalizador 

(modelo FDU010, Bal-Tec, Balzers) e documentada em microscópio eletrônico de varredura 

com câmera digital acoplada (Leo 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra), do Núcleo de 

Microscopia e Microanálise da UFV. 

Para análise ultra-estrutural (n=3), os fragmentos também foram retirados da porção 

basal de folíolos do tratamento controle, FSS e nos FCS, adjacente à necrose (Ane). As 

amostras, após fixação, foram submetidas a pós-fixação com tetróxido de ósmio 1%, 

desidratadas em série etílica crescente e incluídas em Spurr (Spurr, 1969). No Núcleo de 

Apoio à Pesquisa em Microscopia Eletrônica Aplicada à Pesquisa Agropecuária 

(NAP/MEPA) da ESALQ (Universidade de São Paulo-USP), os blocos foram preparados para 

ultramicrotomia num desbastador de blocos (modelo EM Trim, Leica Microsystems Inc., 

Deerfield, USA). Cortes transversais, com 70 nm de espessura, foram obtidos em 

ultramicrótomo (modelo UCT, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) com navalha de 

diamante. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo 
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(Reynolds, 1963) e documentados em microscópio eletrônico de transmissão modelo Zeiss 

EM900, em 50 kV, com câmera digital acoplada.  
 

Determinação do teor de fluoreto na matéria seca (MS) das folhas - Para a quantificação do 

teor de flúor na MS, folhas (n=4) da região basal (5onó a partir da gema apical até o 8o) e 

apical (1onó a partir da gema apical até o 4o) da planta, dos dois tratamentos, foram 

previamente secas em estufa, a 70°C, e reduzidas, em moinho do tipo Wiley, a partículas com 

dimensões inferiores a 1 mm. Posteriormente, alíquotas de 0,5 g, de cada repetição, foram 

submetidas à extração em ácido perclórico 0,1 M (Garcia-Ciudad et al., 1985), utilizando-se o 

ajustador de força iônica (Larsen & Widdowson, 1971), para determinação potenciométrica 

do teor de fluoreto, com eletrodo específico. As análises foram conduzidas em duplicata e 

repetidas duas vezes.  
 

Análise dos dados - O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, 

com dois tratamentos (0 e 5 mg L-1) e quatro repetições por tratamento. Para fins de análise 

estatística, as diferentes regiões amostradas para medições de fluorescência de imagem nos 

FCS (Pne, Ane e Nne) foram consideradas como tratamentos. Os dados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA), empregando-se o programa SAEG - Sistema de Análises 

Estatísticas e Genéticas da UFV (Euclydes, 1983), e as médias dos tratamentos foram 

comparadas pelo teste de Tukey, em nível de 5% de probabilidade.  
 

Resultados 
 

Danos morfoanatômicos - Nas plantas expostas ao flúor, a maior parte dos folíolos apresentou 

aspecto visual semelhante ao observado no tratamento controle (Fig. 1A), sem necroses ou 

cloroses em resposta ao poluente (Fig. 1B). Nos folíolos com sintomas (FCS) não foram 

observadas cloroses, somente necroses com coloração típica caracterizada por apresentar três 

zonas com colorações distintas: enegrecida, acinzentada e marrom (Fig. 1C). As necroses 

tiveram início a partir da porção basal (região proximal) de folíolos situados entre o 3o e o 4o 

nó (a partir da gema apical) e começaram a aparecer, em uma das repetições, sete dias após o 

início dos nevoeiros. Aos 19 dias do início das simulações, todas as repetições do tratamento 

com flúor apresentavam de um a três folíolos necrosados. 

No tratamento controle, a face adaxial dos folíolos de S. dulcis é formada por células 

epidérmicas com o contorno das paredes anticlinais nítido (Fig. 2A). Nos folíolos sem 

sintomas das plantas expostas ao flúor (FSS), além da alteração no contorno das paredes 
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anticlinais ocorreu a erosão das ceras epicuticulares (Fig. 2B) e nos FCS, a plasmólise 

generalizada do tecido de revestimento (Fig. 2C).   

A face abaxial, no tratamento controle, apresenta estômatos com cristas proeminentes 

(Fig. 2D e G). Nos FSS, a plasmólise das células-guarda e a ruptura das cristas estomáticas 

(Fig. 2E e H) são os principais danos observados. Nos FCS, além da plasmólise das células-

guarda observou-se também a infestação por hifas fúngicas (Fig. 2F e I).  

 Em comparação com o tratamento controle, houve redução de 18,9; 8,1 e 11,5% na 

espessura do limbo nas porções basal, mediana e apical dos FSS, respectivamente (Fig. 3) e 

significativa somente nas porções basal e apical do folíolo (p<0,01). A correlação entre 

espessura do limbo e a altura das células do parênquima lacunoso foi a mais alta (0,94; 0,82 e 

0,89 nas porções basal, mediana e apical dos FSS, respectivamente) e significativa (p<0,01). 

No entanto, não houve alteração na proporção entre o parênquima paliçádico e o lacunoso, 

entre os dois tratamentos. 

 A nervura mediana dos folíolos de S. dulcis apresenta ilhota de colênquima subjacente 

à epiderme da face adaxial e uma camada contínua de colênquima em contato com a epiderme 

da face abaxial; observa-se a presença de canais secretores na região cortical e de conteúdos 

fenólicos principalmente no parênquima, próximo aos tecidos vasculares (Fig. 4A, C). Entre a 

margem e a nervura mediana do folíolo, o mesofilo é formado por uma camada de 

parênquima paliçádico e quatro a cinco camadas de parênquima lacunoso (Fig. 4E). Nos FCS, 

a necrose atingiu, em maior ou menor grau, quase todos os tecidos, verificando-se plasmólise 

principalmente nas células parênquimáticas tanto na nervura mediana (Fig. 4B, D) quanto na 

região entre a margem e a nervura mediana dos folíolos (Fig. 4F). No entanto, o teste 

histoquímico para compostos fenólicos não evidenciou o acúmulo destas substâncias nas 

regiões necrosadas (Fig. 4). 
 

Danos ultra-estruturais – A figura 5A mostra a epiderme da face adaxial de folíolo no 

tratamento controle, com parede periclinal externa mais espessa, células vacuolizadas e 

paredes anticlinais retilíneas. Nos FSS, a parede anticlinal apresenta, muitas vezes, aspecto 

deformado (Fig. 5B). Nos FCS, a parede anticlinal aparece mais deformada, havendo retração 

do tonoplasto que fica elétron-denso (Fig. 5C-D). Na parede periclinal externa dos FCS, 

observa-se a formação de zonas claras além do aumento na eletrón-densidade das ceras 

epicuticulares (Fig. 5E-F).   

 No parênquima paliçádico, os grãos de amido possuem formato lenticular e os 

cloroplastos disposição periférica, no tratamento controle (Fig. 6A e D). Nos FSS, os grãos de 

amido aparecem mais volumosos (Fig. 6B e E). Nos FCS, as células aparecem totalmente 
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plasmolizadas, havendo retração da membrana plasmática e deformação das paredes celulares 

(Fig. 6C, F).  

 No tratamento controle, as células companheiras do floema possuem núcleo evidente, 

citoplasma denso e numerosas mitocôndrias (Fig. 7A). Nos FSS, as células companheiras 

aparecem com o conteúdo celular formando uma massa escura (Fig. 7B-D). 

 O parênquima lacunoso dos folíolos das plantas do tratamento controle possui, em 

corte transversal, células de contorno arredondado (Fig. 8A) com cloroplastos e grãos de 

amido lenticulares (Fig. 9A). Nos FSS, os cloroplastos e grãos de amido ficam mais 

volumosos (Fig. 8B-C e 9C) e a membrana plasmática e o tonoplasto ficam mais elétron-

densos e se rompem (Fig. 8B-C e 9B-C). Nos FCS, os cloroplastos aparecem dilatados (Fig. 

8D e 9C-D). Em algumas células, também se observa a ruptura da dupla membrana do 

cloroplasto (Fig. 8E) e, em alguns cloroplastos, os tilacóides ficam desestruturados formando 

regiões de elétron-densidade distinta (Fig. 9D-E) não se observando grana na zona mais 

elétron-densa (Fig. 9E). As mitocôndrias não apresentam cristas nítidas (Fig. 9F) e observa-

se, nas proximidades dos cloroplastos, a aglomeração dos conteúdos celulares em massas 

escuras (Fig. 9G-H). 

 No tratamento controle, as células epidérmicas da face abaxial dos folíolos de S. dulcis 

apresentam paredes anticlinal e periclinal externa retilíneas (Fig. 10A-C). No entanto, nos 

FSS (Fig. 10D-E) e FCS (Fig. 10F-G) observa-se a formação de deformações (Fig. 10E) e 

ondulações nestas paredes (Fig. 10D, F-G). O complexo estomático, no tratamento controle, 

possui células subsidiárias túrgidas e células-guarda com núcleo evidente e volumoso (Fig. 

11A). No entanto, nos FSS, observam-se alterações tanto nas células subsidiárias quanto nas 

células-guarda (Fig. 11B). Nas células subsidiárias, que aparecem plasmolizadas, nota-se a 

membrana plasmática elétron-densa e não periférica, além de ondulações na parede periclinal 

externa (Fig. 11B).  As células-guarda também sofrem redução no turgor além do aspecto 

fibrilar da parede (Fig. 11C) e do aumento da elétron-densidade das ceras epicuticulares (Fig. 

11D). 
 

Danos fisiológicos - Nos FSS das plantas expostas ao flúor houve decréscimo significativo 

(p<0,01) de 77%, 76,3 e 77,3% na taxa de assimilação líquida de CO2, condutância 

estomática e na taxa de transpiração, respectivamente (Fig. 12B-C), em relação ao tratamento 

controle. Já a concentração interna de CO2 apresentou aumento de 32,4% (Fig. 12D), contudo, 

não significativo (p>0,05). 

 Em resposta ao flúor, houve redução significativa (p<0,01) de 35,8% nos teores de 

clorofila a (Fig. 13). Observou-se decréscimo significativo (p<0,05) de 33,2 e 17,5% nos 
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teores de clorofila b e carotenóides (Fig. 13), respectivamente, não havendo redução 

significativa (p>0,05) na relação clorofila a/b das plantas expostas ao flúor, em comparação 

com o tratamento controle.  

O tratamento com flúor não teve efeito significativo (p>0,05) sobre os parâmetros de 

fluorescência da clorofila a nos FSS, em comparação com o tratamento controle (Fig. 14). 

Nos FCS, a medida que se aproxima da necrose observa-se redução gradual nos valores de 

rendimento de fluorescência mínima (F0) e do rendimento quântico potencial do fotossistema 

II (Fv/Fm), dos coeficientes de extinção fotoquímica (qP) e não-fotoquímica (NPQ), bem 

como do rendimento quântico efetivo (Yield) e do rendimento de fluorescência máxima (Fm). 

Contudo, o poluente só afetou significativamente (p<0,05) a área adjacente (Ane) e na necrose 

(Nne), não havendo diferença significativa perto da necrose (Pne), em relação ao tratamento 

controle, para a maioria dos parâmetros avaliados (Fig. 14-15). 
 

Teor de fluoreto - Na porção basal das plantas, as folhas apresentaram teor de flúor 101,2% 

maior do que no tratamento controle (Fig. 16). Já na porção apical das plantas, o teor do 

poluente foi 110,9% maior em comparação com o tratamento controle (Fig. 16). Os teores de 

flúor nas plantas expostas ao poluente foram estatisticamente distintos do tratamento controle 

(p<0,01), mas não houve diferença entre as porções basal e apical da planta (p>0,05). 
 

 Discussão  
 

 A exposição por tempo mais prolongado a baixas concentrações de flúor induziu 

sintomas similares aos observados nos experimentos anteriores, de curta duração e altas 

concentrações do poluente (Capítulo 1). 

 As pequenas manchas enegrecidas presentes nas necroses dos folíolos com sintomas 

de Spondias dulcis provavelmente indicam o ponto onde o poluente está mais concentrado, 

causando danos mais drásticos na região, enquanto as outras duas áreas da necrose, com 

coloração mais clara, refletem graus de injúria distintos como conseqüência de menores 

concentrações do elemento presentes no tecido. A necrose foliar é um sintoma típico em 

resposta ao flúor e ocorre quando este elemento atinge níveis letais na região afetada (Coulter 

et al., 1985; Oliva & Figueiredo, 2005). Contudo, a quantificação de flúor na matéria seca de 

cada uma das três regiões da necrose, em experimentos futuros, será fundamental para 

comprovar a hipótese de que a diferença de coloração observada é conseqüência direta da 

quantidade do elemento.  

Nos fragmentos foliares necrosados de S. dulcis, o teste específico para detecção de 

compostos fenólicos não evidenciou o acúmulo desta substância, porém, idioblastos repletos 
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destes compostos foram observados na nervura mediana, comprovando que os idioblastos 

descritos por Venning (1948) e Sant’Anna-Santos et al. (2006b) no caule da espécie também 

estão presentes nas folhas. Em experimento anterior, conduzido em campo, o acúmulo de 

fenóis foi evidenciado nas plantas expostas ao poluente (Capítulo 2) pelo azul de toluidina, 

que cora-se de verde na presença destes compostos (O’Brien et al., 1964; Feder & Wolf, 

1965). Segundo Azevedo (1995), nas regiões necrosadas pelo flúor, em Glycine max, o tecido 

adquire coloração escura provavelmente devido ao acúmulo de compostos fenólicos 

resultantes da degeneração celular, como observado nas células companheiras do floema no 

presente estudo. Segundo Feder & O’Brien (1968), alguns métodos de anatomia vegetal, 

como a fixação e a inclusão em parafina podem prejudicar características do tecido em 

análise. Provavelmente, o acúmulo de fenóis se dá, entretanto, a ruptura das células deve 

extravasar estes  compostos e facilitar sua remoção durante a fixação e infiltração das 

amostras. Desta forma sugere-se, em estudos posteriores, utilizar testes histoquímicos com 

material a fresco, utilizando outros métodos além de quantificar os compostos fenólicos. 

No presente trabalho, não se observou o aparecimento de cloroses antes da necrose, 

conforme já relatado em estudos conduzidos com S. dulcis e concentrações mais elevadas do 

poluente por períodos curtos de exposição (Silva et al., 2000; Sant’Anna-Santos & Avevedo, 

2007). Geralmente, o acúmulo de flúor primeiramente causa cloroses que, em geral, evoluem 

para necroses marginais e apicais (Ardnt et al., 1995; Fornasiero, 2001; Weinstein & Davison, 

2003; Peixoto et al., 2005). A redução na concentração dos pigmentos fotossintéticos, 

significativa nos FSS de S. dulcis, pode ser resultado de danos à estrutura dos cloroplastos 

(Peixoto et al., 2005), conforme observado nas células do mesofilo. O flúor também possui a 

capacidade de se ligar ao magnésio e formar compostos que possuem a capacidade de 

ocasionar distúrbios na biossíntese das clorofilas, levando ao aparecimento de cloroses em 

algumas porções foliares (Fornasiero, 2001).  

Alterações no formato dos cloroplastos dos FSS e FCS de S. dulcis foram também 

citadas por Wei & Miller (1972) em Glycine max. Segundo Miller (1993), o cloroplasto é a 

organela que mais acumula fluoreto e tem sido citada como a mais afetada pela ação do 

poluente (Azevedo, 1995). O aumento no volume dos grãos de amido nos cloroplastos dos 

FSS e FCS de S. dulcis também ocorrem em resposta a chuva ácida Sant’Anna-Santos et al. 

(2006a). Geralmente, o acúmulo de amido está relacionado ao efeito inibitório dos poluentes 

sobre a translocação de carboidratos das folhas para as raízes, causando o acúmulo nos 

cloroplastos (Rennenberg et al., 1996: Soda et al., 2000). Nos FSS de S. dulcis, a degeneração 

do conteúdo citoplasmático das células companheiras é um indicativo de alterações no 

funcionamento do floema, conforme relatado por Soda et al. (2000) em folhas de Pinus 
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halepensis expostas ao ozônio. Este fenômeno parece ser indicativo de aceleração no processo 

de envelhecimento celular sob influência de poluentes (Schmitt & Ruetze, 1990). 

Adicionalmente, os fragmentos de membrana observados nas células parenquimáticas dos 

FSS e FCS de S. dulcis são semelhantes aos produtos resultantes do colapso celular que 

aparecem durante o processo de senescência celular (Wittenbach et al., 1980), fornecendo 

mais indícios de que o flúor possa estar acelerando a senescência.  

Tanto a membrana plasmática quanto o tonoplasto foram severamente afetados nos 

FSS e FCS de S. dulcis. A permeabilidade e o transporte do flúor através das membranas 

celulares é, provavelmente, a origem de todos os efeitos fitotóxicos do poluente na célula 

(Bhatnagar & Bhatnagar, 2000). As membranas podem ser afetadas tanto pela falta de energia 

para a síntese de componentes quanto pela hidrólise de lipídios que são utilizados como fonte 

alternativa de energia (Bhatnagar & Bhatnagar, 2000). Como os lipídios são os principais 

componentes das membranas celulares, qualquer alteração em sua composição pode alterar a 

estrutura e função das membranas ocasionando, desta forma, a perda acelerada de eletrólitos 

(McCullough & Simon, 1973; Zwiazek & Shay, 1988), conforme observado por Divan Junior 

et al. (2007) em Chloris gayana e Panicum maximum, em resposta ao flúor. Segundo Miller 

& Vedina (2000), a membrana mais sensível ao flúor é o tonoplasto e isto está relacionado à 

ATPase.  

A parede celular das células epidérmicas foi um dos componentes celulares mais 

afetados pelo flúor nos FSS e FCS de S. dulcis. Devido à abundância de ácidos urônicos 

ionizáveis presentes nas paredes celulares, estas normalmente têm carga negativa (Brett & 

Waldron, 1990). O principal cátion associado a estas cargas negativas é o cálcio que pode ser 

deslocado pelo flúor ocorrendo como resultado um acúmulo de CaF2 e modificações 

estruturais na parede. A formação de CaF2 promove a liberação de sítios de fixação de cálcio e 

uma deficiência de cálcio, fisiologicamente ativo, nos tecidos (Garrec & Chopin, 1982). Nos 

experimentos anteriores conduzidos no campo (Capítulo 2), não foram observados danos tão 

severos nas paredes celulares já que o flúor, na forma gasosa, é absorvido principalmente 

pelos estômatos (McCune et al., 1977).  

Na face abaxial dos FSS e FCS, as injúrias microscópicas estavam principalmente 

associadas aos estômatos, conforme relatado em outras espécies (Chaves et al., 2002; 

Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007; Sant’Anna-Santos et al., 2007), mas não exerceram 

influência sobre as trocas gasosas, já que a redução na taxa de assimilação líquida de CO2 

observada em S. dulcis não foi ocasionada por uma limitação difusional, uma vez que a 

redução na condutância estomática (gs) não restringiu a concentração interna do CO2 (Ci) no 
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interior do mesofilo, sendo o ganho de carbono provavelmente limitado por um componente 

metabólico.  

Neste estudo não foi observado efeito do flúor na eficiência máxima do fotossistema II 

de FSS, o que demonstra que o elemento não afeta as reações luminosas da fotossíntese em 

concentração abaixo da requerida para ocasionar sintomas, conforme observado por Boese et 

al. (1995) em Spinacea oleracea. Giannini et al. (1985) observaram a inibição do transporte 

de elétrons nos tilacóides de Glycine max. Contudo, após adição de um desacoplador, as taxas 

de evolução do oxigênio voltaram ao normal, indicando que a atividade do fotossistema II não 

é inibida pelo poluente. Relatos indicam que concentrações moderadas de fluoreto inibem a 

fotossíntese sob condições de alta irradiância, mas exercem pouco ou nenhum efeito sob baixa 

irradiância, levando Quick et al. (1989) a concluírem que tanto reações luminosas quanto a 

produção de ATP são inibidas pelo elemento. Boese et al. (1995) verificaram que a 

fluorescência rápida (Fo, Fm ou a razão Fv/Fm) não foi afetada pelo flúor em folhas de 

Spinacea oleracea, entretanto, foi significativamente alterada com a adição de concentrações 

crescentes do elemento, levando a um aumento na taxa do quenching fotoquímico e um 

decréscimo no quenching não-fotoquímico. Foi sugerido que o flúor pode atuar com um 

desacoplador acelerando o fluxo de elétrons no fotossistema II, sem a formação simultânea de 

um gradiente de prótons.  

Nos FSS, a concentração de flúor utilizada causou a redução na espessura do limbo, 

fato não observado em experimentos anteriores de curta duração com a mesma concentração 

(Capítulo 1), demonstrando que a injúria celular não está relacionada somente com o aumento 

na concentração do poluente no nevoeiro, mas com a duração do tempo de exposição, de 

acordo com Ardnt et al. (1995). O parênquima lacunoso foi o tecido mais afetado pelo 

poluente e, em conseqüência disto, o maior responsável pela redução em espessura do limbo. 

Provavelmente, este tecido fica mais exposto à ação do poluente devido à grande porcentagem 

de espaços intercelulares já que, segundo Oliva & Figueiredo (2005), o flúor se move via 

apoplasto. A porção mais afetada dos FSS foi a base, região onde as necroses têm início em S. 

dulcis (Capítulo 1), confirmando que os danos anatômicos antecedem o surgimento da injúria 

(Soda et al. 2000; Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007; Sant’Anna-Santos et al. (2007). A 

maior susceptibilidade da base dos FSS pode ser reflexo da disposição das folhas, já que a 

base mais perpendicular ao caule pode favorecer a aderência de gotas com o poluente naquela 

região. Contudo, estudos anatômicos e ultra-estruturais deverão ser conduzidos para verificar 

se alguma outra característica da base pode influenciar na maior susceptibilidade em relação 

as outras porções do órgão.  
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Os dados aqui apresentados demonstram que a injúria celular não se restringiu aos 

FCS. Nos FSS, danos fisiológicos também ocorreram, demonstrando que, além das 

investigações anatômicas, conforme observado em experimentos anteriores em laboratório, e 

no campo (Capítulos 1 e 2), parâmetros fisiológicos detectam a injúria invisível, tornando esta 

ferramenta promissora no prognóstico de injúria por flúor em biomonitoramento ativo com S. 

dulcis. Os teores de flúor em folhas de S. dulcis tiveram tendências similares às observadas 

em experimento anterior de curta duração, demonstrando que o aparecimento de sintomas está 

associado ao aumento na concentração interna de flúor que depende do tempo de contato da 

planta com o poluente. Contudo, os valores observados foram significativamente inferiores 

aos de experimentos no campo, demonstrando que o flúor dissolvido penetra menos do que na 

forma gasosa e/ou no campo, as concentrações do poluente podem ser maiores.  

Os presentes resultados confirmam que cloroses não antecedem necroses em Spondias 

dulcis, mesmo quando as plantas são expostas a baixas concentrações do poluente por 

períodos mais prolongados. A maior redução na espessura da base, em relação a porção 

mediana e apical dos FSS, confirma que esta porção do folíolo é mais susceptível ao poluente. 

O parênquima lacunoso foi o tecido mais afetado e a membrana plasmática, o tonoplasto e os 

cloroplastos os componentes celulares mais danificados pelo flúor em S. dulcis. A avaliação 

conjunta dos parâmetros visuais, fisiológicos e microscópicos demonstrou ser valiosa na 

análise dos efeitos causados pelo flúor em S. dulcis, levando a concluir que a redução na 

fotossíntese dos FSS não ocorre devido a mecanismos de difusão de carbono e nem a danos 

na fase luminosa da fotossíntese, mas sim a alterações na estrutura dos cloroplastos e que o 

acúmulo de amido deve ser reflexo da inativação de células do floema já que o tecido é 

responsável pela translocação de fotoassimilados para as raízes.  
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Tabela 1. Resultados da análise química do solo utilizado como substrato nos vasos para 

cultivo das plantas de Spondias dulcis Forst. F. SB (Soma de bases trocáveis); CTC (t) 

(Capacidade de troca catiônica efetiva); CTC (T) (Capacidade de troca catiônica a pH=7.0); V 

(Índice de saturação de bases); m (Índice de saturação de alumínio); ISNa (Índice de 

saturação de sódio); MO (Matéria orgânica = C.Org × 1.724 – Walkley-Black); P-rem 

(Fósforo remanescente). 

 

pH P K Na Ca2+ Mg2+ Al3+ H+Al SB (t) (T) 

H2O mg/dm3 cmolc/dm3 

7.25 19.1 1727 - 6.16 1.12 0.0 1.0 11.7 11.7 12.7 

V m ISNa MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S 

% dag/kg mg/L mg/dm3 

92.1 0 - 3.68 23.3 - 21.6 54.1 0.48 6.84 262.6 
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Figura 1. Folíolos de Spondias dulcis Forst. F. no tratamento controle (A) e quando expostos a 

5 mg L-1 de flúor (B -C), após 19 simulações de nevoeiro. A: Folíolo com coloração verde 

brilhante típica. B: Folíolo sem sintomas. C: Folíolo com necrose na porção basal (Pb) 

caracterizada por coloração típica: enegrecida ( ), acinzentada ( ) e marrom ( ). 

Abreviaturas: Me (Porção mediana do folíolo) e Pa (Porção apical do folíolo). 
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Figura 2. Superfície foliar de Spondias dulcis Forst. F. (microscopia eletrônica de varredura) 

no tratamento controle (A, D e G) e quando expostos a 5 mg L-1 de flúor (B-C, E-F e H-I), 

após 19 simulações de nevoeiro. A-C: Face adaxial. A: Contorno das paredes anticlinais 

nítido (→). B: Superfície com (Cc) e sem (Sc) cera epicuticular (*). C: Células totalmente 

plasmolizadas e aglomerados de ceras epicuticulares (*). D-I: Face abaxial. D: Contorno das 

paredes anticlinais nítido (→). E: Estômatos danificados e ruptura da cutícula (Rc). F: 

Infestação por hifas fúngicas (Hf) na superfície plasmolizada. G: Estômato com células-

guarda (Cg) túrgidas e crista estomática (Ce) intacta. H: Estômato com células-guarda 

plasmolizadas (Cp) e crista estomática deformada (Cd). I: Infestação por hifas fúngicas.  
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Figura 3. Espessura do limbo e altura dos tecidos nas porções basal, mediana e apical dos 

folíolos de Spondias dulcis Forst. F. no tratamento controle e quando expostos a 5 mg L-1 de 

flúor (folíolos sem sintomas), após 19 simulações de nevoeiro. A: Limbo. B: Epiderme da 

face adaxial (Ed). C: Epiderme da face abaxial (Eb). D. Parênquima paliçádico (Pp). 

Parênquima lacunoso (Pl). As barras verticais indicam o desvio padrão.  
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Figura 4. Detecção histoquímica de compostos fenólicos com formalina em sulfato ferroso na 

porção basal de folíolos de Spondias dulcis (secção transversal em microscopia de luz) no 

tratamento controle (A, C e E) e com sintomas, quando expostos a 5 mg L-1 de flúor (B, D e 

F), após 19 simulações de nevoeiro. A-D: Nervura mediana. A: Feixe vascular colateral, 

medula parênquimática com células volumosas (Me) e colênquima subepidérmico (Co). B: 

Plasmólise expressiva das células parênquimáticas do floema (Fl) e formação de depressões 

(→) em ambas as superfícies do folíolo. C-D: Reação positiva para compostos fenólicos (○) 

nas células parênquimáticas. E-F: Região intermediária do folíolo. E: Idioblastos cristafíferos 

contendo drusas (Dr) no mesofilo. F: Redução expressiva na espessura do mesofilo: células 

parênquimáticas totalmente colapsadas. Abreviatura: * (ducto secretor) e Xi (xilema). 
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Figura 5. Células da epiderme da face adaxial de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. (secção 

transversal em microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A) e, quando 

expostos a 5 mg L-1 de flúor, sem sintoma visível (B) e adjacente a necrose (C-F), após 19 

simulações de nevoeiro. A: Parede anticlinal (Pa) retilínea. B: Parede anticlinal deformada 

(→). C: Parede anticlinal deformada (→) e tonoplasto (To) não periférico. D: Detalhe de C: 

tonoplasto elétron-denso. E-F: Formação de zonas claras (→) na parede periclinal externa e 

ceras epicuticulares (Ce) elétron-densas. 
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Figura 6. Células do parênquima paliçádico de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. (secção 

transversal em microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A e C) e, 

quando expostos a 5 mg L-1 de flúor, sem sintoma (B e D) e adjacente a necrose (C, E-F), após 

19 simulações de nevoeiro. A: Grão de amido (Ga) lenticular. B: Grão de amido (Ga) 

arredondado. C: Retração da membrana plasmática (Mp). D: Cloroplasto periférico. E: Grão 

de amido (Ga) arredondado. F: Parede deformada (Pd) e ruptura da dupla membrana do 

cloroplasto (→).  
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Figura 7. Células do floema de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. (secção transversal em 

microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A) e sem sintomas (B-D) 

quando expostos a 5 mg L-1 de flúor, após 19 simulações de nevoeiro. A: Células 

companheiras (Cc) com núcleo evidente (Nu) e numerosas mitocôndrias (Mi). B. 

Aglomeração dos conteúdos celulares em massas escuras nas Cc. C e D: Detalhes de B. 

Abreviaturas: Ec (Elemento de tubo crivado). 
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Figura 8. Células do parênquima lacunoso de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. (secção 

transversal em microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A) e, quando 

expostos a 5 mg L-1 de flúor, sem sintoma (B-C) e adjacente a necrose (D-E), após 19 

simulações de nevoeiro. A: Grãos de amido (Ga) lenticulares. B: Grãos de amido (Ga) 

arredondados e tonoplasto mais elétron-denso (→). C: Ruptura do tonoplasto (→).  D: 

Cloroplastos dilatados. E: Ruptura da dupla membrana do cloroplasto (→).  
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Figura 9. Células do parênquima lacunoso de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. (secção 

transversal em microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A) e, quando 

expostos a 5 mg L-1 de flúor, sem sintoma (B-C) e adjacente a necrose (D-H), após 19 

simulações de nevoeiro.  A: Cloroplasto lenticular com grãos de amido (Ga). B: Membrana 

plasmática mais elétron-densa (→). C: Ruptura do tonoplasto (→).  D: Cloroplastos com os 

tilacóides desestruturados apresentando zonas escuras (Ze) e claras (Zc). E: Detalhe da figura 

D: Grana (Gr) evidentes na Zc e ausentes na Ze. F: Mitocôndria (Mi) sem cristas nítidas. G-H: 

Vacúolo (Va) e aglomeração dos conteúdos celulares em massas escuras (→).  
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Figura 10. Células da epiderme da face abaxial de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. 

(secção transversal em microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A-C) e, 

quando expostos a 5 mg L-1 de flúor, sem sintoma (D-E) e adjacente a necrose (F-G), após 19 

simulações de nevoeiro. A: Paredes anticlinal (Pa) e periclinal externa (Pe) das células 

epidérmicas retilíneas. B: Detalhe de A: parede anticlinal. C: Detalhe de A: Parede periclinal 

externa. D: Parede periclinal externa com relevo ondulado (Ro). E: Parede anticlinal 

deformada (→). F: Ceras epicuticulares (Ce) elétron-densas e parede periclinal externa com 

relevo ondulado (Ro). G: Parede anticlinal deformada (→) e parede periclinal externa 

ondulada (→). 
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Figura 11. Células estomáticas de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. (secção transversal em 

microscopia eletrônica de transmissão) no tratamento controle (A) e, quando expostos a 5 mg 

L-1 de flúor, sem sintoma (B-D), após 19 simulações de nevoeiro. A: Célula-guarda (Cg) com 

núcleo volumoso (Nu). B: Célula subsidiária plasmolizada, com membrana plasmática 

elétron-densa (→), parede anticlinal deformada e relevo da parede periclinal externa ondulado 

(Ro). C-D. Detalhes de B. C: Aspecto fibrilar da parede (→). D: Ceras epicuticulares (Ce) 

elétron-densas na parede periclinal externa das células-guarda.  



97 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Trocas gasosas de folíolos de Spondias dulcis Spondias dulcis Forst. F. no 

tratamento controle e quando expostos a 5 mg L-1 de flúor (folíolos sem sintomas), após 19 

simulações de nevoeiro. A: Taxa de assimilação de CO2 (A). B: Condutância estomática (gs). 

C: Taxa de transpiração (E). D. Concentração interna de CO2 (Ci). As barras verticais indicam 

o desvio padrão.  
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Figura 13. Teor de pigmentos fotossintéticos em folíolos de Spondias dulcis Forst. F. no 

tratamento controle e quando expostos a 5 mg L-1 de flúor (folíolos sem sintomas), após 19 

simulações de nevoeiro. As barras verticais indicam o desvio padrão.  
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Figura 14. Parâmetros da fluorescência da clorofila a em folíolos de Spondias dulcis Forst. F. 

no tratamento controle (Con) e, quando expostos a 5 mg L-1 de flúor, sem (FSS) e com 

sintoma (perto/Pne, adjacente/Ane e na necrose/Nne), após 19 simulações de nevoeiro. A: 

Rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm). B: Coeficiente de extinção não 

fotoquímica (NPQ). C: Rendimento de fluorescência mínima (Fo). D: Rendimento de 

fluorescência máxima (Fm). E: Coeficiente de extinção fotoquímica (qP). F: Rendimento 

quântico efetivo (ΔF/Fm’). Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si, quando 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5%.  
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Figura 15. Fluorescência de imagem de folíolos de Spondias dulcis Forst. F. perto (Pne), 

adjacente (Ane) e na necrose (Nne), após 19 dias consecutivos de nevoeiro simulado com 

flúor (5 mg L-1). A: Rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm). B: Coeficiente 

de extinção não fotoquímica (NPQ). C: Rendimento de fluorescência mínima (Fo). D: 

Rendimento de fluorescência máxima (Fm). E: Coeficiente de extinção fotoquímica (qP). F: 

Rendimento quântico efetivo (ΔF/Fm’).  
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Figura 16. Teor de fluoreto (μg g-1 de matéria seca-MS) de folhas em desenvolvimento 

(porção apical da planta) e expandidas (porção basal da planta) de Spondias dulcis Forst. F, 

após 19 dias consecutivos de nevoeiro simulado. As barras verticais indicam o desvio padrão. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

Neste trabalho, constatou-se que os danos microscópicos ocorrem em folhas com 

teores de flúor insuficientes para ocasionar danos visuais, tanto em campo quanto em 

laboratório, os quais antecedem o surgimento de necroses, que apresentam coloração típica e 

têm início na base de folíolos em expansão. Algumas peculariedades relacionadas à forma 

como o flúor é absorvido foram observadas. Em campo, na forma gasosa, o flúor penetrou 

principalmente através dos estômatos, ocasionando os primeiros danos na face abaxial, sendo 

mais severos do que na face adaxial. Contudo, danos na face adaxial também ocorreram, já 

que o flúor particulado pode ser dissolvido pelo orvalho e penetrar através da cutícula. Em 

laboratório, dissolvido, o flúor causou danos similares em ambas as faces e as paredes 

celulares foram mais afetadas do que no campo.  

Em todos os experimentos, a maior parte dos danos estava associada aos estômatos, 

contudo, em laboratório, as análises fisiológicas, avaliadas em conjunto com as 

microscópicas, levam a concluir que a redução observada na fotossíntese não é conseqüência 

direta de um componente difusional, mas provavelmente de um componente metabólico. O 

flúor não é capaz de interferir nas reações luminosas da fotossíntese em concentrações abaixo 

da capaz de ocasionar sintomas em S. dulcis. Os cloroplastos foram as organelas mais 

afetadas, além da alteração no formato, o acúmulo de grãos de amido foi marcante, tanto no 

campo quanto em laboratório. A ocorrência de células do floema com citoplasma colapsado 

sugere que o fluxo de carboidratos das folhas para as raízes seja interrompido, o que pode ser 

a causa do acúmulo de amido observada nos cloroplastos e fornece indícios de que o flúor 

atue como acelerador do processo de senescência foliar.   

Os resultados obtidos permitem afirmar que S. dulcis é uma excelente bioindicadora 

de reação. A espécie é adaptada ao clima tropical, de fácil manejo e muito sensível a 

concentrações baixas do poluente, desenvolvendo sintomatologia típica. Adicionalmente, o 

emprego de técnicas microscópicas mostrou-se adequado para assegurar a diagnose correta e 

também possui valor prognóstico, já que em folhas aparentemente sadias, danos estruturais, 

micromorfológicos, ultra-estruturais e fisiológicos foram observados e, a maior parte deles, 

foi similar ao observado em laboratório sendo, desta forma, indicados como biomarcadores da 

presença de flúor como, por exemplo, as análises micromorfológicas, estruturais, ultra-

estruturais e fisiológicas. A análise morfoanatômica, associada aos dados fisiológicos, 

efetivamente auxiliou na interpretação dos danos causados pelo flúor em S. dulcis. 


