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RESUMO

REZENDE, Franklin Patrocinio, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2020. Alteracoes morfoanatomicas e fisiolégicas nas folhas e nectarios extraflorais
de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) em resposta a chuva acida simulada.
Orientadora: Luzimar Campos da Silva.

A chuva écida é um problema ambiental de escala Global. Este fendbmeno promove
alteracoes floristicas e € um dos problemas associados a degradacdo de florestas
tropicais. A Mata Atlantica brasileira € um dos mais ricos hotspots de biodiversidade
do mundo e a mesma estd sujeita ao impacto da chuva dcida. Dessa forma, o objetivo
desse trabalho foi investigar as alteracdes morfoanatdmicas e fisiolégicas de Cedrela
fissilis a chuva dcida simulada. Essa espécie possui nectdrios extraflorais nas folhas que
sdo de extrema importancia nas relacOes planta-inseto. Mudas de C. fissilis foram
expostas a chuva 4cida simulada durante 19 dias consecutivos em casa de vegetacdo. A
solucdo 4cida foi preparada utilizando-se solugdo estoque de dcido sulftirico 1N diluido
em agua destilada, até se obter pH 3,0. O controle foi realizado utilizando-se dgua
destilada. Foram aplicados 50 ml de solu¢do em casa planta diariamente utilizando-se
borrifadores manuais. Os efeitos visuais foram avaliados em folhas; os anatomicos,
micromorfoldgicos e histoquimicos foram avaliados em folhas e nectdrios extraflorais.
Foram avaliados, também, trocas gasosas, teor de pigmentos e atividade de enzimas do
sistema antioxidativo dessas plantas. O tratamento induziu menos de 30% de dano
visual, caracterizado por pequenos pontos necrdticos na lamina foliar. Os sintomas
anatomicos e micromorfoldgicos consistiram em alteracdes no formato das células
epidérmicas, rompimento das mesmas, hipertrofia celular, rompimento e alteracdo no
padrao de divisdes das células do mesofilo. Em testes histoquimicos, C. fissilis
apresentou acumulo de compostos fendlicos na epiderme abaxial em ambos os
tratamentos, € maior acimulo na face adaxial das plantas expostas a chuva acida. Maior
acumulo de carboidratos também foi observado na epiderme da face adaxial das folhas
do tratamento. Os nectdrios extraflorais apresentaram flacidez e rompimento de células
da epiderme secretora e retracdo de protoplasto no parénquima nectarifero. Houve
reacdo positiva para carboidratos e compostos fendlicos em todo o nectdrio nos testes
histoquimicos. A chuva 4cida induziu aumento significativo nas taxas de transpiracao
(E) e reducdo na eficiéncia no uso da dgua (EUA) e na eficiéncia de carboxila¢do da

Rubisco nas plantas do tratamento. O teor de clorofila B foi menor nas plantas do



tratamento, enquanto o de carotenoides aumentou nas mesmas. A atividade da
superéxido dismutase (SOD) aumentou nas plantas do tratamento com chuva 4cida,
enquanto houve reducdo da atividade da catalase (CAT). Esses resultados indicam que
C. fissilis possui diferentes estratégias na neutralizacdo do estresse causado pela chuva
acida, como defesas antioxidativas enzimaticas € nao enzimaticas. Dessa forma, C.

fissilis apresentou diferentes graus de dano nas diferentes varidveis analisadas.

Palavras-chave: Bioindicadores. Poluicdo atmosférica. Estruturas secretoras.
Alteracdes anatdmicas. Alteragdes fisioldgicas.



ABSTRACT

REZENDE, Franklin Patrocinio, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Morphoanatomical and physiological changes in leaves and extrafloral
nectaries of Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) in response to simulated acid rain.
Adviser: Luzimar Campos da Silva.

Acid rain is a global scale environmental problem. This phenomenon promotes floristic
changes and is one of the problems associated with the degradation of tropical forest.
The Brazilian Atlantic Forest is one of the most biodiverse hotspots in the world and is
under effect of acid rain. Thus, the object of this work was to investigate the
morphoanatomical and physiological changes in Cedrela fissilis to simulated acid rain.
This species has extrafloral nectaries (EFNs) on the leaves that are extremely important
in plant-insect relations. C. fissilis seedlings were exposed to simulated acid rain for 19
consecutive days in a greenhouse. The acidic solution was prepared using 1N sulfuric
acid solution diluted in distilled water, until pH 3.0 was obtained. The control was
performed using distilled water. 50 ml of solution were daily applied on each plant,
using manual sprayers. Visual effects were assessed on leaves; anatomical,
micromorphological and histochemical were evaluated in leaves an extrafloral nectaries.
Gas exchange, pigment content and the activity of the enzymes from the antioxidant
system were also measured. The treatment induced less than 30% of visual damage,
which was characterized by small necrotic spots on the leaf blade. The anatomical and
micromorphological symptoms consisted of changes in the shape and disruption of
epidermal cells, cell hypertrophy, disruption and alteration in the pattern of divisions of
the mesophyll cells. In histochemical tests, C. fissilis showed an accumulation of
phenolic compounds in the abaxial epidermis of the abaxial face in both treatments, and
greater accumulation in the adaxial face of plants exposed to acid rain. Greater
accumulation of carbohydrates was also observed in the epidermis of the adaxial face of
the leaves from the treatment. The extrafloral nectaries showed flaccidity and rupture of
the secretory epidermis cells and retraction of protoplast in the nectariferous
parenchyma. There was a positive reaction for carbohydrates and phenolic compounds
in the nectary in histochemical tests. Acid rain induced a significant increase in
transpiration rates (E) and reduction in water use efficiency (EUA) and in Rubisco's
Carboxylation Efficiency in the treatment plants. The amount of chlorophyll B was

lower in the treatment plants, while the carotenoids increased with the acid rain.



Superoxide dismutase (SOD) activity increased in plants treatment with acid rain, while
there was a reduction in catalase activity (CAT). These results show that C. fissilis has
different strategies in order to neutralize the stress caused by acid rain, such as
enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses. Thus, C. fissilis presented different

levels of damage in the different variables analyzed.

Keywords: Bioindicators. Air pollution. Secretory structures. Anatomical alterations.
Physiological alterations.



SUMARIO

1 - INTRODUGAO . ...t s s nnesenaeaes 11
2 - OBIETIVOS ...ttt et ettt et 14
3 - MATERIAIS E METODOS......ccouriimrimeimeeiseesesesesisessssesssssssssssssssesssesesnas 15
3.1 - Obtencao e cultivo das plantas ..........ccceeeveeeeiiieniieenieene e 15
3.2 - Aplicagdo da chuva 4cida simulada...........ccceevveeeiiieeniieeieeee e 15
3.3 - CaracterizaCao VISUAL.......cocueiiiiiiiiiiieiiie ettt s 15
3.4 - Caracterizacao anatomica € micromorfolOgica ........oocveeviieiniieiniiieiniienieeenne, 16
3.5 - Caracterizacao histoquimica da lamina foliar ..........cccceevvveeniiieeniieeniie e 16
3.6 - Caracterizacdo anatomica, micromorfoldgica e histoquimica dos nectérios

(48 121 (0] 2T E PRSPPI 17
3.7 - Avaliagao de troCas ZASOSAS ...c.ueeeruieerrieeiiieeeiteeeiteeeiteestte e st e e eieeessabe e s e s 18
3.8 - Teores de clorofila a, b € caroteNOIAES ....ovvveeeeeeeeeieiiiieeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeveaen 18
3.9 - Avaliagdo da atividade das enzimas do sistema antioxidativo........c....cceeuueen.e. 18
4 - RESULTADOS ...ttt ettt sttt sbte e 21
5 - DISCUSSAO ...ttt 24
6 - CONCLUSOES ......oumiimeirieiireeieesesesesee st sssssse s sssssessssons 31
T - ANEXOS ...ttt ettt ettt e be et e st e be e 32

8 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........cooovveireeeeeereeeeeeeeeses e, 41



11

1-INTRODUCAO

O crescente processo de industrializacdo é um dos principais responsadveis pela emissao
de poluentes atmosféricos. Atividades como a queima de petréleo e derivados e
utilizacdo de veiculos promovem a liberagcdo de compostos como didéxido de enxofre
(SO2) e 6xidos de nitrogénio (NOx) em altas quantidades na atmosfera (Larssen et. al,
2006). Estes compostos podem reagir com vapor d’adgua, formando acido sulfurico
(H2S04) e 4cido nitrico (HNO3), diminuindo o pH da 4gua da chuva e contribuindo para
a ocorréncia de um fendmeno conhecido como chuva acida (Mirlean et al., 2000).

A chuva 4cida é considerada um problema ambiental de escala global. Em Regides da
Asia e India, as emissdes de gases precursores da chuva dcida crescem continuamente
(Burns et al., 2016). De acordo com Sheng e Tang (2016), a China é o pais que mais
emite didoxido de enxofre (SO2) na atmosfera. Ainda, segundo Li et al. (2017), as
emissdes de SO2 na India aumentaram cerca de 50% desde 2007, se equiparando 2
China e tornando-os os dois paises com maiores taxas de emissdo desse poluente. No
Brasil, a chuva dcida também € um problema, principalmente em regides com alta
atividade industrial e grande frota de veiculos (Martins et al. 2013; Vieira-Filho et al.
2015). Em cidades brasileiras altamente industrializadas como Sao Paulo, Cubatao,
Piracicaba, Belo Horizonte e Rio de Janeiro existem diversos registros de precipitacdes
acidas (Figueiredo, 1999; Lara et al., 2001; Mello, 2001; Leal et al., 2004). Além de
danificar construgdes feitas pelo homem, as chuvas éacidas apresentam grande impacto
em sistemas ecoldgicos (Likens et al., 1972; Hutchinson e Havas, 2012).

A Mata Atlantica brasileira é considerada um dos mais ricos hotspots de biodiversidade
do mundo. Este dominio apresenta aproximadamente 20.000 espécies vegetais, sendo
8.000 delas endémicas e corresponde a aproximadamente 2,7% da flora mundial (Myers
et al., 2000). Além disto, o mesmo abriga 72% da populacdo brasileira e trés dos
maiores centros urbanos do continente sul americano. Além do aumento continuo do
desmatamento (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2014), um dos grandes problemas
associados a degradacdo de florestas, por vezes, proximas a centros industriais, é a
chuva 4cida que promove alteragdes acentuadas na sua composi¢ao floristica, causando
danos severos ao ecossistema (Hutchinson e Havas, 2012; Wondyfraw, 2014).

Uma das maiores unidades de conservagao do Brasil, o Parque Estadual do Rio Doce
(PERD) esta localizado no estado de Minas Gerais, sendo o maior fragmento de floresta

tropical do estado (Instituto Estadual de Florestas, 2019). O PERD possui 35.970
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hectares e sua vegetacdo ¢é classificada como Floresta Estadual Semidecidual
Submontana ou Floresta Tropical Subcaducifélia, e abriga flora extremamente diversa
(Veloso et al., 1991). A por¢ao Norte do parque é circundada por siderdrgicas de grande
porte como ACESITA, USIMINAS e USIMEC, de onde sao liberados compostos que
podem levar a ocorréncia de chuva 4cida, como j4 registrado na regido (Silva et al.,
2000; Scudeller, 1997; Castro, 1987). A vegetacdo adjacente a tais fontes de poluigcdo é
impactada, apresentando modificacdes anatdomicas e fisiologicas (Andrade, 2015; Silva,
2015).

A utilizacdo de espécies vegetais bioindicadoras € uma alternativa relativamente simples
e que tem se mostrado bastante eficaz na avaliacdo da qualidade de varidveis
ambientais, apresentando vantagens como a auséncia de aparelhagem sofisticada e
eficiéncia na anélise de dreas amplas a baixo custo (Carneiro, 2004). Alguns estudos ja
evidenciaram a sensibilidade de plantas da Mata Atlantica as precipitagdes acidas. Tais
espécies podem apresentar sintomas visuais, anatdmicos e micromorfoldgicos que
incluem necrose foliar, acimulo de compostos fendlicos e graos de amido nas células
parenquimdticas, deformacdo nos estOmatos, ruptura das cristas estomaticas,
senescéncia dos primoérdios foliares, descamacdo das ceras epicuticulares, alteracdo no
formato das células epidérmicas, ruptura da epiderme e das células do mesofilo,
hipertrofia nas células do mesofilo e formac¢do de tecido de cicatrizacdo (Andrade e
Silva, 2017; Sant'Anna-Santos et al., 2006a; 2006b; Silva et al., 2005a; 2005b). Além
destes, essas espécies podem apresentar alteragcdes fisioldgicas como abscisao foliar,
aumento na temperatura foliar, alteragdes nos teores de pigmentos, modificacdes nos
parametros de trocas gasosas, diminui¢cdo da permeabilidade de membranas, alteragdes
na fluorescéncia da clorofila A e mudancas na atividade das enzimas do sistema
antioxidativo (Silva et al., 2005; Kuki et al., 2008; Dias et al, 2010; Liang e Wang,
2013; Hu et al., 2014; Ren et al., 2017).

A andlise de alteracdes anatomicas foliares em plantas expostas a poluentes representa
uma importante ferramenta na detec¢do de impactos, uma vez que antecedem as
alteracoes visuais e morfoldgicas. E ainda, trabalhos que investigam os efeitos da chuva
acida em estruturas secretoras foliares, em especial as estruturas externas como 0s
nectdrios foliares sdo escassos. Nectdrios sdo estruturas secretoras de néctar que €
predominantemente constituido por agucares (sacarose, glicose e frutose), embora
carboidratos, mucilagem, fons minerais, aminodcidos, proteinas, vitaminas, lipidios,

acidos organicos e enzimas possam estar presentes de forma minoritaria (Roy et al.,
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2017). Quanto a anatomia, os nectdrios sdo formados por uma epiderme com ou sem
tricomas, com um parénquima especializado subepidérmico. Esse tecido é composto por
células pequenas e com paredes delgadas, e pode ou ndo ser vascularizado (Fahn, 1979).
A fungdo reportada aos nectarios foliares € a defesa contra herbivoros por meio de uma
associacdo mutualistica com formigas e outros insetos que ao se alimentar do néctar
fornecem protecdo a planta (Heil, 2008). Tal relacdo € utilizada como modelo nos
estudos de evolugdo das relacdes mutualisticas planta-inseto (Trager et al., 2010).
Portanto, impactos causados pela chuva dcida na estrutura dos nectarios extraflorais
bem como em sua secrecdo podem causar desequilibrio nas relagdes ecoldgicas entre
planta e inseto, assunto ainda pouco explorado na ciéncia.

Cedrela fissilis Vell., popularmente conhecida como “cedro”, “cedro-rosa” ou “acaiacd”
€ uma planta de porte arbdreo, pertencente a familia Meliaceae. Suas folhas sdo
compostas e possuem de 10 a 17 foliolos oblongos e opostos. A folha de C. fissilis
apresenta nectarios na face abaxial dos foliolos, na superficie da radquis e no peciolo
(Paiva et al., 2007). Essa espécie é nativa da Mata Atlintica e possui ampla
distribuicao, estando presente em todas as regides do Brasil (Flora do Brasil 2020),
incluindo o PERD (Goncalves e Lombardi, 2004). Devido a sua alta importancia
econOmica, essa espécie vem sendo fortemente explorada pela inddstria madeireira. A
madeira de Cedrela fissilis possui alto valor comercial devido ao seu uso nobre em
marcenaria, carpintaria, fabricacdo de instrumentos musicais, decoragdo de interiores,
dentre outros (Rizzini, 1978). A exploracdo madeireira tem levado ao declinio de muitas
populacdes, sendo essa espécie assim classificada como ameacada de extingdo
(Martinelli e Moraes, 2013).

Deste modo, a hipotese a ser testada no presente trabalho € a de que Cedrela fissilis €
uma espécie sensivel a chuva 4cida simulada. Para testar a hipétese, foram avaliadas
alteracdes visuais, microscopicas e fisiologicas nas folhas, bem como alteragdes nos
nectdrios foliares. Tais dados podem ser de grande importancia na selecdo de espécies
bioindicadoras de polui¢do atmosférica, bem como no estabelecimento de pardmetros

preditivos para a detec¢do de perturbagdes nas relacdes ecoldgicas das plantas.
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2 - OBJETIVOS
Investigar as alteragdes morfoanatomicas e fisioldgicas de C. fissilis em resposta a

chuva dcida simulada.

2.1 — Objetivos especificos

e Avaliar as respostas morfoanatdmicas, micromorfolégicas e histoquimicas das
folhas de C. fissilis expostas a chuva 4cida simulada.

e (aracterizar morfoanatdmica, micromorfoldgica e histoquimicamente os nectarios
extraflorais de C. fissilis expostos a chuva dcida simulada.

e Avaliar as respostas quanto as trocas gasosas, o teor de pigmentos e a atividade das

enzimas do sistema antioxidativo de C. fissilis a chuva 4cida simulada.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Obtencao e cultivo das plantas

Mudas de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae), com aproximadamente 4 meses de idade
foram obtidas no Instituto Estadual de Florestas (IEF) localizado no municipio de
Vicosa, Minas Gerais e transferidas para a casa de vegetacdo localizada na Universidade
Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20° 45' 37" S 42° 52' 04" O). As mudas foram
mantidas em vasos plasticos de 3,5 1 preenchidos com substrato MogiFertil®. Foram
adicionados 100 ml de soluc¢do nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) a cada
7 dias, sendo as plantas mantidas em casa de vegetacdo por aproximadamente 30 dias

para aclimatacgdo.

3.2 — Aplicacao da chuva acida simulada
A aplicacdo da chuva 4cida foi realizada durante 19 dias consecutivos por volta das

10 da manha, em 6 plantas. No décimo dia, ainda ndo foram observados sintomas
visuais ou alteracOes em trocas gasosas, 0 que ocasionou o prolongamento do
experimento por mais 9 dias. Antes e depois de cada aplicacdo, as plantas foram
retiradas da casa de vegetacdo e foram expostas ao sol por aproximadamente 15 minutos
para aclimatacdo. As plantas foram expostas a um spray contendo solucdo de acido
sulfurico 1N adicionada a dgua destilada até que se obteve solugdo com pH 3.0. Este
valor representa 0 minimo registrado nas precipitacdes no Vale do Aco, regido onde esta
localizado o Parque Estadual do Rio Doce (Castro et al, 1987). Foram aplicados 50 ml
de solugcdo na superficie foliar de cada planta utilizando-se um borrifador plastico
manual. O controle foi realizado em 6 plantas que foram pulverizadas utilizando-se

apenas dgua destilada.

3.3 — Caracterizacao visual
Diariamente, antes da aplicacio dos tratamentos, as plantas foram fotografadas com

o auxilio de uma camera digital (Cyber-Shot DSC-W310, Sony Corporation, Japao)
para a documentagdo dos sintomas visuais causados pela chuva 4cida em C. fissilis.

As folhas foram classificadas de acordo com os danos visuais utilizando-se escala
descrita por Silva et al. (2000) e modificada por Louback et al. (2016): sem danos (0%
de dano), pouco danificada (menos de 30%), moderadamente danificada (30 a 50%),
muito danificada (50 a 70%) e extremamente danificada (mais de 70% de dano foliar).

3.4 — Caracterizaciao anatomica e micromorfolégica
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Para andlises anatomicas, ao final do periodo de aplicacdo, foliolos com sintomas
visuais foram coletados de folhas completamente expandidas do terceiro né partindo do
dpice. As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sédio 0,1
M, (adaptado de Karnovsky, 1965) seguido de desidratacdo em série etilica.
Posteriormente, as amostras foram incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha) e seccionadas em micrétomo rotativo de avanco
automdtico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA) com
utiliza¢do de navalhas de vidro. Apds a microtomia, as sec¢des foram coradas com azul
de toluidina (O’brien € Mccully, 1981) e as laminas, montadas em permount (Permount,
Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). As observacdes e o registro das imagens foram
feitos em fotomicroscopio (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japao)
equipado com o sistema de captura de imagens (modelo Axio Vision Release 4.8.1, Carl
Zeiss Vision GmbH, Alemanha).

Para a andlise micromorfoldgica, foliolos com sintomas visuais do terceiro nd a partir
do apice foram coletados ao final do experimento, fixados em glutaraldeido (2,5%) em
tampao fosfato de sédio 0,1M (adaptado de Karnovsky, 1965), desidratados em série
etilica e secos ao ponto critico com CO2 (modelo CPD 030; Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). As amostras foram fixadas em "stubs" e metalizadas com ouro (modelo
Quorum Q150RS). Apds a metalizagdo, a documentacdo foi realizada utilizando-se
Microscépio Eletronico de Varredura acoplado com sistema de captura de imagens
(modelo 1430 VP; LEO, Cambridge, England) localizado no Nicleo de Microscopia e
Microandlise (NMM) da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

3.5 — Caracterizacao histoquimica da lamina foliar

Foliolos com e sem sintomas visuais foram coletados em folhas localizadas a partir
do terceiro n6 a partir do apice e fixados em formalina neutra tamponada (FNT) (Clark,
1981), seguido de desidratacio em série etilica. Posteriormente, as amostras foram
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha) e
seccionadas em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, EUA) com utilizacdo de navalhas de vidro. Os cortes
obtidos foram submetidos aos seguintes testes histoquimicos: Reacdo com dcido
periddico - Reagente de Schiff (PAS) para a detec¢do de carboidratos totais (O’brien e

Mccully, 1981); Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940) para a detec¢do de pectinas;
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Xilidine Ponceaeu (XP) (Vidal, 1970) para deteccdo de proteinas e Cloreto férrico
(Johansen, 1940) para a deteccdo de compostos fendlicos ndo estruturais.

As observacdes e o registro das imagens foram feitos em fotomicroscépio (modelo
AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japao) equipado com o sistema de captura de
imagens (modelo Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha)

localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

3.6 — Caracterizacao anatémica, micromorfologica e histoquimica dos nectarios
extraflorais

Foliolos localizados em folhas do terceiro né a partir do dpice foram coletados, fixados
em formalina neutra tamponada (FNT) (Clark, 1981), seguido de desidratagdo em série
etilica. Posteriormente, as amostras foram incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha) e seccionadas em micrétomo rotativo de avango
automdtico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA) com
utilizacdo de navalhas de vidro. Foram obtidos cortes transversais da nervura principal e
das nervuras de segunda ordem dos foliolos, regides onde sdo encontrados os nectdrios
(Paiva et al., 2007). Apds a microtomia, as seccdes foram coradas com azul de toluidina
(O’brien e Mccully, 1981) e as 1aminas, montadas em permount para andlise anatdmica
(Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). As observacdes e o registro das
imagens foram feitos em fotomicroscopio (modelo AX70TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japao) equipado com o sistema de captura de imagens (modelo Axio Vision
Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha).

Para a andlise micromorfoldgica, foliolos foram coletados de folhas completamente
expandidas do terceiro né partindo do dpice, fixados em formalina neutra tamponada
(FNT) (Clark, 1981) e desidratados em série etilica e secos ao ponto critico com CO>
(modelo CPD 030; Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). As amostras foram fixadas em
"stubs" e metalizadas com ouro (modelo Quorum QIS50RS). Apds a metalizagdo, a
documentacdo foi realizada utilizando-se Microscopio Eletronico de Varredura
acoplado com sistema de captura de imagens (modelo 1430 VP; LEO, Cambridge,
England).

Para andlise histoquimica, os cortes foram submetidos aos seguintes testes: Reacdo com
acido periddico - Reagente de Schiff (PAS) para a detec¢do de carboidratos totais
(O’brien e Mccully, 1981); Cloreto férrico (Johansen, 1940) para a deteccao de

compostos fendlicos ndo estruturais e Lugol (Johansen, 1940) para detec¢do de amido.
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As laminas foram montadas em &4gua glicerinada e as observagdes e o registro das
imagens foram feitos em fotomicroscopio (modelo AX70TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japao) equipado com o sistema de captura de imagens (modelo Axio Vision

Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha).

3.7 — Avaliacao de trocas gasosas

A avaliacdo das trocas gasosas foi iniciada por volta das 7 horas da manha, 24 horas
ap6és a ultima aplicacdo da solugdo 4cida. A andlise foi realizada em folhas
completamente expandidas do 3° né a partir do dpice, de todos os individuos do
controle e do tratamento com chuva 4cida.

Os parametros de trocas gasosas: taxa de fotossintese liquida (A), condutancia
estomadtica (gS), concentracdo interna de CO; (Ci), respiragdo (Rd) e transpiracao (E)
foram obtidos com o uso de um analisador portatil de gis a infravermelho IRGA
(LCpro-SD ADC BioScientific Ltd., Hertfordshire, UK). A taxa de eficiéncia no uso da
dgua (EUA) foi definida utilizando-se os valores obtidos através de A/gS, e para

Eficiéncia da carboxilagao da Rubisco, utilizou-se A/Ci.

3.8 — Teores de clorofila a, b e carotenoides

Os teores de clorofila a, b e carotenoides foram quantificados utilizando-se o
extrator dimetilsulféxido (DMSO) (Wellburn, 1994). Trés discos foliares foram obtidos
de folhas coletadas a partir do 3° no, contendo Smm de didmetro. Os discos foram
imersos em 4ml de DMSO saturado com carbonato de cdlcio. Os valores de absorbancia
do extrato foram obtidos apds 24 horas utilizando-se espectrofotometro (modelo
Genesys 2 PC, Thermo Spectronic, Rochester, USA). Os valores estipulados para
absorbancia de clorofila a, b e carotenoides foram de, respectivamente, 663,2, 646,8 e

470 nm.

3.9 — Avaliacao da atividade das enzimas do sistema antioxidativo

Foram mensuradas as atividades das seguintes enzimas do sistema antioxidativo de C.
fissilis: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX).

Amostras de 0,3 g de massa fresca de folhas foram homogeneizadas em nitrogénio
liquido, seguido da adi¢do de 2,0 mL. de meio de homogeneizagdo constituido de HCI

0,1M contendo EDTA 1 mM (Anderson, 1985). Depois de filtrado através de quatro
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camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg por 15 min a 4 °C e o
sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica, conforme Peixoto et al. (1999).

A atividade da SOD (E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela adi¢do de 50 pL do extrato
enzimatico bruto a 5 mL de meio de reagdo constituido de tampao fosfato de sédio 50
mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 uM,
EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM. A reacdo foi conduzida a 25 °C, numa camara de
reacdo sob iluminag¢do de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de
uma caixa coberta com papel aluminio. Apds 5 min de exposi¢ao a luz, a iluminagao foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredu¢do do NBT, foi medida pela
absorvancia a 560 nm. A absorvancia a 560 nm de um meio de reagdo exatamente igual
ao anterior, mas mantido no escuro por igual tempo, serviu de branco e foi subtraida da
leitura da amostra que recebeu iluminacdo (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessdria para inibir em 50 % a
fotorredu¢do do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

A atividade da CAT (E.C. 1.11.1.6) foi determinada pela adi¢do de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e H2O> 12,5 mM (Havir e McHale, 1987). O decréscimo na
absorvancia, no primeiro minuto de reacdo, foi medido a 240 nm a 25 °C. A atividade
enzimdtica foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36 mol L' cm’!
(Anderson et al., 1995) e expresso em pmoles de H>O> min "' mg™! proteina.

A atividade da POX (E.C. 1.11.1.7) foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 4,9 mL de meio de reagdo constituido de tampao fosfato de potédssio
25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e perdxido de hidrogénio 20 mM (Kar e Mishra,
1976). A produgdo de purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvancia
durante o primeiro minuto de reacdo a 420 nm, a 25 °C. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingio molar de 2,47 mM L! cm™ (Chance e

Maehley, 1955) e expressa em umoles de H2O> min ! mg™! proteina.

O teor de proteinas foi quantificado através do método de Bradford (1976). Para o
preparo do reagente de Bradford, 50mg de Azul de Comassie foi dissolvido em 50ml de
etanol e em seguida foram adicionados 100ml de 4cido fosférico (H3PO4) a 85%. Essa
solugdo foi adicionada a 850ml de dgua, até se obter a dissolucdo completa do corante.
O reagente foi estocado em frasco ambar. Para preparo da solu¢do padrio 1 de BSA

(Img BSA/ml) foram pesados 10 mg de BSA, que forma diluidos em 10 ml de dgua
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deionizada. A solucdo padrdo 2 foi preparada utilizando-se uma aliquota de 1ml da
solucdo 1, que foi diluida em 10ml de dgua deionizada. A construcdo da curva padrio
para proteinas totais foi realizada utilizando-se 6 diferentes aliquotas de BSA (0, 2, 4, 6,
3 e 10 pg), diluidas em concentragdes proporcionais de solu¢do padrdo 2 de BSA (0, 20,
40, 60, 80 e 100 ul). O volume de cada solugdo foi completado até Iml com dgua
deionizada, ao qual foram adicionados 1ml do Reagente de Bradford e foi feita a leitura
a 595 nm. Para a determinacdo do teor de proteinas das amostras foram utilizados 100
pl o extrato enzimdtico bruto, ao qual foi adicionado 1ml do Reagente de Bradford e a
leitura foi feita a 595 nm. Os valores obtidos foram aplicados a curva padrdo construida

a partir das leituras realizadas com BSA.

3.10 — Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para os
dados com distribui¢do normal, foi realizado Teste T de Student (p < 0.05). Para dados
com distribuicdo ndo normal, foi realizado Teste de Mann-Whitney (p < 0.05). As
andlises foram realizadas utilizando-se o software estatistico Prism 7 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, USA).
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4 — RESULTADOS

4.1 — Caracterizacao visual das folhas

As folhas de C. fissilis expostas a chuva dcida simulada ndo apresentaram injudrias
visuais acentuadas apds a exposi¢do (Fig.1 A-B). Quando analisadas em nivel de
foliolo, algumas folhas apresentaram pequenos pontos necréticos espalhados por
diferentes regides das folhas (Fig.1 C-F). Entretanto, as folhas analisadas foram

classificadas como pouco danificadas (menos de 30% de dano).

4.2 — Caracteriza¢do anatomica e micromorfolégica da lamina foliar

A folha de C. fissilis é dorsiventral, hipoestomdtica e apresenta epiderme
unisseriada. O mesofilo é formado por uma camada de parénquima pali¢ddico e de 3 a 4
camadas de parénquima lacunoso, com drusas e monocristais.

Nas regides de ocorréncia visual dos pontos necrdticos, anatomicamente, foram
verificados mesofilo compacto, com poucos espacos intercelulares e retracdo do
protoplasto nas células epidérmicas. Com a progressdao espacial da necrose, ocorreu
rompimento das células da epiderme, hipertrofia de algumas células do parénquima
lacunoso e posteriormente, das células do parénquima pali¢ddico e lacunoso, formaram
grandes espacos, devido ao colapso de suas células. Ocorreu colapso do floema, que
alterou a morfologia dos feixes vasculares (Fig. 2B-F).

Em microscopia eletronica de varredura das amostras com sintomas visuais das
plantas expostas a chuva dcida, quando comparadas as amostras do controle (Fig 3A, C,
E e G), foram observadas células da epiderme da face adaxial com aspecto flacido (Fig.
3B); descamacgdo das ceras epicuticulares (Fig. 3F e H) e rompimento das células
epidérmicas, ocorrendo liberacdo de cristais e exposicao do parénquima lacunoso (Fig.
3D).

As alteracOes observadas em microscopia de luz e eletronica de varredura nas folhas das

plantas expostas a chuva 4cida ndo foram observadas nas plantas do controle.

4.3 — Caracterizacao histoquimica da lamina foliar

As amostras da 1amina foliar de C. fissilis expostas a chuva 4cida e as do tratamento
controle apresentaram reacdo positiva para compostos fendlicos nas células
parenquimaticas e na epiderme das duas faces da folha (Fig. 4C e D). No entanto, as

células da epiderme da face adaxial do tratamento com chuva 4cida apresentaram maior
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intensidade de coloracdo (Fig. 4D). O mesmo ocorreu no teste para detec¢do de
carboidratos totais (PAS), em que as células da epiderme da face adaxial das folhas do
tratamento com chuva 4cida apresentaram coloragao mais intensa quando comparadas
as folhas do controle (Fig. 4l e J).

Nao houve diferencas entre os tratamentos nos testes para deteccdo de proteinas
(XP) e pectinas (Vermelho de Ruténio), onde, em ambos, observa-se reacdo positiva nos

cloroplastos e nas paredes celulares, respectivamente (Fig. 4E, F, G e H).

4.4 — Caracterizacdo anatomica, micromorfolégica e histoquimica dos nectarios
extraflorais

Os nectérios extraflorais de Cedrela fissilis possuem dois morfotipos: achatados e
elevados, com aproximadamente 180 um (Paiva et al., 2007). Sdo estruturas isoladas do
tecido vascular e o tecido secretor apresenta células pequenas e alongadas com
citoplasma denso. A epiderme secretora € unisseriada com células compactadas e
cuticula fina, com auséncia de estomatos ou tricomas.

Nos nectarios das plantas expostas a chuva &cida, quando comparados aos do
controle (Fig.6A — B) foram observados rompimento das células da epiderme secretora
e retracdo de protoplasto nas células do parénquima nectarifero (Fig. 6C). Foram
observadas também células da epiderme e do parénquima com aspecto flacido, além do
acumulo de compostos fendlicos (Fig. 6D). Em estagios mais avangados de dano, é
possivel observar rompimento de células do parénquima nectarifero, formando uma
estrutura desorganizada de células mortas e colapsadas (Fig. 6E).

Em andlises histoquimicas, tanto no controle quanto no tratamento, observou-se
reacdo positiva para carboidratos (Fig. 6F) e compostos fendlicos (Fig. 6H) e negativa
para amido (Fig. 6G).

Em microscopia eletronica de varredura dos nectdrios expostos a chuva dcida,

observou-se o aspecto flacido das células da epiderme secretora (Fig. SD).

4. 5 — Avaliacio de trocas gasosas

As plantas expostas a chuva d4cida simulada apresentaram maior taxa de
transpiracdo foliar (E) do que as plantas do controle (Fig 7E), menor eficiéncia no uso
da agua (EUA) (Fig. 7F) e menor eficiéncia na carboxilagdo da Rubisco (Fig. 7G). Os

demais parametros de trocas gasosas analisados, como fotossintese liquida (A),
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respiracdo (Rd), condutancia estomatica (gS) e concentracdo interna de CO2 (Ci) ndo

foram alterados com o tratamento de chuva acida.

4.6 — Teores de clorofila a, b e carotenoides

As médias do teor de clorofila b encontrados apresentaram valores menores nas
plantas do tratamento (Fig. 7). J4 a média de carotenoides foi maior nas plantas expostas
a chuva dcida (Fig. 7). As médias dos teores de clorofila a e clorofilas totais ndo

apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os dois tratamentos.

4.7 — Avaliacao da atividade das enzimas do sistema antioxidativo

As médias obtidas para a atividade da super6xido dismutase (SOD) e da peroxidase
(POX) nas plantas do tratamento com chuva 4cida foram maiores que nas plantas do
tratamento controle; enquanto para a catalase (CAT), as plantas do controle
apresentaram maior atividade enzimatica (Fig. 8). No entanto, apenas os valores obtidos
para superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram diferenca

estatisticamente significativa.
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5 _DISCUSSAO

A chuva 4cida simulada, mesmo em um curto periodo de aplicacdo, foi capaz de
induzir alteracdes morfoanatomicas e fisioldgicas nas folhas e nectarios extraflorais de
Cedrela fissilis.

A sintomatologia visual observada, que consiste em pontos necréticos distribuidos
pela lamina foliar, j4 foi relatada em trabalhos realizados com chuva 4cida simulada
(Silva et al., 2005a, b; Sant’Anna Santos et al, 2006; Andrade e Silva, 2016). Nesses
trabalhos, espécies nativas de porte arbéreo apresentaram também baixo grau de injuiria
foliar (< 5%) em periodos exposi¢ao de 10 até 40 dias a solucdo 4cida (pH 3.0). Isso
indica que essas plantas apresentam diferentes estratégias de defesa, a estrutura
morfoanatdmica e mecanismos fisiolégicos.

Os pontos necroticos encontrados visualmente nas folhas foram caracterizados
microscopicamente por alteracdo no formato das células da epiderme em ambas as faces
da folha, ruptura das células da epiderme e exposicdo do mesofilo ao 4cido. Esta
exposicao provocou o colapso do mesofilo, reduzindo sua espessura. Sant’Anna Santos
et al. (2006) relatou o aspecto plasmolisado das células da epiderme e o rompimento das
células do mesofilo em Gallesia integrifolia apds 10 dias de exposi¢do a chuva édcida
simulada (pH 3.0).

O rompimento das células do floema nas regides necréticas pode ter ocasionado o
acimulo de fotoassimilados nessas regides na forma de grdos de amido, como
observado em andlises histoquimicas pelo reagente de Schiff. Sant’Anna Santos et al.
(2006) relataram, também, a presenca de graos de amido no tecido adjacente a necrose
em Spondias dulcis exposta ao mesmo tratamento. O actimulo de carboidratos por
plantas € comum em situacdes de estresse hidrico, uma vez que os mesmos possuem
papel importante no ajuste osmotico das células (Sourour et al., 2017). Além disso,
Hwang et al. (2015) atribuiram o acumulo de agicares como defesa do sistema
antioxidativo, uma vez que os mesmos podem atuar como reguladores nas reagdes
enzimadticas do sistema.

A hipertrofia observada nas células do parénquima lacunoso neste trabalho, ja foi
relatada por Andrade e Silva (2016) em experimento realizado com chuva 4cida
simulada (pH 3.0) durantes 10 dias em folhas totalmente expandidas de Libidibia ferrea

var. leiostachya.
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Foi possivel observar descamacgdo da cera epicuticular na epiderme abaxial das folhas
expostas a chuva acida simulada em microscopia eletronica de varredura. Presume-se
que, a descamagdo dessa camada facilita o contato da solugdo com as células
epidérmicas, promovendo ruptura das mesmas e exposi¢ao das células parenquimaticas,
que, por sua vez, também sdo colapsadas. Como demonstrado por Percy e Baker (1987),
a chuva 4cida simulada possui impacto na abundancia, morfologia, composi¢do e
espessura das ceras epicuticulares de diferentes espécies. Esse padrdo de necroses ja foi
relatado em plantas nativas expostas a chuva dcida simulada e também a chuva com
fldor (Evans e Curry, 1979; Silva et al.,, 2005a, b; Sant’Anna Santos et al. 2007;
Andrade e Silva, 2016).

Além da descamacdo da cera epicuticular na face abaxial, € possivel observar
também em microscopia eletronica de varredura o aspecto flacido das células
epidérmicas na face adaxial. Este dado corrobora a mudanca no formato das células da
epiderme adaxial observada em microscopia de luz. Em estudos realizados por
Rodrigues et al. (2018) com chuva simulada contendo fluoreto de potassio durante 19
dias, Sapindus saponaria apresentou alteracdes similares na epiderme. O mesmo foi
observado por Louback et al. (2016) em Spondias dulcis sob estresse por fldor, em
condi¢bes de campo. Andrade e Silva (2016) também relataram a perda de turgor das
células epidérmicas em Paubrasilia echinata e Libidibia férrea var. leiostachya
expostas a chuva 4cida durante 10 dias. Portanto, a perda de turgor das células
epidérmicas pode estar associada a deposicdo de diferentes tipos de poluentes na parede
periclinal externa das mesmas.

As folhas de C. fissilis possuem cera epicuticular do tipo lisa, sem ornamentagdes, o
que pode estar relacionado com o baixo numero de pontos necréticos encontrados. A
"molhabilidade" da folha € definida pela afinidade da interface das folhas com fases
sOlidas, gasosas ou liquidas (Aliofkhazraei, 2015). Essa varidvel pode influenciar na
deposicdo de poluentes como material particulado, ozonio e chuva dcida (Percy et al.,
1992; Wang et al., 2013). Barthlott et al. (1998) afirmaram que a molhabilidade das
folhas varia de acordo com a ultraestrutura das ceras epicuticulares. Em experimento
realizado por Andrade e Silva (2016), apesar da maior molhabilidade, plantas com ceras
epicuticulares “lisas”, sem ornamentacdes, apresentaram danos foliares menores quando
comparadas a plantas com ceras epicuticulares ornamentadas, com menor
molhabilidade, quando expostas a chuva 4cida simulada. Isso se deve, principalmente, a

formacdo de grandes gotas de chuva que escorrem facilmente pela folha.
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O teste com Cloreto Férrico realizados nas folhas de C. fissilis indicou a presenca
de compostos fendlicos na epiderme do controle e do tratamento. No entanto, a reacdo
na epiderme da face adaxial das folhas do tratamento com chuva acida foi mais intensa.
Até o momento, ndo existem relatos na literatura da presenga de fendlicos na epiderme
de C. fissilis. Os compostos fendlicos sdo um grupo de metabdlitos secundérios
produzidos pelas plantas e possuem alta atividade antioxidante (Balasundram et al.,
2006; Kulbat, 2016). Chalker-Scott e Fuchigami (2018) afirmam que o teor destes
compostos nas plantas pode ser modulado por diferentes tipos de perturbagdes, sendo
considerado uma resposta generalizada ao estresse. Dessa forma, além de possuirem
naturalmente esses compostos na epiderme abaxial, é provdavel que sua producio
também nas células da epiderme adaxial seja uma estratégia de defesa contra o estresse
oxidativo.

A Reacdo ao 4cido periddico - Reagente de Schiff (PAS) para a deteccio de
carboidratos, neste estudo, apresentou maior intensidade nas células do mesofilo das
plantas tratadas com chuva 4cida, havendo actimulo de estruturas semelhantes a graos
de amido. Além disso, para o mesmo teste, obteve-se reacdo positiva na epiderme
adaxial das plantas tratadas com chuva 4cida, o que nao ocorreu nas plantas do controle.
Sob estresse, os actcares funcionam como reguladores osméticos e atuam na
manuten¢do da integridade de membranas (Sami et al., 2016). Trabalhos como o de
Hwang et al. (2015) e Boriboonkaset et al. (2012) demonstram que altas concentracdes
de acucares podem induzir a transcri¢do de enzimas do sistema antioxidativo, como a
superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) frente a diferentes tipos de estresse.
Assim, pode-se associar o acimulo de carboidratos na epiderme adaxial das plantas do
tratamento como uma estratégia de redugdo do estresse oxidativo provocado pela chuva
acida simulada.

As alteracdes observadas na estrutura das células que compdem os nectdrios extraflorais
em microscopia de luz e eletronica de varredura foram parecidas com o que se observou
na lamina foliar. Houve perda da turgidez nas células da epiderme secretora, hipertrofia,
retracdo de protoplasto e rompimento de células do parénquima nectarifero. Em estagios
mais avancados de dano, € possivel observar um arranjo extremamente desorganizado
de células mortas, com colapso de toda a estrutura. Os nectarios de C. fissilis possuem
uma epiderme secretora constituida por células em um arranjo compacto € com uma
cuticula fina, uma vez que sua secrecdo se da através do rompimento dessa camada

(Paiva et al., 2007). Dessa forma, o nectdrio pode ser uma estrutura ainda mais sensivel
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a chuva 4cida simulada em relagdo ao restante da lamina foliar, uma vez que o acesso
desse poluente as células constituintes € facilitado devido a espessura da cuticula e ao
rompimento natural da mesma.

Os nectdrios extraflorais de C. fissilis estdo localizados na epiderme da face abaxial dos
foliolos, raquis e peciolo. Nos foliolos, 0s mesmos ocorrem apenas na nervura mediana
e em nervuras de segunda ordem (Paiva et al., 2007). O fato dessas estruturas manterem
contato direto com o meio externo e possuirem estrutura proeminente pode as tornar
extremamente sensiveis a poluentes como a chuva 4cida.

A reagdo positiva para carboidratos nos nectérios extraflorais de C. fissilis ja foi relatada
por Paiva et al. (2010) utilizando reativo de Fehling para deteccdo desses compostos. Os
mesmos afirmaram que o parénquima nectarifero ndo possui substincia de reserva, o
que também foi observado nesse trabalho através da reacdo com Lugol. Entretanto,
estruturas similares a granulos foram observadas em nectédrios com alto grau de dano. A
formacdo de grdos de amido pode ter sido resultado de alteracdes nas células da
epiderme, o que minimiza ou inativa a sua capacidade secretora, fazendo com que as
células do parénquima nectarifero armazenem os agucares em forma de amido.

Assim como a lamina foliar, as células que constituem o nectdrio extrafloral
apresentaram reacdo positiva para compostos fendlicos. De acordo com Roy et al.
(2017) aproximadamente 10% do néctar € composto por outros metabdlitos como
aminodcidos, vitaminas, alcaloides e compostos fendlicos. A composi¢do e quantidade
do néctar possui alta influéncia na especificidade nas relacdes planta-animal. Paiva et al.
(2007) relatou a observacdao de formigas Camponotus rufipes nas folhas de C. fissilis.
Além disso, Roy et al. (2017) afirmaram que a presenta de metabdlitos secunddrios no
néctar pode estar relacionada a prevenc¢do contra agentes exploradores do néctar.

As plantas do tratamento apresentaram uma redugdo de aproximadamente 17% nas
taxas fotossintéticas em relacdo ao controle, o que & esperado devido ao estresse
causado no aparato fotossintético dessas plantas. Entretanto, C. fissilis, provavelmente,
apresenta estratégias de defesa que minimizam os efeitos danosos da chuva &cida
simulada, como produ¢do de compostos fendlicos, carotenoides e alta atividade das
enzimas do sistema antioxidativo. Sabe-se que a manutencdo das taxas fotossintéticas é
uma resposta a diferentes tipos de estresse. De acordo com Darral (1989), plantas
expostas a poluentes atmosféricos tendem a diminuir a sua taxa de fotossintese liquida.
No entanto, as plantas de C. fissilis expostas a chuva 4cida simulada ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa quando comparadas as plantas do controle. Em
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experimentos realizados por Qing et al. (2010), mudas de Castanopsis sclerophylla
foram capazes de recuperar suas taxas fotossintéticas ao longo do tratamento com chuva
acida (pH 2,5) durante 3 meses. Reich et al. (1986) relataram que ndo houveram
mudancas na taxa fotossintética e crescimento de Acer saccharum e Quercus rubra
expostas ao spray acido (pH 3) durante 10 semanas. A mesma resposta foi observada
por Kuki et al. (2008) em Schinus terebintifolius, aplicando-se solu¢do acida (pH 3,0)
durante 30 dias, o que pode indicar a presenca de estratégias de tolerdncia a esse tipo de
estresse. De acordo com a dinamica do estresse sugerida por Lichtenthaler (1996), na
"fase de resisténcia", fase que sucede o estresse, 0 mesmo € superado por meio de
respostas direcionadas (restitui¢cao), que podem ser mais intensas do que o distdrbio
inicial. Nao se conhece o ponto critico para inducdo da dindmica do estresse em C.
fissilis, sendo possivel que as plantas analisadas estejam em qualquer estidgio dessa
dinamica.

As plantas do tratamento com chuva 4dcida apresentaram cerca de 36% de aumento na
condutancia estomdtica, quando comparadas as plantas do controle. Como observado
em microscopia eletronica de varredura, parte das células da epiderme da folha se
tornaram flacidas. Isso pode ter ocorrido nas células-guarda dos estomatos, acarretando
na perda da capacidade de abertura e fechamento dos mesmos, causando alta
significativa nas taxas de transpiracdo (E) e baixa na eficiéncia no uso da agua. De
acordo com Buckley (2019), a perda de turgor das células da epiderme, incluindo as
células-guarda, promove maior grau de perda de dgua em plantas sob estresse hidrico.
Borer et al. (2005) observaram um retardamento do fechamento estomatico em mudas
de Picea rubens expostas a chuva é4cida simulada (pH 3,0) durante 12 semanas. Os
mesmos atribuiram este retardo a acidificagdo do apoplasto, o que prejudica a regulagcdo
do pH intracelular, havendo impacto direto no movimento das células-guarda.

A eficiéncia na carboxilacdo da Rubisco foi significativamente reduzida nas plantas
tratadas com a chuva dcida. Tal fato pode indicar alteracdes na estrutura dessa enzima
ou mesmo a falta de substrato energético para a sua reintegragdo ao Ciclo de Calvin.
Velikova et al. (1999), em uma tunica exposi¢do de plantas de feijoeiro a chuva é4cida
simulada (pH 1,8) observaram um decréscimo significativo na eficiéncia maxima de
carboxilagdo da Rubisco. Esses autores atribuiram este fato a inibicdo de algumas
reacOes do ciclo de Calvin que dependem da regeneracdo de RuBP ao ciclo. Yang et al.
(2010) observaram a mesma tendéncia em Cucumis sativus sob estresse por nitrato. Os

autores atribuiram a limitacdo da cadeia transportadora de elétrons ao estresse hidrico
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causado pelo nitrato nessas plantas, diminuindo a producio de NADPH e assim,
limitando a regeneracdo de RuBP no ciclo de Calvin. O mesmo pode ter ocorrido nesse
trabalho, uma vez que a eficiéncia no uso da dgua (EUA) foi comprometida no
tratamento.

O teor de clorofila B foi significativamente menor nas plantas do tratamento. Tais
dados sdo corroborados pelas baixas taxas fotossintéticas observadas para o tratamento
que, embora ndo estatisticamente significativa, apresentou uma reducdo de 15%. Devido
a sua estrutura instdvel, as moléculas de clorofila sdo facilmente degradadas (Streit,
2005). A Redugdo desses pigmentos pode estar associada a remogdo do Mg* das
moléculas de clorofila pelo H* proveniente da chuva acida (Foster, 1990) ou pelo
aumento da transpiragdo (Evans et al., 1997). A diminui¢do dos teores de clorofila A e
B j4 foi relatada em diversos trabalhos realizados com respostas de plantas a chuva
acida (Neves et al., 2009; Dias et al., 2010; Kovacik et al., 2010; Odyhi e Bamidele,
2014). Siqueira-Silva et al. (2016) observou uma diminui¢ao nos teores de clorofila A e
B em C. fissilis quando exposta ao estresse por poeira de cimento, classificando-a como
altamente sensitiva a esse tipo de estresse.

Nas plantas do tratamento com chuva écida, observou-se aumento significativo do
teor de carotenoides quando comparadas as plantas do tratamento controle. Os
carotenoides sdo pigmentos acessOrios presentes nas plantas e possuem importante
papel na prevengdo do estresse oxidativo (Havaux, 2013). De acordo com Barreiros et
al. (2006), o oxigénio singleto ('0,) é a forma mais deletéria do oxigénio aos
organismos vivos. O oxigénio singleto pode causar degradacdo de biomoléculas e agir
como sinalizador para morte celular (Ramel et al., 2011). Os compostos naturais que
mais reagem com essa forma sdo os carotenoides, devido as suas insaturacdes
conjugadas. Portanto, a maior expressdo desses compostos indica maior estresse
oxidativo nas plantas afetadas pela chuva dcida. Além disso, os carotenoides tém papel
importante na manuten¢do da integridade dos fotossistemas, uma vez que € capaz de
dissipar o excesso de energia captado na forma de calor (Hashimoto et al., 2016). Uma
vez afetadas pelo estresse causado pela chuva dcida, a intensidade luminosa pode ter se
tornado um agravante para as plantas ja estressadas. Dessa forma, a maior producdo de
compostos fendlicos pode estar relacionada com a protecdo do aparato fotossintético de
C. fissilis.

A atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT)

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as plantas do controle e do
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tratamento. A peroxidase (POX), embora ndo significativa, mostrou-se mais ativa nas
plantas tratadas com chuva 4cida. O aumento da atividade da SOD em resposta a chuva
dcida simulada j4 foi reportado em mudas de Sophora tomentosa por Kuki et al., 2008;
em Cucumis sativa por Yu et al. (2012) e em Betula pendula por Koricheva et al.
(1997). De acordo com Bowler et al. (1992), a SOD reage com radicais superdxidos
formando H,Os e 'O, e é, provavelmente, a principal enzima no mecanismo de defesa
contra estresse. A SOD esta presente em todos os compartimentos intracelulares onde o
estresse oxidativo pode ocorrer e a sua atividade € altamente regulada (Bowler, et al.,
1994). Portanto, a sua atividade estd altamente correlacionada com o estresse oxidativo
induzido pela chuva dcida simulada em C. fissilis.

Nas mudas de C. fissilis expostas a chuva 4cida, foi possivel observar um
decréscimo significativo na atividade da (CAT). A formacao de per6xido de hidrogénio
(H20») € bastante comum em situacdes de estresse em plantas, como salinidade, seca e
exposicao a poluentes atmosféricos (Foyer e Mullineaux, 2019). A catalase (CAT) atua
na decomposi¢do do H>02 em H>O e O,. Resposta similar foi encontrada por Liu e Liu
(2011) em Camellia philippinense. Em chuvas aplicadas com pH 3.0 e 2.0, a atividade
da CAT foi reduzida significativamente ao longo de 15 dias de aplicacdo. Cucumis
sativus expostas a chuva simulada com pH 2.0 também apresentaram menor atividade
da CAT (Yu et al. 2002). De acordo com Wyrwicka e Sklodowska (2006), o decréscimo
na atividade da CAT em resposta a estresses pode estar relacionado a sua compensacao
pela atividade da ascorbato peroxidase (APx), uma vez que as duas enzimas atuam sob
o mesmo substrato. Este fato pode ter ocorrido em C. fissilis, entretanto, a atividade da
APx nao foi mensurada neste trabalho.

Portanto, C. fissilis apresentou respostas morfoanatomicas e fisiologicas em
resposta a chuva dcida simulada. O resultado obtido indica que C. fissilis provavelmente
apresenta mecanismos de resisténcia eficientes como a intensa atividade do sistema
antioxidativo e defesas ndo enzimadticas, como a produgao de compostos fendlicos. No
entanto, os nectdrios extraflorais foram estruturalmente impactados pela aplicacdo da
chuva acida simulada, o que pode causar alteracOes nas relacOes ecoldgicas de C.

fissilis.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho sugerem que Cedrela fissilis apresenta diferentes alteracdes
morfoanatomicas e fisiolégicas em resposta a chuva dcida simulada. Os danos visuais
foram pequenos quando relacionados ao tamanho da folha, embora bastante severos em
andlise anatdmica e micromorfolégica. Além disso, foram detectados compostos
fendlicos na epiderme dessas plantas, o que pode constituir uma defesa nao enzimatica
da espécie ao estresse. Os nectdrios extraflorais apresentaram diferentes graus de
alteracdo, podendo chegar a variagdo severa na estrutura, o que pode causar impacto
direto na relacdo ecoldgica ja estabelecida com formigas. As andlises fisioldgicas
indicaram alteracOes significativas nas taxas de transpiracdo (E), efici€éncia no uso da
dgua (EUA) e Eficiéncia na carboxilagdo da Rubisco. Houve também alteracdao no teor
de clorofila B e carotenoides, além da atividade da superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) nas plantas expostas a chuva acida. Nao foram observadas alteracdes
nas taxas fotossintéticas e isso pode ser atribuido, principalmente, a atividade das
enzimas do sistema antioxidativo, alto teor de carotenoides e também de compostos
fendlicos. Desta forma, a espécie apresenta diferentes graus de dano nas diferentes

variaveis avaliadas.
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7 — ANEXOS
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Figura 1: Folhas de Cedrela fissilis expostas ao tratamento com chuva 4cida simulada
(pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0). A — folha antes da exposic¢ao;
B- folha ap6s o 19° dia de exposicao; C-F — necroses encontradas nos foliolos (setas).
Barras: Ae B —3cm; C-F— 1lcm.
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Figura 2: Folhas de Cedrela fissilis expostas ao tratamento com chuva 4cida simulada
(pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0) (Cortes transversais) A:
Controle; B - E: Progressao das necroses no tratamento com chuva acida. B - Células da
epiderme flacidas, com formato achatado (seta); C - Rompimento das células
epidérmicas e descamacdo da parede periclinal externa (seta); hipertrofia das células do
parénquima lacunoso; D - Alteracdo no padrao de divisdo das células do parénquima
palicédico (seta); hipertrofia celular (*); formacdo de espagos através do rompimento
das células parenquimaticas (A ); E — Floema colapsado, com alteracdo da morfologia
do feixe vascular pela progressdo da necrose (seta); F — Detalhe do feixe vascular com
células da bainha colapsadas (seta). Legenda: Ep - Epiderme; Pp - Parénquima
pali¢édico; Pl - Parénquima lacunoso; Es - Estomato; Fv - Feixe vascular. Barras: A —
E: 50um; F: 25 um.
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Figura 3: Folhas de Cedrela fissilis expostas ao tratamento com chuva acida simulada
(pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0) (Microscopia Eletronica de
Varredura). A — C: Epiderme da face adaxial da folha; D — F: Epiderme da face abaxial
da folha. A — Células epidérmicas com aspecto tirgido; B — Células epidérmicas com
aspecto flacido; C — Detalhe da epiderme da face adaxial integra; D — Epiderme da face
abaxial com descamacdo da cera epicuticular, exposi¢do do parénquima e liberacdo de
monocristais (seta); E — Epiderme da face abaxial com estdomatos; F — Detalhe da
epiderme da face abaxial com tricomas e descamacdo da cera epicuticular (*); G —
Estdmato com células subsididrias integras; H — Estdomato e células subsididrias com
cera epicuticular descamada. Legenda: T — tricoma; Mo — monocristal. Barras: A — 20
pum; B-20 pm; C— 10 um; D- 10 pm; E—20 pm; F—30 pm; G—5 um; H—-2 pm.
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Controle Chuva acida

Figura 4: Folhas de Cedrela fissilis expostas ao tratamento com chuva 4cida simulada
(pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0) (testes histoquimicos). A — B:
Branco; C — D: Cloreto Férrico; Seta — compostos fendlicos na epiderme da face
adaxial. E — F: Xilidine Ponceau (XP); G — H: Vermelho de Ruténio; I — J: PAS; Seta:
carboidratos acumulados na epiderme da face adaxial.
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Figura 5: Nectdrios de Cedrela fissilis expostos ao tratamento com chuva 4cida
simulada (pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0) A — B: em lupa; C —
D: em microscopia eletronica de varredura. Barras: A — B: 0,5 mm; C — D: 50 ym.
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Figura 6: Nectirios de Cedrela fissilis expostos ao tratamento com chuva 4cida
simulada (pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0) (Microscopia de luz e
histoquimica). A — B: Controle; C — H: Tratamento. A — Localizagdo dos nectdrios nos
foliolos de C. fissilis; B — nectario com estrutura integra; C — nectdrio com células da
epiderme secretora rompidas (*) e retracdo de células do parénquima nectarifero (seta);
D — Nectédrio com células da epiderme secretora flacidas e acimulo de compostos
fendlicos (seta); E — nectdrio com células constituintes rompidas e estrutura
desorganizada; F — Nectario com reacao positiva com PAS; acimulo de graos de amido
(seta); G — Nectario com reacdo negativa com o Lugol; H — nectdrio com reacdo
positiva com Cloreto Férrico. Barras: 50 um.
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Figura 7: Trocas gasosas em folhas de C. fissilis expostas ao tratamento com chuva
acida simulada (pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0). A -
Fotossintese (A); B — Respiracio (Rd); C — Condutancia estomadtica (gS); D —
Concentragdo interna de CO» (Ci); E — transpiracdo (E); F — Eficiéncia no uso da dgua
(A/gS); G — Eficiéncia na carboxilagdo da Rubisco. * - Medidas estatisticamente
significativas (p < 0,05).
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Figura 8: Anidlises do teor de pigmentos em folhas de C. fissilis expostas ao tratamento
com chuva 4cida simulada (pH 3,0) e tratamento controle (chuva simulada pH 6,0). A —
Clorofila A; B — Clorofila B; C — Clorofilas totais; D — Carotenoides. * - Medidas
estatisticamente significativas (p < 0,05).



40

@ SOD POX
*
300~ 80
2 -
o [ o 60
E 200 - E |
E £
o E 401
o T o
“ 100- 5
T o S e——
't — = 20
2 =
c 1 T c T T
Controle Tratamento Controle Tratamento
© CAT
*
400-
¥ _
m -y
E 300
£
£
< 2004
o
o~
L
] 100+ -1
£
=2
0 : —
Controle Tratamento

Figura 9: Andlise da atividade enzimdtica do sistema antioxidativo em folhas de C
fissilis expostas ao tratamento com chuva dcida simulada (pH 3,0) e tratamento controle
(chuva simulada pH 6,0). A — Super6xido dismutase (SOD); B — Peroxidase (POX); C —
Catalase (CAT). * - Medidas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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