LUZIMAR CAMPOS DA SILVA

AVALIACOES BIOQUIMICAS, FISIOLOGICAS E ANATOMICAS
DOS EFEITOS DE POLUENTES ATMOSFERICOS SOBRE
ESPECIES VEGETAIS DE RESTINGA.

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pds-graduagcdo em
Fisiologia Vegetal, para obtengdo do
titulo de Doctor scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL

2003



Ficha catalografica preparada pela Seciao de Catalogacao e
Classificacido da Biblioteca Central da UFV

T
Silva, Luzimar Campos da, 1971-
S586a Avaliag¢Ges bioquimicas, fisiologicas e anatomicas dos
2003 efeitos de poluentes atmosféricos sobre espécies vegetais
de restinga / Luzimar Campos da Silva. — Vicosa : UFV,
2003.
109p. : il.

Orientador: Marco Antonio Oliva Cano
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa

1. Plantas das restingas - Polui¢do. 2. Plantas das restin-
gas - Aspectos ambientais. 3. Ecofisiologia vegetal. 4.
Monitoramento biologico. I. Universidade Federal de
Vigosa. II. Titulo.

CDD 19.ed. 581.526325
CDD 20.ed. 581.526325




LUZIMAR CAMPOS DA SILVA

AVALIACOES BIOQUIMICAS, FISIOLOGICAS E ANATOMICAS
DOS EFEITOS DE POLUENTES ATMOSFERICOS SOBRE
ESPECIES VEGETAIS DE RESTINGA.

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pds-graduagao em
Fisiologia Vegetal, para obtencdo do
titulo de Doctor scientiae.

APROVADA: 12 de setembro de 2003.

Aristéa Alves Azevedo José Cambraia
(Conselheiro) (Conselheiro)
Rosane Maria Aguiar Euclydes Marco Aurélio Pedron e Silva

Marco Antonio Oliva Cano
(Orientador)



Dedico ao Alvaro, pela paciéncia, pelas
intimeras colaborages ao trabalho, pelo amor.

Aos filhos, Guilherme e Gustavo, motivos de
alegria nos dias dificeis ao longo do curso, pelos
imensos carinho e amor, pelos dias de mde ausente.

Aos meus pais, pelo incentivo e confianga.

A Zezé, pelo incentivo e carinho.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Biologia Vegetal,
pela oportunidade de realizagéo deste curso.

A Coordenacéo da Pés Graduagdo em Fisiologia Vegetal e aos professores
deste, que resultaram na minha formagao e neste trabalho.

A Coordenacgado de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessao da
bolsa de estudos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico

(CNPq) pelo financiamento do projeto de pesquisa.
A SAMARCO Mineradora pelo apoio técnico, financeiro e de infra-estrutura.

A Secretaria de Meio Ambiente do Espirito Santo, pela licenca concedida

para a realizagao da pesquisa no Parque Estadual Paulo César Vinha (PEPCV).

Ao professor Marco Anténio Oliva Cano, pela orientacao, pela confianca e
pela amizade prestados ao longo do curso.

A professora Aristéa Alves Azevedo, pela amizade e pelos valiosos
ensinamentos durante o curso.

Ao professor José Cambraia, pelas inumeras colaboragdes durante este
trabalho.

A professora Rosane Maria Aguiar pela colaboragdo nas avaliagbes ao
microscoépio eletronico de varredura e pela amizade.

Ao professor Joao Marcos Araujo, do Departamento de Biologia Geral da
UFV, pelas valiosas colaboragdes durante a execucéo das técnicas anatdmicas e
pela amizade.

Ao professor Marco Aurélio Pedron e Silva, pelas sugestdes na banca de
defesa.

Ao professor Clévis Andrade Neves, do Departamento de Biologia Geral da
UFV, pela colaboragao e sugestdes durante a realizagao do teste histoquimico.

Aos professores do Setor de Anatomia Vegetal da UFV, Renata Maria
Strozi Alves Meira, Wagner Campos Otoni e Marilia Contin Ventrela, pelas
colaboragdes, sobretudo nas trocas de aulas, que viabilizaram a conclusdo deste
trabalho.

A todos os demais professores envolvidos na minha formacgao.

il



A Kacilda pelas traducdes dos resumos da tese, pela colaboracdo durante
algumas analises e principalmente pela amizade e incentivo.

A Celice, pela colaboragédo durante as avaliagbes na casa de vegetacgao,
pelo estimulo e pela amizade.

Ao Francisco Lobo, pela ajuda na realizagdo das analises estatisticas.

Aos colegas de curso, Ludimila, Alan, Karla, Carmen, Leticia, Silvane, entre
outros, pelo agradavel convivio e pela amizade, que vai deixar saudades.

A Rosane Cruz Portugal, técnica do Laboratério de Anatomia Vegetal, pela
amizade, pelo apoio e pela cooperac¢ao durante todo o curso.

A Rogério Mauro Gomide e Jodo Bosco Soares de Freitas, funcionarios do
Setor de Ecofisiologia Vegetal da UFV, pela grande ajuda na realizagdo deste
trabalho, em especial ao Rogério pelas coletas dos dados de campo durante a

fase em que estava amamentando.

A José Anténio Bhering, técnico do Laboratério de Biofisica, pelas

colaboragdes durante as avaliagbes enzimaticas, e pela paciéncia.

Aos funcionarios do Laboratério de Meio Ambiente da Limnos — Ubu,
Pietra, Andréia, Anderson, José Luiz, Camila e Nelson, pelo agradavel convivio.

Ao Luiz Santana, funcionario da TRANSMAQUINAS, responsavel pelo
viveiro da SAMARCO, pela colaboragdo durante a execugédo dos trabalhos de
campo.

Ao Alvaro, pelas imensuraveis colaboragées prestadas ao longo de todo o
curso, que viabilizaram este trabalho.

A vovo Zezé, peca fundamental durante a realizagdo deste trabalho, pelo
zelo e carinho prestados ao Guilherme, que tinha apenas trés meses quando
iniciei o curso, e a Gustavo, nascido durante o periodo de experimentos de tese.

A minha familia, pela confianga e pelo incentivo muitas vezes necessario.

iv



iINDICE

Pagina
LISTA DE MAPAS, TABELAS, QUADROS E FIGURAS..........ccccoiiiiiieeeeiiiieeeee vi
RESUMO . ... ettt e e ettt e e e e e e e e e e e e e X
ABSTRACT ...ttt Xiii
INTRODUGAO GERAL.........oouiiitieeeeeteeeeeeee ettt s 1
BiblOGrafia.......cc e 3

CAPITULO I: Efeito da deposicdo particulada do ferro metalico e do diéxido de
enxofre em Eugenia uniflora e Clusia hilariana, visando biomonitoramento ativo

................................................................................................................................. 6
=TT 1 | 1 Lo TSP 6
RS TU 000 T 2P UT R SOST 7
T (oo [ U To= T TP 8
Material € MELOUOS. ... ..o e e e e e e e e e e e e e e e eeeneeees 9
RESUIAAOS. ... ettt 14
Caracterizacdo da Area de ESHUCO. .............c.ccoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 14
Acéo combinada da deposigdo de ferro metalico € SOy .........ccccceeeeeeeeeeeeiieananann... 17
DiSCUSSA0 € CONCIUSDES. .......eeeeeiiiieiieiie et e e e e e e s s e e e e e e e e e e e e e s nnnnneneeeneeeaeaens 30
BiblOGrafia. ... s 35

CAPITULO 2: Agdo da chuva acida sobre Eugenia uniflora e Clusia hilariana
............................................................................................................................... 38
=TT 1 ] 1 Lo TSR 38
SUMIMAIY ..ttt ettt e e e e e e e e e e aeeeaaaaaaaeaeeeeeeeeeeennnes 39
T ] (oo [ U Toz= T TP 40
Material € MELOUOS. .. ..ccei e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeennnnnnnes 41
TS U1 2= To [0 1 45
Avaliagées do crescimento € fitotOXICIAEZ.................uveeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 45
Avaliagdes bioquimicas € fiSIOIOGICAS. ............eueuueuuuueuiiiiiiiieeeae e 45
Alteragbes morfolégicas e micromorfologicas apresentadas por E. uniflora
EXPOSIAaS @ CAUVA GCITQ ...........cooeeeeeee e 48
Alteragbes morfolégicas e micromorfolégicas apresentadas por C. hilariana
EXPOSIAS @ CAUVA GCI@ ... 53
DIiSCUSSA0 € CONCIUSOES. ......cci it e ettt e e e e e e e e e e e e aeeeeeeae s 57
Bibliografia ......ooooeeeeiee e 61

CAPITULO 3: Biomonitoramento passivo das emissdes de ferro particulado e SO,
com espeécies vegetais de restinga.........ccceeeeeeiiiiiiie e 67
RESUMO / SUMMAIY.....coiiiiiiiiiiie ettt e e 67
1] 10T [F o= T TR PUPRRSRRRRR 69
Material € MELOUOS. ... .coii i e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeneees 69

ST U 1 =T [0 L= 72
Detecgéao histoquimica do ferro Particulado ..............oovveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 91

DiSCUSSA0 € CONCIUSOES. .......cii ittt e e ee e e e e e e e e e aaeeea s 99

Bibliografia........cooeemieie e 105
CONCLUSOES GERAIS..........ooeieeeeeeeee et 107



LISTA DE TABELAS E FIGURAS
Pagina
CAPITULO I: Efeito da deposicdo particulada do ferro metalico e do diéxido

de enxofre em Eugenia uniflora e Clusia hilariana, sob biomonitoramento
= 1Y o PSP 6

Figura 1- Mapa indicando a regido da fonte emissora (usina de pelotizagao) e as
estacdes de biomonitoramento ativo.............euuuiiiiiiiiiiiiii 11

Tabela 1- Localizagao geografica da fonte emissora (usina de pelotizagao) e das
estagies de amOSIragemM.......cooo oo 12

Figura 2- Dados climatoldgicos da area em estudo no periodo da exposicao ativa.

Figura 3- Emissdes da usina de MiNeragao..........cccoveeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeee s 16
Figura 4- A- Deposicéao de ferro; B- Teor de ferro total; C- Teor de enxofre total em
folha de E. uniflora e C. hilariana as diferentes distancias da fonte
=T g1 ETsTo] = TP USPR 18

Figura 5- Numero de folhas de plantas de E. uniflora e C. hilariana expostas as
emissdes da usina durante SEte MESES.........couvuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19

Figura 6- Numero de folhas cloréticas em E. uniflora e C. hilariana, expostas as
€emissOes da USinNa POr SEIE MESES......ccoiiiiiiiiiie e 20

Figura 7 - Folhas cloréticas em E. uniflora e C. hilariana expostas as emissdes da
USING POF SELE MESES......ciiiiiiiiieieeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeeeeeeeeeeeeeennesnnnnnnnes 22

Figura 8- indice de fitotoxicidade de clorose em E. uniflora e C. hilariana, expostas
as emissdes da usina por SEtE MESES.......cceveviveiiiiiiieeeieec e 23

Figura 9- Numero de folhas necrosadas em E. uniflora e C. hilariana expostas as
€emissOes da USiNa POr SEIE MESES......coiiiiiiiiiiie e e 24

Figura 10- Folhas necrosadas em E. uniflora e C. hilariana expostas as emissbes
da USING POI SEIE MESES......e i 25

Figura 11- Teor de clorofila (indice SPAD) em E. uniflora e C. hilariana expostas
as emissdes da usina Por SELE MESES......ccoovviiiiiiiii e 27

Figura 12- Permeabilidade i6nica total em E. uniflora e C. hilariana expostas as
emissfes da USina POr SEIE MESES........oveviiiiiii e 28

Figura 13- Relagdes entre trocas gasosas com distancias da fonte emissora, em
E. uniflora e C. hilariana expostas as emissbes da usina por sete

vi



Tabela 2- Comparacdo entre a condutancia estomatica, a transpiracdo e a
fotossintese em plantas de E. uniflora e C. hilariana com menor € maior acumulo
de ferro Nos teCidos VEGetais. .........uuuiiiiiiiiiie e 31

Figura 14- Trocas gasosas em fungéo do teor de enxofre foliar, em E. uniflora e C.
hilariana expostas as emissdes da usina por sete meses..........ccccccvveeeeeniiiiicnnnes 32

CAPITULO 2: Agido da chuva acida sobre Eugenia uniflora e Clusia
17 = T4 - T - R 38

Quadro 1- Caracteristica do solo coletado na fazenda da usina de pelotizagao e
usado no experimento de chuva acida (pH 3,0).......cccooiiiiiiiiie 42

Figura 1- Efeito da deposi¢ao acida em Eugenia uniflora e Clusia hilariana sobre a
altura das mudas e o indice de fitotoxicidade de necrose...............ccceeeeeeeeen. 46

Tabela 1- Condutancia estomatica, transpiragao, assimilagao liquida de CO,,
relacdo CO, interno/CO, externo, clorofila a, clorofila b, caroteno e razédo F./Fy,
medidos apos 40 dias de chuva simulada em E. uniflora e C. hilariana................ 47

Figura 2- Efeito da chuva acida sobre a permeabilidade de membranas de E.
Uniflora € C. NilArIANa................ccoccuueiieieeiee et ee e e e e e e e e eaeeeaeeas 48

Figura 3- Atividade da dismutase do superéxido, da peroxidase e da catalase em
E. uniflora € C. Rilari@na...................ooouueuuuuuuuuiiiieieeaaaaaaae e ae e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeeannnnes 49

Figuras 4 a 11- Cortes transversais da ladmina foliar de Eugenia uniflora
observados ao microscOpio fOtONICO..........eeveviiieiiiiiie e 50

Figuras 12 a 19- Alteragdes na superficie foliar de E. uniflora em resposta a chuva
acida (eletromicrografia de varredura) .........cccccceeviiiiieieiiiiiieeeeeeeeees 52

Figuras 20 a 29- Cortes transversais de Clusia hilariana em resposta a chuva
ACIAA PH 3,0 aa e 54

Figuras 30 a 37- Alteragdes na superficie da folha de C. hilariana em resposta a
chuva acida (eletromicrografia de varredura)..........ccccoeeeieieiiiiiiiiiiiieees 56

CAPITULO 3: Biomonitoramento passivo das emissdes de ferro particulado
e SO, com espécies vegetais de restinga...........cccoevvmmmmmmmin 67

= 1 (V2= VRN 73
Tabela 1- Caracteristica quimica e fisica dos solos. A - Coletado no Parque
Estadual Paulo César Vinha. B - Coletado na mata da usina de
PEIOTIZAGAO. ... 74

Figura 2- EmissGes da usina de pelotizagdo no periodo do experimento de
(o] [o] T g Lo [Toz=Tor= Lo I oX=T1=] AV F PP 75

vii



Figura 3- Teor de ferro foliar em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense, nos
locais expostos e ndo expostos as emissOes da USiNa...........ccccveevvveeeeeieeiiiinnn.. 76

Figura 4- Teor de enxofre foliar em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense, nos
locais de coleta dOS dados..........c..uuiiiiiiiiiiiie e 77

Figura 5- Temperatura da massa foliar de B. sericea, C. verbenacea e P.
guineense expostas e ndo-expostas as emissées da usina.............coeeveeeeeeeennnnnn. 78

Figura 6- Diferenca de temperatura entre o ar e a planta em B. sericea, C.
verbenacea e P. guineense nos locais ndo-expostos e expostos as emissdes da

Figura 7- Diferenca de temperatura entre o ar e a planta em B. sericea, C.
verbenacea e P. guineense nos diferentes meses e locais expostos e néo-
eXpOosStos as emMISSOES A USINA.........uuuiuiiiiiiiiiaeeeai e 81

Figura 8- Numero de folhas em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense nos
locais de coleta e na interacdo entre meses e locais de coleta em P.
QUINEEIISE........c.cceeee ettt e e e e e e e et e e e e e et a e e e e e e e et e e e e e eeraas 82

Figura 9- Lancamento de novas folhas em B. sericea e P. guineense nos meses
de coleta; em B. sericea, nos locais nao-expostos e expostos as emissdes da
Figura 10- Lancamento de folhas novas em B. sericea, C. verbenacea e P.

guineense na interacao entre més e local de coleta..............coooeiiiiiiiiiiiiiiiis 84

Figura 11- Folhas cloréticas em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense nos
diferentes meses de COoleta........oooiiiiiiiiiiiii 85

Figura 12- Folhas cloréticas em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense nos
[0CAIS dE COIBTA. ... 86

Figura 13- indice de fitotoxicidade de clorose em B. sericea, C. verbenacea e P.
guineense N0S Meses de COleta.............uuuiiiiiiiiiiiii e 87

Figura 14- indice de fitotoxidade de necrose em B. sericea e em P. guineense em
relacdo aos locais de coleta e em P. guineense na interagdo entre os meses e 0s
T Tor=T [ 3o [T oto)] =1 = T 88

Figura 15- Folhas necrosadas em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense nos
diferentes meses de COoleta........oooiiiiiiiiiiiiii e 89

Figura 16- Folhas necrosadas em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense nos
diferentes [0cais de COleta.............uuiiiiiiiii e 90

Figura 17- Folhas necrosadas em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense nas
interacdes entre os meses e locais de coleta.............oooovviiiiiiiiiiiiiiiii 92

viii



Figura 18- indice de fitotoxicidade de necrose em C. verbenacea, nos meses de
coleta e em P. guineense, em relagdo a interagcdo entre os meses e locais de

Figura 19- indice de fitotoxicidade de necrose em B. sericea, C. verbenacea e em
P. guineense nos locais de Coleta............ooooiiiiiiiiiiiiiiiii 94

Figura 20- Teor de clorofila em plantas ndao-expostas e expostas, em B. sericea,
C. verbenacea e P. guineense, e variagao ao longo dos meses de avaliagdo em
P QUINEENSE.. ...ttt e e e 95

Figura 21- Numero de inflorescéncias em B. sericea e em C. verbenacea nos
meses de coleta; em C. verbenacea, variando com os locais de avaliacdo e com a
interagdo entre os meses e locais de coleta...........oooiiiiiiiiiiiii 96

Figura 22- Numero de eixo com frutos em B. sericea em fungcdo dos meses de
coleta, em C. verbenacea e em P. guineense, nos locais de coleta e em B.
sericea, na interacido entre os meses € locais de coleta............cccccoeeiiiiiinennn. 97

Figuras 23-28- Deteccédo de ferro em cortes transversais da lamina foliar de folhas
adultas de B. sericea, com azul de Prussia, observados ao microscopio
10 (0] ] oo J PP PPRPRPIN 98

Figuras 29-35- Deteccao de ferro em cortes transversais da lamina foliar de folhas
adultas de C. verbenacea, com azul de Prussia, observados ao microscopio
L{0)1 (0] 1 [T TR 100

Figuras 36-41- Detecgao de ferro em cortes transversais da lamina foliar de folhas
adultas de P. guineense, com azul de Prussia, observados ao microscopio
1{0] (o] a1 (7o T 101

ix



RESUMO

SILVA, Luzimar Campos da, D.S., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2003. Avaliagoes bioquimicas, fisiolégicas e anatomicas dos efeitos de
poluentes atmosféricos sobre espécies vegetais de restinga. Orientador:
Marco Antonio Oliva Cano. Conselheiros: Aristéa Alves Azevedo, Carlos
Alberto Martinez y Huaman e José Cambraia.

Com o objetivo de avaliar os efeitos toxicos do ferro particulado e do diéxido de

enxofre liberados por uma usina de pelotizacédo, localizada no municipio de

Anchieta, ES, sobre parametros fisioldgicos, bioquimicos e anatdmicos, foram

determinados os efeitos dos poluentes atmosféricos mediante metodologia de

bioindicacao ativa e passiva. As espécies avaliadas no biomonitoramento ativo,

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e Clusia hilariana Schlecht. (Clusiaceae), foram

colocadas em estag¢des padronizadas e distribuidas em diferentes distancias: 200

m, 500 m, 800 m, 1400 m e 1700 m em relagdo a fonte emissora, durante 7

meses. Em experimento simultdneo, as mudas inseridas num solo removido de

uma usina de pelotizacdo foram submetidas a chuva acida simulada constituida
de H,SO,4, com pH 3,0 e a chuva controle com pH 6,5, durante 40 dias. Na
bioindicagdo passiva, individuos das espécies: Byrsonima sericea DC.

(Malpighiaceae), Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) e Psidium guineense

SW. (Myrtaceae) foram avaliados numa mata remanescente de restinga,

localizada a 200 m da usina (local exposto) e no Parque Estadual Paulo César

Vinha (local nado-exposto), durante um ano. E. uniflora recebeu deposi¢cao de

maior quantidade de ferro particulado por area foliar do que C. hilariana, nao

variando quanto as distancias da fonte emissora nas duas espécies. Os maiores
teores foliares de ferro total foram verificados a 200 m da fonte emissora, nas
duas espécies vegetais, enquanto que o maior teor de enxofre total foliar foi
observado em E. uniflora, a 800 m e em C. hilariana, a 200 m da fonte emissora.

Nao se observou variagcdo em altura nas duas espécies vegetais avaliadas e o

numero de folhas foi menor apenas a 800 m e 1700 m de distancia em C.

hilariana. O numero e a percentagem de folhas cloréticas e necréticas, assim

como o indice de fitotoxicidade de cloroses nas duas espécies aumentaram com o

prolongamento do tempo de exposigdo as emissdes da usina. Em E. uniflora, a

percentagem de folhas cloréticas e necréticas ndo se modificou com a distancia

da fonte emissora, enquanto que em C. hilariana, as maiores médias foram
observadas a partir de 500 m. Nas duas espécies, o teor de clorofila diminuiu com

o tempo de exposicédo e apenas em plantas de E. uniflora localizadas a 800 m da
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fonte emissora foram observados maiores teores de clorofila. As plantas de C.
hilariana localizadas a 200 m e 500 m da fonte emissora apresentaram maior
permeabilidade de suas membranas celulares, que se relacionou com o teor foliar
de enxofre. As plantas de C. hilariana apresentaram condutancia estomatica (gs),
a transpiracao (E) e a assimilagao liquida de CO, (A) mais elevadas nas estacoes
mais préximas a usina emissora, embora isto ndo tenha contribuido para o
aumento da massa seca total. A relacao trocas gasosas e teor foliar de enxofre
sugeriu que C. hilariana acumulou grande quantidade de enxofre enquanto que E.
uniflora praticamente nao absorveu o enxofre emitido pela usina de pelotizacao.
Ambas as espécies sao bioindicadoras de reacdo, podendo ser usadas como
bioindicadoras ativas de poluigdo por deposicao particulada e didxido de enxofre.
Em relagdo ao experimento com chuva acida, nenhuma das espécies apresentou
variagao na altura das mudas tratadas em relagdo ao controle, enquanto o indice
de fitotoxicidade de necroses foi maior nas plantas de E. uniflora expostas a
chuva acida. Os teores de clorofila a, de clorofila b e de carotendides foram
reduzidos em E. uniflora apdés o tratamento, enquanto que a relagéo F./F, foi
maior nas plantas tratadas. Em C. hilariana, nenhum destes parametros foi
alterado com a chuva acida. A gs, E e A nado variaram nas plantas tratadas em
relacdo ao controle, nas duas espécies avaliadas, apds as 40 chuvas simuladas.
Nenhuma das espécies mostrou alteragdo na permeabilidade de suas
membranas. Em E. uniflora, apenas a atividade da peroxidase aumentou com o
tratamento, enquanto que em C. hilariana, as atividades da dismutase do
superoxido, da peroxidase e da catalase aumentaram apés as 40 simulacdes.
Nas trés espécies avaliadas no biomonitoramento passivo, o teor de ferro foliar foi
maior no local exposto as emissdes da usina e o teor foliar de enxofre variou nas
diferentes espécies analisadas. Os efeitos mais marcantes das deposicdes da
usina sobre as espécies avaliadas no biomonitoramento passivo foram: Em B.
sericea, maior teor de clorofila, menor temperatura foliar, maior nimero de folhas;
em C. verbenacea, maior teor de clorofila, maior temperatura foliar, menor nimero
de folhas, flores e frutos; em P. guineense, menor teor de clorofila, maior
diferencial de temperatura entre a folha e o ar, maior langcamento de folhas, menor
numero de folhas. Nao foram verificadas flores e frutos neste local. C. verbenacea
acumulou maior quantidade de ferro que as demais espécies ocorrendo maior
deposigao nas reentrancias nas bases dos tricomas glandulares. As plantas de B.

sericea apresentaram menor conteudo de ferro provavelmente, devido a presenca
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de hipoderme e tricomas malpiguianos, enquanto que em P. guineense, a

protecao parece ter sido viabilizada pela hipoderme.
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ABSTRACT

SILVA, Luzimar Campos da, D.S., Universidade Federal de Vigosa, September,
2003. Biochemical, physiological and anatomical assessment of
atmospheric pollutants effects upon restinga plant species. Advisor:
Marco Antonio Oliva Cano. Committee Members: Aristéa Alves Azevedo,
Carlos Alberto Martinez y Huaman and José Cambraia.

In order to evaluate the toxic effects of particulate iron and sulfur dioxide, emitted

by an iron ore factory located at Anchieta county, ES, passive and active

biomonitoring methodologies were tested. Biochemical, physiological and
anatomical parameters were evaluated on native plant species of restinga. On the
active biomonitoring test, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) and Clusia hilariana

Schlecht. (Clusiaceae) saplings were placed, during seven months, in

standardized strands arranged at 200 m, 500 m, 800 m, 1400 m and 1700 m from

the souce emissions. Simultaneously, an experiment with simulated acid rain was
tested on the two species, cultivated in original soil, at Universidade Federal de

Vigosa. The saplings were submitted, for 40" days, to acid rain pH 3.0 and pH 6.5

control). For the passive bioindicating test saplings of Byrsonima sericea DC.

(Malpighiaceae), Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) and Psidium guineense

SW. (Myrtaceae) were assessed during one year, in two locations: at a remaining

fragment of restinga nearby the ore factory (exposed site) and at the Parque

Estadual Paulo César Vinha (control site). E. uniflora received a greater amount of

particulate iron, per foliar area, than C. hilariana, which did not change with the

distance from the emission source. To both species, the highest total iron content
in the leaves was detected at 200 m from the emission source. The sulfur content

in the leaves, however, was higher at 800 m and 200 m, for E. uniflora and C.

hilariana, respectively. There was no variation on the plant height, for both

species, and the number of leaves only decreased on C. hilariana, at 800 and

1700 m from the source. The amount and the percentage of chlorotic and necrotic

leaves, as well as the chlorosis phytotoxicity index, on both species, increased

with the time exposure to the emissions. The necrotic and chlorotic leaf
percentages of E. uniflora did not vary with the distance from the emission source,
while C. hilariana showed the highest percentages beyond the 500 m from the
source. For both species, the chlorophyll content decreased with the time
exposure, but in E. uniflora this content was higher at 800 m from de emission
source. Plants of C. hilariana standing at 200 m and 500 m, from the emission

source, displayed a higher membrane permeability which was related to the sulfur

xiii



content in the leaves. The stomatal conductance (gs), the transpiration (E) and the
net CO, assimilation (A) of Clusia hilariana was higher at those sets near the
factory, however the total dry weight did not vary. The foliar sulfur content and gas
exchange traids in C. hilariana, suggested that this specie accumulated greater
quantify of sulfur, probably from the factory emissions, than E. uniflora. Both
species studied in this essay are reaction bioindicators and can used as active
bioindicators of particulate and sulfur dioxide emissions. In the acid rain simulation
test, none of the species showed variation on the plant height, but in E. uniflora
displayed a higher necrosis phytotoxicity index when the sapling were exposed to
the lowest pH rain. Plants of E. uniflora, exposed to pH 3.0 rain had their
chlorophylls a, b and carotenoids contents reduced after the treatment. However,
the F,/F, ratio of those plants increased. The same parameters, in C. hilariana, did
not suffer any alteration after the rain simulation. The gas exchange constituents,
gs, E and A, did not alter in none of the treatment for both species, even after 40
days. The membrane permeability, in both species, also remained unaltered. In E.
uniflora, only the peroxidase activity enhanced with the treatment exposed, while
in C. hilariana all the enzymes tested, had their activity improved at the end of the
pH 3.0 treatment. All three species, on the passive biomonitoring test, showed a
higher iron content on those saplings kept in the exposed site, while the sulfur
content in the leaves varied according to the species. The effects of the factory
depositions was remarkable different among the species, causing: in B. sericea an
elevation on the chlorophyll content, lower foliar temperature and higher number of
leaves; in C. verbenacea an elevation on chlorophyll content, lower foliar
temperature, lower number of leaves, flowers and fruits; in P. guineense lower
chlorophyll content, higher leaf air temperature difference, greater release of new
shoots, but fewer leaves, and no flowers or fruits. C. verbenacea accumulated
higher quantify of iron than the other species, mainly deposited between the gaps
on the trichomes base. Plants of B. sericea had the lowest iron content, probably
due to the presence of a hypoderm, malpighians trichomes, while in P. guineense

the protection was guaranteed only by the a hypoderm.
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INTRODUGAO GERAL

A restinga de Setiba, localizada no municipio de Guarapari, no Espirito
Santo, € composta por varias formagdes vegetacionais, que tém relagéo direta
com a incidéncia de ventos e a influéncia da salinidade, devido a proximidade
com o mar. Nesta restinga, formada no periodo quaternario e de origem edlica, o
solo é arenoso e pobre em nutrientes podendo se distinguir as formagdes:
Halofita, Psamofila Reptante, Pds-Praia, Palmae, Mata de Myrtaceae, Mata Seca,
Brejo Herbaceo, Floresta Periodicamente Inundada, Floresta Permanentemente
Inundada, Restinga Aberta de Ericaceae e Formagao Aberta de Clusia (Pereira,
1990).

Parte deste complexo vegetacional nativo esta sujeito ao impacto da
poluicdo aérea emitida por uma usina de pelotizagao, inserida na sua vizinhancga,
no municipio de Anchieta, Espirito Santo.

Os principais poluentes emitidos pela usina de pelotizacdo em estudo séo o
diéxido de enxofre (SO;) e o ferro particulado, além de NOy (6xidos de nitrogénio),
CO e CO; (mondxido e didxido de carbono, respectivamente). O SO, e os NO,
estdo incluidos entre os principais poluentes atmosféricos e podem ser
transportados até cerca de mil quildmetros do local de emissao (Mudd e
Kozlowski, 1975). O SO, pode atuar diretamente na forma de gas, ou como
deposigao acida, originada a partir das reagdes fotoquimicas na atmosfera. Todos
estes elementos atuam direta ou indiretamente sobre os diferentes niveis
estruturais das plantas.

Tendo em vista que as plantas apresentam diferencas de sensibilidade a
poluicdo, suas respostas podem ser muito variadas. O crescimento de uma
espécie pode, por exemplo, ser estimulado em fungdo do efeito inibidor da
poluicao sobre a outra espécie. Este fato pode alterar a competicao natural entre
as espécies, dando espaco as espécies oportunistas, que descaracterizam a
vegetagao original (Murray, 1981; Kozlowski e Pallardy, 1997; Domingos et al.,
2000).

Devido as respostas diferenciadas das plantas a poluicado, estas podem ser
usadas como bioindicadoras da qualidade do ar. Algumas espécies sao
particularmente susceptiveis a poluicdo (bioindicadores de reagao), enquanto
outras podem acumular os poluentes em altas concentracbes sem que sintomas

visiveis sejam observados (bioindicadores de acumulagéo) (Mudd e Kozlowski,
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1975; Kozlowski, 1980; Arndt et al.,, 1995). Os bioindicadores podem ser
empregados como passivos, quando estdo presentes em seu ambiente natural,
ou ativos, quando sao introduzidos, de forma padronizada, na area de estudo
(Ellenberg et al., 1991).

A escassez de dados sobre a sensibilidade das espécies tropicais em
relagdo a poluicéo limita os possiveis programas de biomonitoramento e avaliagado
de impactos ambientais, reforcando a necessidade de mais estudos sobre essas
espécies. Ellenberg et al., (1991) listaram possiveis bioindicadores tropicais e
subtropicais, relatando para o Brasil apenas Tillandsia aeranthos (Bromeliaceae)
como bioindicador passivo da presenga de SO, (Strehl e Arndt, 1989). Em 1998,
Klumpp et al. observaram que Tibouchina pulchra (Melastomataceae) poderia ser
usada como bioindicadora de acumulacdo dos elementos: fldor, enxofre,
nitrogénio, ferro, manganés e zinco. Com relagao ao fluoreto, Arndt et al. (1995)
listaram espécies tropicais e subtropicais, brasileiras e de outros paises, em
sensiveis e tolerantes. Algumas gramineas tropicais também foram testadas em
relacédo ao fluoreto (Figueiredo, 1994; Chaves, 1997; Divan Junior, 2002). Apesar
destes trabalhos, ainda ndo se tem uma panoramica das respostas das plantas
tropicais nativas a poluigao.

A folha é o érgéo mais sujeito a acéo dos poluentes atmosféricos. Por isso,
varios parametros foliares podem ser utilizados para qualificar e quantificar a
influéncia desses poluentes sobre as plantas, como: lesbes foliares, percentagem
de folhas injuriadas, area foliar necrosada, crescimento, taxa de fotossintese e de
respiragdo, conteudo de clorofila e acumulo de poluentes no tecido foliar (Prado
Filho, 1993).

Nas folhas, a deposicéo particulada de ferro produz graves altera¢des na
transpiragao, na fotossintese e no balango térmico das mesmas, por obstruir os
estdbmatos. Pode ocorrer, também, aumento na degradacéo das clorofilas com o
aumento das particulas em suspenséao (Carreras e Pignata, 2001).

Os efeitos da deposicao acida nas plantas sdo muito variados e as vezes,
contraditérios, podendo ocorrer: reducédo ou estimulo no crescimento, inibicdo da
germinagcdo de sementes, inibicdo da nodulagdo e fixagdo de nitrogénio em
leguminosas, remocdo da cera epicuticular e de constituintes da cuticula,
alteragdes nas trocas gasosas e taxas respiratérias, reducdo dos teores de
clorofilas a e b e da taxa fotossintética, aumento na lixiviagao de nutrientes (K, Ca,

Mg, Na e Mn) das folhas, clorose e necrose das folhas e intoxicagdo celular,



decorrentes de disturbios enzimaticos (Dekock et al., 1960; Mudd e Kozlowski,
1975; Kozlowski, 1980; Evans, 1984; Percy, 1986; Singh e Agrawal,1996).
Existem diversas metodologias para avaliar os impactos dos poluentes
atmosféricos nas plantas. Ultimamente, tem sido desenvolvidas metodologias “in
vivo” que permitem monitorar os processos fisioldgicos alterados pela agéo de
poluentes. O emprego de métodos nao-invasivos em espécies nativas é uma
ferramenta imprescindivel pois parametros ecofisiolégicos como fotossintese,
respiracao, transpiracéo, temperatura foliar, teor de clorofila e outros podem ser
avaliados em campo, sem destruir as plantas, permitindo um acompanhamento
temporal dos reais efeitos da poluicdo. Para tanto, estudos prévios com cada
espécie em particular sdo necessarios para a correta interpretagcdo dos dados,
antes de extrapolar a analise dos efeitos da poluicéo para a vegetagcdo como um

todo.

Entre as espécies de restinga, serdo estudadas Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae) e Clusia hilariana Schlecht. (Clusiaceae) em experimentos de
bioindicacao ativa, no qual as plantas foram expostas as deposi¢des particuladas
(ferro metalico) e gasosas (SO,), emitidas por uma usina de pelotizagao e,
também, em experimentos de chuva &acida simulada. Representantes de
Byrsonima sericea DC. (Malpighiaceae), Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) e
Psidium guineense SW. (Myrtaceae) foram avaliadas numa mata remanescente
de restinga, localizada na area da usina emissora, em experimentos de
bioindicacdo passiva. Objetivou-se avaliar os impactos na vegetagdo mediante
parametros fisiolégicos, bioquimicos e anatdémicos.

As hipoteses a serem testadas neste trabalho sdo de que as plantas
nativas apresentam sensibilidade diferenciada a diferentes poluentes
atmosféricos; a sensibilidade diferenciada permite avaliar os efeitos da poluicao e
utilizar espécies vegetais na bioindicagdo; e existem processos fisiologicos,
bioquimicos e anatdmicos que sao afetados diferentemente e podem ser

utilizados como sinalizadores do impacto da poluicao.
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CAPITULO 1
EFEITO DA DEPOSICAO PARTICULADA E DO DIOXIDO DE ENXOFRE EM
Eugenia uniflora E Clusia hilariana, VISANDO BIOMONITORAMENTO ATIVO.

RESUMO - Com o objetivo de avaliar os efeitos da deposi¢ao de ferro particulado
e do didxido de enxofre sobre o crescimento e os parametros fisioldgicos, visando
ao biomonitoramento ativo, mudas de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e Clusia
hilariana Schlecht. (Clusiaceae) foram expostas a agao de emissbes gasosas e
particuladas provenientes de uma usina de pelotizacdo, no municipio de Anchieta,
ES, durante um periodo de sete meses. As espécies vegetais foram selecionadas
pela representatividade e frequéncia na restinga original do Parque Estadual
Paulo César Vinha, considerando a facilidade de cultivo e as caracteristicas
fenolégicas, morfolégicas e fisiologicas. As espécies foram colocadas em
estagdes padronizadas e distribuidas ao longo de um transecto de acordo com a
direcdo do vento predominante na regido, em diferentes distancias: 200 m, 500 m,
800 m, 1400 m e 1700 m em relagao a fonte emissora. Aos 71, 118 e 181 dias de
exposicao, foram realizadas avaliagdes quanto a altura, ao numero de folhas, ao
numero e percentagem de folhas cloréticas e necroticas, ao indice de
fitotoxicidade foliar de cloroses e ao teor de clorofila total (indice SPAD). Na ultima
data de coleta dos dados, foram avaliadas: a deposi¢ao de ferro nas folhas, o teor
de ferro e enxofre das folhas, a permeabilidade das membranas em discos
foliares, as trocas gasosas e a massa seca total do material vegetal. E. uniflora
recebeu uma maior deposicao de ferro particulado, por unidade de area foliar, do
que C. hilariana, embora nao tenha ocorrido variagdo quanto as distancias da
fonte emissora nas duas espécies. Os maiores teores foliares de ferro total foram
verificados a 200 m da fonte emissora, nas duas espécies vegetais, enquanto que
o maior teor de enxofre total foliar foi observado em C. hilariana, a 200 m e em E.
uniflora a 800 m da fonte emissora. Nao se observou variagao em altura nas duas
espécies vegetais. O numero de folhas foi menor apenas a 800 m e 1700 m de
distancia em C. hilariana. O numero e a percentagem de folhas cloréticas e
necroticas e o indice de fitotoxicidade de cloroses nas duas espécies aumentaram
com o prolongamento do tempo de exposicdo as emissdes da usina. Em E.
uniflora, a percentagem de folhas cloréticas e necréticas ndo modificou com a
distdncia da fonte emissora, enquanto que em C. hilariana as maiores médias
foram observadas a partir de 500 m. Nas duas espécies, o teor de clorofila
diminuiu com o tempo de exposicdo mas apenas em plantas de E. uniflora
localizadas a 800 m da fonte emissora foi observado aumento no teor de clorofila.
As plantas de C. hilariana localizadas a 200 m e 500 m da fonte emissora
apresentaram maior permeabilidade de suas membranas celulares, que se
correlacionou com o teor foliar de enxofre. As plantas de C. hilariana
apresentaram trocas gasosas mais elevadas nas estacbes préximas a usina
emissora, embora isto ndo tenha contribuido para o aumento da massa seca total.
O maior teor foliar de enxofre foi acompanhado de aumento na condutancia
estomatica, na transpiracao e na assimilacao liquida de CO, até um certo limite, a
partir do qual, ocorreu diminuigdo nas trocas gasosas, especialmente em C.
hilariana. Esta mesma espécie acumulou maior quantidade de enxofre que E.
uniflora, que praticamente, ndo absorveu o enxofre emitido pela usina de
pelotizagdo. Ambas espécies sao bioindicadoras de reagao, podendo se usadas
na bioindicagao ativa.



Palavras chave: bioindicacao ativa, deposicao particulada, SO,, plantas nativas.

SUMMARY- Particulate deposition and sulfur dioxide effects on Eugenia
uniflora and Clusia hilariana, as an active biomonitoring tool — In order to
evaluate the effects of iron particulate matter and sulfur dioxide on the growth and
physiology of Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) and Clusia hilariana Schlecht.
(Clusiaceae), saplings of both species were exposed, for seven month, to the
pollutants emitted by an iron ore factory at Anchieta county, ES. The aim of the
experiment was to stabilish a pattern to be use as an active biomonitoring tool.
The two species were choose due to their representativeness and frequency on
the original restinga at the Parque Estadual Paulo César Vinha (PEPCV), also
considering their easiness to cultivate and their physiological, phenological, and
morphological traits. The saplings placed on standardized stands were distributed
along a transect, oriented according to the wind direction prevailing in the area, at
200 m, 500 m, 800 m, 1400 m and 1700 m from the emissions source. At 71, 118
and 181 days of exposure, measurements were carried out to verified the height,
number of leaves, chlorosis and necrosis percentages, phytotoxicity index of the
chlorotic leaves, and total chlorophyll (SPAD index). It was evaluated, on the last
measurement date, the iron deposition on the leaves, the iron and sulfur content in
the leaves, the membrane permeability of foliar discs, gas exchange parameters
and total dry weight of the plants. E. uniflora received a greater particulate iron
deposition, per foliar area unity, than C. hilariana. Total iron foliar content was
higher, in both species, at 200 m from the source, while the total sulfur foliar
content was higher at 200 m for C. hilariana and at 800 m for E. uniflora. There
was no variation on plant height for both species. Only for C. hilariana the amount
of leaves diminished, at 800 m and 1700 m from the emissions source. The
number and the percentage of chlorotic and necrotic leaves, as well as the
chlorotic phitotoxicity, on both species, increased with the time exposure to factory
emissions. To E. uniflora, the percentage of chlorotic and necrotic leaves did not
change with the distance from the emission source, however the percentage
increased on those C. hilariana saplings placed beyond 500 m from the source.
The chlorophyll content decreased, for both species, with the time exposure but for
plants of E. uniflora, at 800 m from the source, there was an increment. Plants of
C. hilariana at 200 m and 500 m from the source displayed a grater membrane
permeability, which was related to the sulfur foliar content. The gas exchange was
higher on plants of C. hilariana keep on those station near the source, even
though it did not alter the total dry weight. The highest sulfur foliar content was
follow by increments on stomatal conductance, transpiration and CO; net
assimilation, to a certain point and from where the gas exchange started to
decrease, specially on those C. hilariana saplings. Both species proved to be
reactive bioindicators, and could be used on active biomonitoring.

Key-word: Active bioindication, particulate deposition, SO, native plants.



1- Introducao

A deposicéao particulada é formada por uma mistura de poluentes contendo
particulas de varios tamanhos, origens e composi¢cées quimicas. Em relagdo ao
tamanho das particulas que a compdem pode ser classificada, em deposigao fina
(com 0-2,5um de diametro) e deposigcéo grossa (com 2,5 a 10um de didmetro)
(Grantz et al., 2003).

As usinas de pelotizacdo de minério de ferro sdo responsaveis por
aumentar os niveis atmosféricos de muitos poluentes, especialmente o didxido de
enxofre e o ferro particulado, em praticamente todas as etapas da producao,
como a queima de combustiveis fosseis, 0 manuseio do minério de ferro, o
armazenamento, o transporte e a recuperagao de produtos. Desta forma, a
quantidade de poluentes liberados esta diretamente relacionada com a producéo
das usinas e a qualidade do combustivel empregado (Ottaway, 1982).

A dindmica da disperséo de elementos trago, como o ferro, pode variar com
os diferentes fatores, dentre os quais pode-se destacar a temperatura do ar, a
altura da chaminé, a frequéncia e a intensidade do vento, a precipitacdo e a
presenga de agua em suspensao (aerosol marinho). O aerosol marinho, que pode
aderir as particulas em suspensdo e o tamanho das particulas irdo determinar se
a deposigao particulada sera precipitada nas imediagdes da usina ou se havera
disperséao por quildbmetros para o interior (Grantz et al., 2003).

O aerosol marinho, devido a grande concentragdo de sodio e cloreto que
apresenta, é extremamente toxico para as plantas, e quando aderido ao ferro
particulado, pode produzir necroses foliares, contribuindo também para a
eliminagao das espécies locais intolerantes ao spray salino (Grantz et al., 2003).

A deposicdo particulada pode afetar a vegetacdo diretamente, pela
deposicao na superficie foliar, ou indiretamente pela deposi¢cao no solo, alterando
suas propriedades quimicas ou diminuindo a radiagédo que chega a superficie da
terra (Grantz et al., 2003). Nas folhas, a deposi¢cédo particulada de ferro produz
alteragbes na transpiragdo, na fotossintese e no balango térmico das mesmas,
por obstruir os estdmatos. A clorofila pode ter sua sintese reduzida, devido a
reducao na luz que chega a folha, ou pode, ainda, ser degradada, devido aos
estresses oxidativos produzidos pelo excesso de ions de ferro livre (Gallego et al.
1996; Vansuyt et al. 1997; Fourcroy, 1999). No ecossistema, a deposicao
particulada pode alterar a ciclagem de nutrientes, inibindo a sua absorgéo,

reduzindo o crescimento, a floracdo, a frutificacdo e alterando a diversidade



especifica, pela eliminagdo local das espécies mais sensiveis, entre outros
(Grantz et al., 2003).

O diéxido de enxofre gasoso € absorvido pelas plantas principalmente pelo
fluxo difusivo através dos estdbmatos, promovendo respostas variadas
dependendo das espécies e das condigbes ambientes. Desta forma, pode ocorrer
fechamento, abertura ou nenhuma reacdo dos estbmatos (Rennenberg e
Herschbach, 1996). Entretanto, as plantas também absorvem o enxofre pelas
raizes por um processo ativo controlado pelo metabolismo vegetal. Assim, evitar o
influxo de diéxido de enxofre, pelo fechamento estomatico, implica também em
reducéo na fotossintese e, consequentemente, no crescimento (Rennenberg et al.
1996).

A resolugao n° 3 de 28 de junho de 1990 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) prevé niveis para os padrdes primarios e secundarios de
qualidade do ar. Para particulas totais em suspensao, o nivel de padrdo primario
é de 80 ug.m™ de ar, de média geométrica anual, e 240 ug.m™ de ar em 24 horas,
que nao deve ser ultrapassado mais de uma vez por ano. O padrao secundario é
de 60 ug.m'3 de ar, como média mensal, e concentragdo média de 24 horas de
150 pg.m™ de ar. Para o diéxido de enxofre, é admitido como padrdo primario 80
ug.m'3 de ar de média geométrica mensal e 365 ug.m'3 de ar em 24 horas que
nao deve ultrapassar mais de uma vez por ano. O padrdao secundario é de 40
ug.m™ de ar de média geométrica mensal e 100 png.m™ de ar em 24 horas que
nao deve ser excedida mais de uma vez por ano.

Na usina de pelotizagao em estudo, os registros de emissao de particulas
nos meses de janeiro e fevereiro de 1999 mostraram que os niveis detectados
estiveram abaixo do padrdo secundario de qualidade do ar (25,1 pg.m™ e 107,5
ng.m™ contra 60 pg.m> e 150 pg.m™ de padrio secundario) (Lopes et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicos do ferro particulado e
do diéxido de enxofre, ao longo de um transecto, sobre o crescimento e os
parametros fisioldgicos de E. uniflora e C. hilariana, visando o biomonitoramento

ativo.

2- Material e Métodos
Para os estudos de biomonitoramento ativo foram escolhidas as espécies
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e Clusia hilariana Schlecht. (Clusiaceae) pela

representatividade e freqiéncia na restinga do Parque Estadual Paulo César
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Vinha (PEPCV), pela facilidade de cultivo e pelas diferentes caracteristicas
fenolégicas, morfologicas e fisiologicas que apresentam.

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) € um arbusto de aproximadamente trés
metros de altura, com metabolismo Cs, presente nas formagdes Pds Praia e Mata
de Myrtaceae na restinga de Setiba. Além de ocorrer na restinga, esta espécie
apresenta-se distribuida em varias outras formagdes vegetacionais. Possui
filotaxia oposta e folhas simples, brilhosas e glabras. E vulgarmente conhecida
como ‘“pitangueira” e o seu fruto sdo amplamente explorados comercialmente,
devido ao carater doce e acidulado que apresenta (Neves e Donato, 1989).

Clusia hilariana Schlecht. (Clusiaceae) é uma arvore de metabolismo CAM
(FRANCO, 1989), amplamente distribuida na restinga de Setiba, especialmente
na Formagcao Aberta de Clusia, onde seus exemplares predominam, formando
moitas. Possui filotaxia oposta e as folhas sdo muito espessas e cerosas. E
conhecida na regido como “cebola do mato”, “cebola da praia” e “cebola brava”. E
explorada comercialmente como ornamental, pela extracdo da madeira e da
resina, esta ultima com fins medicinais (Schneider, 1986).

As mudas das duas espécies, com cerca de quatro meses de idade,
fornecidas pelo viveiro do PEPCV, foram selecionadas pela padronizagdo na
altura, no numero de folhas e no estado fitossanitario. Apés transferéncia para
vasos plasticos de dois quilos preenchidos com uma mistura de areia, terra e
hamus, na proporcao de 3:1:1, as plantas foram colocadas sob um sistema de
irrigacao automatico, no qual o vaso era conectado por um pavio a um depdsito
de agua que garantia a manutencgéo do potencial hidrico do solo.

As plantas foram, entdo, submetidas a agdo das emissdes gasosas e
particuladas da usina de pelotizagao durante 7 meses, sob condi¢gdes de campo,
de 14 de agosto de 2001 até 12 de margo de 2002.

A area em estudo pertence ao complexo industrial de uma usina de
pelotizagao, localizada no municipio de Anchieta, no litoral do Espirito Santo sob
as coordenadas geograficas 20°46'21,0" S e 40°34'52,3" W (Figura 1).

As plantas foram colocadas em estagdes padronizadas de acordo com os
padrdes internacionais de controle da qualidade do ar para bioindicadores (Arndt
e Schluter, 1985). As estac¢des foram distribuidas ao longo de um transecto, que
foi determinado de acordo com a diregdo predominante do vento na regiao (NE) e

dispostas as distancias de 200, 500, 800, 1400 e 1700 m em relagao a fonte
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Figura 1- Mapa indicando a regidao da usina de pelotizagéo e as estagdes de

biomonitoramento ativo.
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emissora (Tabela 1). Esta distribuigao foi estabelecida, previamente mediante um
estudo estatistico acoplado a uma modelagem de dispersao do diéxido de enxofre
(Queiroz, 1998), realizada com um simulador Industrial Source Complex Short
Term — ISCST3 da Environmental Protect Agence (EPA). A localizagdo de cada

estacéo foi determinada por sistema GPS (Global Positioning System).

Tabela 1- Localizagcao geografica da fonte emissora (usina de pelotizagdo) e das
estacdes de amostragem.

Estacbes Distancia da fonte Coordenadas geograficas

emissora (m)

Usina de Pelotizag&o 20°46'21.0" S
(fonte emissora) 40°34'52,3" W
1 200 20°46'25,0" S
40°34'58,9" W

2 500 20°46'28,0" S
40°35'10,1" W

3 800 20°46'35,8"S
40°35'14,9" W

4 1400 20°46'51,2" S
40°35'29,8" W

5 1700 20°46'42,2" S
40°35'47,3" W

Ao longo do experimento, foram realizadas quatro avaliagbes quanto a
altura, ao numero de folhas, ao teor de clorofila total (indice SPAD), ao numero e
percentagem de folhas cloréticas e, ou necréticas e ao indice de fitotoxicidade
foliar de cloroses e, ou necroses, no inicio do experimento (14 de agosto), apos
71 (24 de outubro), 118 (10 de dezembro) e 181 (12 de margo) dias de exposicéo.
Simultaneamente a Ultima avaliagdo, foram realizadas medigcdes das trocas
gasosas, permeabilidade de membranas, deposicdo de ferro nas folhas,
quantificacao de ferro e sulfato no material vegetal e massa seca total do material

vegetal.
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O teor de clorofila total foi determinado pelo uso de um colorimetro SPAD,
modelo 501 da Minolta, em 4 folhas adultas de cada repeticao.

A percentagem de folhas com clorose e, ou necrose foi calculada em
relacdo ao numero total de folhas da planta.

A fitotoxicidade foliar foi determinada atribuindo-se notas a percentagem da
area foliar clorética, obedecendo a seguinte escala: 0- sem clorose; 1- com
clorose em até 25% da area foliar; 2- com clorose de 26 a 50% da area foliar; 3-
de 51 a 75% da area foliar com clorose; e 4- com clorose de 76 a 100% da area
foliar. Foi feita uma amostragem geral das folhas adultas mais representativas por
vaso.

A condutancia estomatica (gs), a transpiragao (E) e a assimilagao liquida de
CO; (A) foram avaliadas em folhas adultas a partir do terceiro né com o auxilio de
um analisador de gases no infravermelho (IRGA, modelo LCA-2, da Analytical
Development Co. Ltda), com camaras PLC-B (ADC BioScientific Limited, Herts
England), entre 7:00 e 10:00 horas da manha em E. uniflora e entre 21:00 e 23:00
horas em C. hilariana, por esta apresentar metabolismo acido das Crassulaceas.

A permeabilidade das membranas foi determinada em 15 discos foliares de
E. uniflora e em 10 discos de C. hilariana (com 5 mm de diametro cada), devido a
maior espessura da lamina foliar de C. hilariana. Os discos foliares, previamente
pesados e lavados, foram colocados em agua desionizada durante 4 horas e
entao, foi medida a condutividade elétrica inicial da solugao (i). Em seguida, as
solugdes foram transferidas para estufa a 90°C, por duas horas, para rompimento
das membranas celulares e, apds resfriamento, foi medida a condutividade
elétrica final da solugado (f). A permeabilidade da membrana foi calculada pela
férmula i/(i+f) x 100, conforme proposto por Tarhanen et al., 1999.

Para determinagao da deposigao particulada sobre as folhas, trés folhas de
E. uniflora e duas folhas de C. hilariana foram limpas em papel de filtro,
previamente pesado e umedecido com agua destilada. Apds secagem, em
temperatura ambiente até peso constante, foi calculada a quantidade de ferro
depositado sobre a folha pela diferenga no peso do papel de filtro (Steubing e
Frangmeier, 1992). Em seguida, foram medidas as areas foliares, utilizando-se
um medidor fixo de area foliar AT Area Meter MK2.

Para determinacao dos teores de ferro e enxofre no material vegetal, 15
folhas de E. uniflora e 5 folhas de C. hilariana foram lavadas em agua corrente,

depois em agua desionizada e secas com papel de filtro. Apdés secagem em
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estufa a temperatura de 75°C+/-5°C, as amostras foram moidas através de
peneira com malha de 1 mm. O teor de ferro foi determinado mediante
espectrofotometria de absorcdo atbmica e os teores de sulfato, mediante ICP
(Inductively Coupled Plasma). As leituras foram realizadas em amostras
compostas.

O peso da matéria seca total foi obtido pela secagem de raizes e parte aérea,
em estufas de ventilagao forcada até peso constante.

As condi¢cbes climaticas foram monitoradas em Estagdo Meteorolégica
instalada na mesma linha do transecto de exposi¢cdo, onde foram avaliadas a
direcao e a velocidade do vento, a pluviometria e a temperatura ambiente.

As concentragdes do SO, e do material particulado emitidos foram obtidas na
estacao localizada a 1700 m, no mesmo transecto da area de estudo, por meio dos
aparelhos de campo Hi-vol e Tri-gas e determinadas as concentracdes de didéxido de
enxofre pelo método do perdxido de hidrogénio.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, compondo uma
fatorial 2x5x4 (2 espécies, 5 estagdes, 4 épocas de coleta), com trés repeticdes
para E. uniflora e quatro para C. hilariana. Os dados foram transformados, quando
nao apresentaram homogeneidade de variancia e distribuicdo normal, e foram
submetidos a analise de varidncia. As médias foram submetidas ao teste de

Tukey, a 5% de probabilidade, para comparagéo.

3- Resultados
Caracterizacdo da Area de Estudo

O clima da regiao em estudo é do tipo Aw, tropical quente e imido com um
a dois meses de seca (Koppen, 1918). No periodo em que foram instalados os
experimentos verificou-se que o vento nordeste predominou em todos os meses,
com velocidade maxima média de 1,9 m/s. A temperatura do ar variou de 20,71°C
a 25,62°C, com média para o periodo de 23,4°C. A precipitacdo pluviométrica
variou de 53,9 a 201,4 mm, sendo que a maior precipitacdo ocorreu no més de
novembro. A média para o periodo foi de 88,7mm (Figura 2).

As emissoes de particulas totais em suspenséo, incluindo o ferro metalico,
e o diéxido de enxofre sdo apresentadas na Figura 3. Notou-se que apenas no
més de fevereiro a deposicédo de particulas totais em suspensdo superou o

padrao secundario (66,8 ug.m'3, para um padrdo de 60 ug.m'3). Para o dioxido de
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enxofre, verificou-se que os valores de emissdo ficaram abaixo do padrao

secundario durante todo o periodo de exposicéo.

Acdo combinada da deposi¢ao de ferro metalico e SO,

Os resultados mostraram que E. uniflora recebeu deposigcao superficial de
maior quantidade de ferro particulado por area foliar do que C. hilariana (Figura 4-
A).

As plantas da estacdo 1, localizadas a 200 m da fonte emissora
apresentam os maiores teores de ferro, nas duas espécies. Em C. hilariana,
esses teores foram diminuindo na medida em que as plantas estavam mais
afastadas da fonte emissora, mas em E. uniflora ndo se observou tal tendéncia
(Figura 4-B).

O teor de enxofre foliar em C. hilariana, também, foi maior nas plantas
localizadas a 200 m da fonte emissora, seguida das estagdes 4, 3, 5e 2. Em E.
uniflora, houve um aumento progressivo nos teores de enxofre nas plantas, a
medida em que se afastavam da fonte emissora até um maximo, verificado a 800
m da fonte, a partir da qual observou-se houve redugdo também progressiva
deste elemento na planta (Figura 4-C).

As espécies C. hilariana e E. uniflora nao apresentaram variacdo em altura,
nas diferentes datas analisadas e distancias da fonte emissora. Da mesma forma,
a taxa de crescimento em altura n&o variou estatisticamente em relagdo as
distancias da fonte emissora nas duas espécies.

Em E. uniflora, o numero de folhas por vaso aumentou com a data de
coleta, independente da estacido analisada, sendo que os valores médios maiores
ocorreram em 10/12/01 e 12/03/02 (Figura 5-A). Em C. hilariana, entretanto, ndo
se observou diferengcas entre os varios periodos amostrados, mas houve
diferenca quanto as distédncias da fonte emissora, sendo as maiores médias
observadas a 200, 500 e 800 m de distancia. As plantas das esta¢des localizadas
a 1400 e 1700 m da fonte emissora tiveram menor produgao de folhas ao longo
do periodo de exposig¢ao (Figura 5-B).

Os principais sintomas visiveis observados nas plantas expostas ao diéxido
de enxofre e ferro particulado foram o aparecimento de folhas cloréticas e
necroticas. Nas duas espécies, as cloroses foram significativas na ultima coleta
de dados (Figura 6-A).
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Letras maiusculas comparam médias de E. uniflora e letras minusculas
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interacdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, ao
nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
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Com relacao as distancias da fonte emissora, E. uniflora nao mostrou uma
tendéncia clara, apenas os maiores efeitos se fizeram visiveis a 200 m e 1400 m
da fonte emissora, enquanto que em C. hilariana, o maior numero de folhas
cloréticas ocorreu a 1400 m da fonte emissora (Figura 6-B). Em E. uniflora, na
ultima coleta ocorreram as maiores médias de folhas cloréticas observadas em
todas as distancias da fonte emissora (Figura 6-C).

A maior percentagem de folhas cloréticas, na ultima coleta de dados de E.
uniflora e C. hilariana (Figura 7-A), confirmou a tendéncia observada na Figura 6.
Em relagcdo as distancias, E. uniflora nao mostrou variacdo e C. hilariana
apresentou maior percentagem de clorose a 500 m e 1400 m da fonte emissora
(Figura 7-B). Em E. uniflora ocorreu interacdo entre as datas de coleta e as
distancias analisadas. As diferengas ocorreram na quarta data, nas plantas
expostas a 500 m e 1400 m da fonte emissora (Figura 7-C).

As avaliagcbes de cloroses em folhas individuais (indice de fitotoxicidade),
mostraram efeito mais acentuado de deposigédo em E. uniflora, sendo progressivo
em relagéo as datas de avaliagdo para as duas espécies estudadas (Figura 8-A).
A interagdo entre as datas de coleta e as distancias, em E. uniflora, foram
significativas na ultima coleta, para as maiores distancias da fonte emissora
(Figura 8-B).

Outro sintoma visual observado nas plantas expostas ao ferro metalico e
diéxido de enxofre foi a necrose foliar. Nas duas espécies, o numero de folhas
necrosadas foi maior na ultima coleta de dados (Figura 9-A). O numero de folhas
necrosadas nao se modificou em relagdo as distancias da fonte emissora, exceto
a 500 m em E. uniflora e a 200 m em C. hilariana, onde houve uma reducéo. Em
E. uniflora houve interacdo entre as datas de avaliacao e as estacdes analisadas,
sendo que as plantas localizadas a 1400 m da fonte emissora apresentaram
necroses significativas a partir de outubro, enquanto que as plantas localizadas a
800 m e 1700 m da fonte mostraram necroses somente em dezembro. As plantas
localizadas mais proximas a fonte emissora ficaram necrosadas apenas na ultima
data de avaliagao (Figura 9-C).

A maior percentagem de folhas necréticas na ultima coleta de dados, em
E. uniflora, e a partir da penultima coleta dos dados em C. hilariana (Figura 10-A)
confirmaram a tendéncia observada em numero absoluto de folhas necrosadas
(Figura 9). A distancias da fonte emissora nao afetou a percentagem de folhas

necrosadas em E. uniflora, enquanto que em C. hilariana a menor média foi
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Figura 7 - Folhas cloréticas em E. uniflora e C. hilariana expostas as emissoes da
usina por sete meses, de Agosto de 2001 a Margo de 2002, em fungéo de:
A- Epocas de coleta dos dados; B- Distancias da fonte emissora; C-
Interacdes entre as épocas e distancias, em E. uniflora. O * indica a
significancia das interagdes. Letras maiusculas comparam médias de E.
uniflora e letras minusculas comparam médias de C. hilariana. Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo teste
de Tukey.
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observada para a menor distdncia da fonte emissora (Figura 10-B). Em E.
uniflora, a interagdo entre datas de coletas e as distancias foi significativa tendo
ocorrido as maiores percentagens de folhas necréticas a 800 m e 1700 m a partir
da terceira coleta de dados, no més de dezembro (Figura 10-C).

A concentragao de clorofila diminuiu gradativamente com o decorrer das
datas de avaliacao para as duas espécies (Figura 11-A). O maior indice SPAD foi
observado nas plantas localizadas a 800 m da fonte emissora em E. uniflora,
enquanto que em C. hilariana nao foram observadas diferengas significativas
entre as distancias testadas (Figura 11-B).

A permeabilidade iénica total das membranas celulares ndo se modificou
em relacdo as distancias da fonte emissora em E. uniflora. Em C. hilariana,
entretanto, a maior permeabilidade i6nica foi observada a 500 m da fonte
emissora (Figura 12-A). A regressao entre a permeabilidade ibnica total e o teor
foliar de ferro ndo mostrou tendéncia clara em C. hilariana e E. uniflora. A
regressao entre a permeabilidade ibnica e o teor foliar de enxofre gerou curva
polinomial quadratica em C. hilariana, na qual se verificou aumento da
permeabilidade ibnica a medida que aumentou o teor de enxofre foliar até certo
limite, a partir do qual verificou-se efeito contrario (Figura 12-B).

A conduténcia estomatica em E. uniflora ndo se modificou com as
distancias da fonte emissora, enquanto que em C. hilariana, houve decréscimo a
partir de 800 m (Figura 13-A).

Nas duas espécies estudadas verificou-se tendéncia de decréscimo na
transpiracao em relacéo a distancia da fonte emissora. As maiores médias foram
registradas a 500 m da fonte emissora em E. uniflora e a 200 m e 500 m em C.
hilariana (Figura 13-B).

A assimilacdo liquida de CO,, em E. uniflora, ndo modificou em relagdo a
distancia da fonte emissora, enquanto em C. hilariana, observou-se a maior média
a 500 m da fonte emissora, seguida das estacbes a 200 m e 1700 m de distancia
(Figura 13-C).

A producdo de matéria seca total das duas espécies nao alterou
significativamente em fungcdo da distancia da fonte emissora. E. uniflora
apresentou maior producédo de matéria seca (Figura 13-D).

Comparando-se as trocas gasosas das plantas com maior € menor teor de

ferro foliar, verificou-se que em E. uniflora apenas a fotossintese foi reduzida,
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enquanto que em C. hilariana, a condutincia estomatica e a transpiragao
aumentaram, proporcionalmente, com o aumento no teor de ferro (Tabela 2).

Os coeficientes de correlagao néo-linear entre os parametros gs, E e A e os
teores foliares de enxofre foram estimados em: 63% e 98%; 61% e 48%; e 33% e

88% para E. uniflora e C. hilariana, respectivamente (Figura 14).

4- Discussao e Conclusoes

Os dados das emissdes de particulas totais em suspensao e de didxido de
enxofre nos sete meses em que o presente experimento foi conduzido
comprovaram que a usina de pelotizacao foi responsavel pelo aumento no nivel
destes poluentes na atmosfera, o qual ultrapassou o padrdao secundario de
deposigcao de particulas em suspensdo no més de fevereiro. Com relagdo ao
dioxido de enxofre, os valores emitidos foram aceitaveis de acordo com a
resolugao n° 3 do Conselho Nacional de Meio Ambiente de 1990. As emissdes da
usina puderam ser confirmadas pela deposicao foliar de ferro e pelas
quantificacdoes dos teores de ferro e de enxofre nas plantas de E. uniflora e C.
hilariana expostas em diferentes distancias da fonte emissora.

Caracteristicas do tecido de revestimento das folhas, como cerosidade, em
conjunto com caracteristicas climaticas, como a precipitagcdo pluviométrica e a
intensidade do vento estdo diretamente envolvidos na deposicdo e posterior
absorcgao ou lavagem do ferro depositado sobre as folhas. Assim, comparando-se
as folhas das espécies estudadas neste trabalho, pdde-se verificar maior retengéo
foliar de ferro em E. uniflora do que em C. hilariana. Nestas, provavelmente, por
apresentar folhas extremamente cerosas, a precipitacao pluviométrica ou o vento
foram capazes de reduzir a deposicao foliar de ferro, conforme verificado para
outros poluentes (MacLean et al., 1989). Como consequéncia, menor quantidade
do ferro depositado foi absorvido em C. hilariana.

O teor de ferro total encontrado nas folhas de E. uniflora e C. hilariana,
apos sete meses de exposicdo a deposicao particulada, foi superior as suas
necessidades de acordo com Larcher, 2000; Dobermann e Fairhurst, 2000. Em C.
hilariana, localizadas a 1400 m da fonte emissora, o teor de ferro se manteve
dentro dos limites de normalidade, embora as plantas tenham apresentado
necroses consideraveis. Os teores de ferro nas plantas localizadas a 200 m da

fonte emissora chegaram a 895 mg.kg”" e 596 mg.kg' em E. uniflora e C.
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Tabela 2 — Comparagdo nas linhas entre a condutdncia estomatica (gs), a transpiragdo ) e a fotossintese (A) em plantas de £ unfira
2 . hila¥ana cam menar e maior acdmulo de ferro nostecidos vegetais.

Teor de Ferro 360 rng k! 3989 mg.kg!
Pardmetros s E A s E A
E. unifiora 0,19+0,05 0,68+0,13 0,60°40,10 0264005 0654008 0,30%0,05
A A A A A B
Teor de Ferra 93 g k! 3092 mg k!
Parametros ds E A Os E A
0,04*x0,00 0,09%£0 01 0,3840,09 0,07*x0101 0172002 0.42£007
C hiladana
h h a a a a

*= gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,08); = = significativo a0 nivel de 1% de probakilidade (P<0,01).
Letras maidsculas comparam médias de £, unffora e letras mindsculas comparam médias de . hilanang.
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hilariana, respectivamente, resultados superiores aos niveis toxicos admitidos
para as plantas cultivadas (Marschner, 1995; Dobermann e Fairhurst, 2000).

E. uniflora manifestou uma grande plasticidade produzindo maior numero
de folhas novas na medida em que aumentaram os dias de exposi¢cdo. C.
hilariana, ao contrario, nao produziu mais folhas. O ferro e o enxofre, elementos
essenciais para as plantas, podem ter agido como fertilizantes foliares em E.
uniflora, estimulando a producéo de biomassa foliar, conforme relatado para Pinus
ponderosa por Momem et al. (2002).

A altura das chaminés da usina e as condicbes climaticas parecem ter
produzido efeito protetor sobre as plantas de C. hilariana localizadas mais
préximas a elas, tendo em vista que o numero e a percentagem de folhas
necrosadas foram menores na estacao localizada a 200 m da fonte emissora. Em
E. uniflora, entretanto, apesar do numero de folhas necrosadas ter sido menor nas
plantas localizadas a 500 m da fonte emissora, a percentagem de folhas
necrosadas nas diferentes estacbes analisadas permaneceu constante. Estes
dados estdo de acordo com os apresentados por Lopes et al. (2000) no qual as
mudas de uma espécie da familia Myrtaceae e de Sophora tomentosa, expostas a
deposigbes semelhantes as do presente trabalho, apresentaram as maiores
necroses nas plantas localizadas a 800 m e 1400 m da fonte emissora. Segundo
Grantz et al. (2003), dependendo das condigbes climaticas e da topografia, as
nano particulas podem permanecer no ar por dias e meses e podem ser
transportadas de 1000 a 10.000 km de distancia da fonte emissora.

A reducgao no indice SPAD, nas duas espécies estudadas, indica que dois
processos podem estar sendo afetados: a sintese e, ou a degradagao da clorofila.
A sintese pode estar sendo reduzida, provavelmente em funcdo do ferro
depositado, que provoca sombreamento da folha, limitando a radiagao incidente,
conforme sugere Grantz et al. (2003). A degradacgédo da clorofila, por sua vez,
pode ser consequéncia de estresses oxidativos produzidos pelo excesso de ions
ferro livres apds a absorgao foliar (Sinha et al., 1997; Becana et al. 1998).

Os teores mais elevados de ferro e enxofre foliares encontrados nas
plantas de C. hilariana, localizadas a 200 m da fonte emissora, foram
responsaveis pelos danos nas membranas foliares detectados pela maior
permeabilidade ibnica total observada nesta estagdo. Como ja citado em outros
trabalhos, a poluicdo altera a integridade das membranas de plantas expostas,

permitindo a perda de varios ions das folhas (Sinha et al., 1997; Becana et al.
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1998; Tarhanen et al., 1999; Carreras e Pignata, 2001; Garty et al. 2002; Garty et
al. 2002).

Os coeficientes de correlacdo entre a permeabilidade ibnica total e o teor
foliar de enxofre, em C. hilariana, sugerem um efeito do SO, sobre as membranas
celulares, conforme proposto por alguns autores que estudaram o efeito de outros
poluentes em espécies vegetais (Divan Junior, 2002). Segundo Rennenberg et al.
(1996) plantas que apresentam o metabolismo acido das crassulaceas e mantém
os estdbmatos abertos durante a noite ficam expostas a maior quantidade de
poluentes aéreos gasosos. Durante o dia, as altas temperaturas permitem maior
dissipacdo das emissdes gasosas, ao contrario do que acontece a noite em que
as temperaturas mais baixas dificultam a difusdo dos gases para o ambiente,
ficando as folhas expostas por mais tempo as exposi¢cées gasosas. Talvez esta
tenha sido a razado para os maiores danos em C. hilariana causados pela
exposicao ao SO, do que aqueles observados em E. uniflora.

As redugbes em gs, E, e A ocorreram nas maiores distancias da fonte
emissora, especialmente em C. hilariana, sugerindo um efeito protetor da pluma
da chaminé nas plantas localizadas mais proximas a fonte emissora. A altura da
chaminé, a velocidade do vento ou ainda, a presencga de aerosol marinho podem
favorecer a deposicido do ferro particulado em maiores distdncias da fonte
emissora (Grantz et al., 2003). As plantas que acumularam maiores quantidades
de ferro foliar parecem ter sofrido danos nos seus estdmatos. Em E. uniflora este
fato pode ser constatado pela diminuicdo na fotossintese (A), apesar de nao
terem sido observadas variagbes em gs € E. Em C. hilariana, os aumentos de gs
e E nas plantas com maior teor de ferro nao refletram em aumento em
produtividade (A). Neste caso, a capacidade dos movimentos de fechamento e
abertura dos estbmatos parecem ter sido afetados. Robinson et al. (1998)
relataram varias alteragbes estomaticas provocadas por poluentes aéreos,
reforcando a dificuldade em generalizar sobre a natureza das alteragdes
fisioldgicas devido as variagdes nas respostas entre as plantas.

Com base nas regressodes entre o enxofre foliar e gs, E, € A chegou-se a
conclusdao que E. uniflora ndo absorveu enxofre, enquanto que C. hilariana
acumulou cerca de 10 g.kg™' de enxofre no material vegetal, dado muito superior
ao encontrado por Klumpp et al. (2000) quando expuseram plantas de Psidium

guajava e P. cattleyanum a varios sitios do complexo industrial de Cubatao.
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Pode-se concluir que ambas as espécies sdo bioindicadoras de reacao
pois apresentaram, em propor¢cdes diferenciadas, danos relativos a poluicao,
podendo ser usadas como bioindicadoras ativas de poluicdo por deposi¢ao

particulada e diéxido de enxofre.
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CAPITULO 2
AGAO DA CHUVA ACIDA SOBRE Eugenia uniflora E Clusia hilariana.

RESUMO - Com o objetivo de avaliar os efeitos bioquimicos, fisiologicos,
anatémicos da chuva acida sobre Clusia hilariana Schlecht. e Eugenia uniflora L.,
cultivados em solo removido de uma usina de pelotizagao, localizada no municipio
de Anchieta, ES, mudas de 6 meses de idade, foram submetidas a chuva acida
simulada, com pH 3,0 e a chuva controle com pH 6,5. A chuva simulada foi
aplicada entre 9:00 e 11:00, correspondendo a 14,03 mm por dia, durante 40 dias.
No final das 40 simulagdes foram avaliadas: a conduténcia estomatica (gs), a
transpiragao (E), a assimilagao liquida de CO,, a relagao CO; interna/CO, externa
(CIICA), a fluorescéncia da clorofila, as taxas de crescimento, o indice de
fitotoxicidade das plantas, a quantificacido das clorofilas a € b e carotendides, a
permeabilidade das membranas em discos foliares, as atividades enzimaticas de
peroxidase, catalase e dismutase do superdxido, além das observagdes em
microscoépios fotdnico e eletrénico de varredura. Em nenhuma das espécies a
altura das plantas foi modificada e apenas as mudas de Eugenia uniflora
apresentaram maior indice de fitotoxicidade de necroses quando expostas a
chuva acida simulada. A gs, E, A e CI/ICA nas duas espécies ndo apresentaram
diferengcas em relacdo ao tratamento controle. Em E. uniflora, os teores de
clorofila a, clorofila b e carotendides apresentaram redugdo nas meédias das
plantas tratadas, enquanto que em C. hilariana, ndo foi verificada alteracdo nas
médias. A relagao F./Fr, por sua vez, aumentou apenas nas plantas de E. uniflora
tratadas com pH 3,00 Em nenhuma das espécies ocorreu aumento da
permeabilidade de membranas nas plantas expostas a chuva simulada. Em E.
uniflora, apenas a atividade da peroxidase aumentou com o tratamento, enquanto
que em C. hilariana, as atividades da dismutase do superdxido, da peroxidase e
da catalase aumentaram apds as 40 simulagdes. Necroses pontuais foram
visualizadas em menor numero em C. hilariana do que em E. uniflora. E. uniflora
apresentou necroses atingindo, as vezes, apenas a epiderme adaxial e parte do
parénquima palicadico e, outras vezes, se estendendo por toda a lamina foliar,
com diferenciagao de tecido de cicatrizacao, hipertrofia e hiperplasia de algumas
células. Ocorreu rompimento da cera epicuticular e alteragcdes na epiderme das
duas faces da folha, os estdbmatos apresentaram ostiolos deformados e houve
ruptura da crista estomatica. C. hilariana apresentou necroses na margem e na
face abaxial da folha, evidenciando-se células com aspecto plasmolisado e
inteiramente colapsadas, quando comparadas com o controle. Verificou-se tecido
de cicatrizagdo, escamacdo da cera epicuticular, perfuragbes pontuais e
irregularidade no arranjo das células epidérmicas adaxiais, assim como células
subsidiarias retorcidas. As diferengas estruturais entre essas duas espécies
podem indicar a maior susceptibilidade de E. uniflora a chuva acida, quando
comparada com C. hilariana.

Palavras chave: Chuva acida, plantas nativas, Clusia hilariana Schlecht.,
Eugenia uniflora L.
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SUMMARY- Acid rain effect upon Eugenia uniflora and Clusia hilariana — In
order to evaluate the biochemical, physiological and anatomic effects of acid rain
on restinga species, Clusia hilariana and Eugenia uniflora were submitted to
simulated acid rain, pH 3.0 and pH 6.5 (control). The saplings of both species
were cultivated on original soil from a nearby iron ore factory, located at Anchieta
county, ES. The treatments were conducted in a close chamber and the acid rain
applied for 40 days, between 9 and 11 A.M., making up to a 14.03 mm per day of
daily rain. At the end 40" rain simulation, it was evaluated: the stomatal
conductance (gs), the transpiration (E), the CO, net assimilation (A), the CI/ICA
ratio, chlorophyll content, growth rate, phytotoxicity index, chlorophylls and
carotenoids quantification, membrane permeability on foliar discs, peroxidase,
catalase and superoxide dismutase activity and anatomical recording on optical
and electronic scanning microscopes. In none of the species the plant height was
affected, however E. uniflora saplings had a greater necroses phytotoxicity index,
when exposed to the simulated acid rain. The gs, E and A values, of both species,
did not show any significantly difference between the mean values on both
treatments. The chlorophylls a, b and carotenoids mean contents of E. uniflora
plants treated with acid rain pH 3.0, were significantly lower than saplings, while C.
hilariana showed no alterations. The F,/F, ratio was only affected on E. uniflora
plants submitted to pH 3.0 rain. In none of the species it was verified a difference
on the membrane permeability of the plant submitted to pH 3.0 rain. To E. uniflora,
only the actively of peroxidase increased during the treatment, while C. hilariana
showed a higher enzyme activity, all three of them, only at the end of the 40" acid
rain simulation. Necrotic spots were fewer in C. hilariana comparing to those
observed in E. uniflora. In E. uniflora, the necroses were usually visualized on the
adaxial epidermis and part of palisade parenchyma, but sometime it would expand
to the entire leaf surface. The development of scanning tissues, hypertrophy and
hyperplasy cells was also observed. The epicuticular wax and the epidermis on
both sides of the leaf, were damaged; the stomata showed deformed stomatal
pores and rupture of ledges. C. hilariana, under pH 3.0 rain, developed necroses
on the edge and adaxial surface of the leaves, with appearance similar to
plasmolysis and collapsed cells. It was also verified scaring tissues, epicuticular
was peeling, punctually perforations and irregularity in the pattern of adaxial
epidermal cells, as well as twisted subsidiary cells. The structural differences
between the two species analyzed, could indicate that E. uniflora is more
susceptible to the acid rain than C. hilariana.

Key-Words: Acid rain, native plants, Clusia hilariana Schlecht., Eugenia uniflora L.
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1- Introducao

A chuva acida é um fenébmeno que ja atingiu dimensdes globais devido a
uma série de eventos, dentre os quais se destacam o aumento do parque
industrial e o transporte dos poluentes gasosos, podendo alcangar até cerca de
mil quildmetros do local de emissao (Mudd e Kozlowski, 1975).

No Brasil, varias cidades convivem com este problema, como Sao Paulo,
Cubatao, Volta Redonda e Rio de Janeiro (Alves et al., 1990; Alves e Oliva, 1993;
Alves et al., 2001; Melo, 2001; Rocha et al., 2003). No Rio de Janeiro, o pH da
precipitacao variou de 3,5 a 6,85 em 1988 (Melo, 2001). A vegetacao da Serra do
Mar, em Cubatao, foi alterada devido a precipitacéo acida (Klumpp et al., 1994;
Alves et al., 1990; Alves e Oliva, 1993) e aos poluentes gasosos (Klumpp et al.,
1994; Domingos et al., 1998; Domingos et al., 2000; Moraes et al., 2000).

Por definigdo, chuva acida é aquela cujo valor de pH é inferior a 5,7, e se
origina quando os oOxidos de enxofre e de nitrogénio reagem com a agua da
atmosfera, formando os acidos sulfurico e nitrico. Os ions mais representativos na
chuva acida sao: H*, NH,", K*, Na*, Ca?*, SO,*, COs*, CI, PO,* (Cowling e
Linthurst, 1981; Evans, 1984; Singh e Agrawal, 1996).

Os efeitos da chuva acida nas plantas sdo: redugdo ou estimulo no
crescimento, inibicdo da germinagdo de sementes, inibicdo da nodulagdo e da
fixagcdo de nitrogénio em leguminosas, remogdo da cera epicuticular e de
constituintes da cuticula, altera¢cdes nas trocas gasosas e nas taxas respiratorias,
reducdo dos teores de clorofilas a e b e da taxa fotossintética, aumento na
lixiviagao de nutrientes (K, Ca, Mg, Na e Mn) das folhas, clorose e necrose das
folhas e intoxicagao celular decorrentes de disturbios enzimaticos (Dekock et al.,
1960; Mudd e Kozlowski, 1975; Kozlowski, 1980; Evans, 1984; Percy, 1986; Singh
e Agrawal,1996; Fan e Wang, 2000).

As plantas em crescimento s&o particularmente susceptiveis a polui¢éo,
ocorrendo alteragdes no metabolismo, antes que sintomas visiveis sejam notados
(Mudd e Kozlowski, 1975; Kozlowski, 1980), e por diferirem em sua sensibilidade
aos poluentes atmosféricos podem ser usadas como bioindicadoras da qualidade
do ar (Ellenberg, 1991; Pignata et al., 2002).

Dentre as alteragdes metabdlicas mais marcantes verificadas nas plantas
expostas a chuva acida, destacam-se as observadas no sistema antioxidativo, no
qual enzimas e, ou outros metabdlitos aumentam sua atividade e, ou
concentragao para reduzir e, ou inativar as formas reativas de oxigénio (ROS)
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produzidas. Algumas das enzimas envolvidas neste processo séo a dismutase do
superoxido, a peroxidase e a catalase (Fourcroy, 1999; Mittler, 2002).

Ao contrario do que ocorre com o0s poluentes aéreos gasosos, 0S
componentes quimicos da agua da chuva penetram nas folhas principalmente
através dos microporos da cuticula ou, menos freqluentemente, através dos
estdbmatos. A precipitacdo acida pode mudar as caracteristicas superficiais da
folha, alterando a estrutura das camadas de cera epicuticular importantes na
capacidade de umidecimento da superficie das folhas ou na penetragdo da agua
da chuva nos tecidos foliares (Kerstiens, 1994; Percy et al., 1994). O tipo de cera
epicuticular, a topografia da superficie cuticular, o tipo e a distribuicdo de tricomas
e a forma das células epidérmicas sao caracteristicas estruturais das folhas que
podem estar relacionadas as diferengcas de sensibilidade das plantas aos
poluentes atmosféricos (Evans et al., 1977; Nouchi, 1992). A caracterizacdo da
anatomia e da micromorfologia foliar das plantas €&, portanto, componente
imprescindivel para se estabelecer uma possivel correlacdo entre estas
caracteristicas do tecido epidérmico e a sensibilidade aos agentes poluentes.

O presente trabalho foi desenvolvido utilizando-se espécies vegetais que
ocorrem na restinga do Parque Estadual Paulo César Vinha (PEPCV), em cuja
regido esta situada uma usina de pelotizagado de grande porte, responsavel pela
emissdo de poluentes que podem provocar a formagdo de chuva acida. A
escassez de dados sobre os efeitos de poluentes em espécies florestais tropicais
reforca a importancia deste estudo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos bioquimicos, fisioldgicos e
anatdbmicos da chuva acida sobre Clusia hilariana e Eugenia uniflora, cultivados

em solo removido de uma usina de pelotizagao.

2- Material e Métodos

As espécies vegetais Clusia hilariana Schlecht. (Clusiaceae) e Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae), provenientes do viveiro do Parque Estadual Paulo César
Vinha, localizado no municipio de Guarapari, no Espirito Santo, foram utilizadas
nos experimentos conduzidos na Unidade de Crescimento de Plantas da
Universidade Federal de Vigosa.

As mudas foram obtidas pela germinagdo de sementes em solo da

restinga. Apos padronizagdo no tamanho, no estado fitossanitario e na idade,
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mudas de 6 meses foram transferidas para vasos de 2,5 litros preenchido com

solo coletado na regido da usina de pelotizagao (Quadro 1).

Quadro 1- Caracteristicas do solo coletado na fazenda da usina de pelotizagéo.

PARAMETRO| pH |P| K | Na | Ca? | Mg® |AR"|H+AI|SB| (1) | (T)

mol./dm3

Q

UNIDADE | H,O mg/dm?

RESULTADO| 5,85 | - | 0,7 | 36 - (213 /0,82 0,0 |28 3,04 3,04

PARAMETRO| V m ISNa | MO P-rem |Zn|Fe/Mn| u |[B|S

UNIDADE % dag/kg| mg/L mg/dm?

RESULTADO| 5,84 | 2,1 0,0 2,67 40,3 - -] - - |- -

As mudas foram submetidas a chuva acida simulada constituida de agua
acidulada com H,SO, até pH 3,0 e a chuva com pH 6,5, no qual o pH da agua
desionizada foi ajustado com solucéao diluida de H,SO,.

Para simulacao das chuvas foram utilizadas duas camaras, adaptadas por
Alves (1988), a partir do modelo proposto por Evans et al. (1977), uma para
controle e uma para a chuva acida.

As plantas foram submetidas a chuva simulada de 14,03 mm por dia no
periodo de 9:00 e 11:00, durante 40 dias consecutivos. Antes e depois da
exposicao, as plantas ficaram expostas durante 15 minutos a uma irradiancia de
14,7 pmol de fétons.m?.s™.

Nas duas espécies foram determinados parametros fenoldgicos,
fisiolégicos, bioquimicos e anatémicos.

No inicio e ao final do experimento foram medidas as alturas das plantas e
o aparecimento de cloroses, necroses e determinados o indice de fitotoxicidade
de necroses das plantas. Para isto, trés avaliadores atribuiram notas, obedecendo
a seguinte escala: 0- sem necrose; 1- com necrose em até 25% da area foliar; 2-
com necrose em 26 a 50% da area foliar; 3- necrose em 51 a 75% da area foliar e
4- de 76 a 100% da area foliar.
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As medigdes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila foram
realizadas em folhas adultas, ao final das 40 simulagbes. A condutancia
estomatica (gs), transpiragéo (E), fotossintese (A) e a relagdo CO, interna/CO2
externa (CI/CA) foram medidas com o auxilio de um analisador de gases no
infravermelho (IRGA, modelo LCA-4, da Analitical Development Co.). A
fluorescéncia da clorofila a foi medida por um fluorébmetro (Plant Efficiency
Analyser, da Hansatech Instruments Inc.). As medi¢cdes das trocas gasosas foram
feitas entre 7:00 e 10:00 horas da manha em E. uniflora e entre 21:00 e 23:00
horas em C. hilariana, devido ao metabolismo &acido das crassulaceas
apresentado por esta espécie. A fluorescéncia da clorofila foi medida as 10:00
horas nas duas espécies.

Para a quantificagdo das clorofilas a, b e dos carotendides em folhas
adultas, no final das 40 simulagbes, amostras do material vegetal congelado a -
80°C, por uma semana, foi homogeneizado em acetona 80% com a adi¢do de
bicarbonato de calcio e areia lavada. Apds centrifugagdo a 6000 rpm por 10
minutos a 10°C, os teores de clorofilas e de carotenos foram determinados por
espectrofotometria segundo método proposto por Lichtenthaler (1987).

A permeabilidade das membranas foi determinada em 15 discos foliares de
folhas adultas de E. uniflora e 10 discos de C. hilariana (com 5 mm de diametro
cada). Os discos foliares, previamente pesados e lavados, foram colocados em
agua desionizada durante 4 horas e, entdo, foi medida a condutividade elétrica
inicial da solucao (i). Em seguida, as solu¢des foram transferidas para estufa a
90°C por duas horas, para rompimento das membranas celulares e, apos
resfriamento, foi medida a condutividade elétrica final (f). A permeabilidade das
membranas foi calculada pela formula i/(i+f) x 100, conforme citado por Tarhanen
et al., 1999.

No final da ultima chuva simulada, foram medidas as atividades
enzimaticas de peroxidase, catalase e dismutase do superdéxido.

Amostras de 0,3 g de tecido fresco de folhas adultas de E. uniflora e C.
hilariana foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 6,8, e
EDTA 0,1 mM, em almofariz de porcelana, filtradas através de quatro camadas de
gaze e centrifugadas a 12.000xg durante 20 minutos. Os sobrenadantes foram
utilizados nos testes enzimaticos. Todo o processo foi realizado a 4°C.

A atividade da peroxidase (POD EC1.11.1.7) foi determinada pela adicao

de 100 ul do extrato enzimatico bruto a 4,9 ml do meio de reagdo constituido de
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tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM, a
25°C (Kar e Mishra, 1976). O aumento na absorvancia a 420 nm foi medido
durante os dois primeiros minutos de reacao e utilizado no calculo da quantidade
de purpurogalina formada, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
2,47 mM"em™ (Chance e Maehley, 1955).

A atividade da catalase (CAT EC1.11.1.6) foi determinada pela adicao de
500 ul do extrato enzimatico bruto a 2,9 ml do meio de reagao constituido de H,O,
12,5 mM em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 a 30°C (Havir e McHALE,
1987). O decréscimo na absorvancia a 240 nm, nos dois primeiros minutos foi
medido e utilizado no calculo da quantidade de H,O, gasta, utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 36 M'cm™ (Anderson et al. 1995).

A atividade da dismutase do superoxido (SOD EC1.15.1.1) foi determinada
pela adicao de 50 ul do extrato enzimatico bruto a 2,95 ml do meio de reagéo
constituido de metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 100
nM e riboflavina 2 uM, em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8 (Del Longo et
al., 1993). A reacgao foi desenvolvida numa camara fechada e forrada com papel
aluminio, a qual continha no seu interior uma lampada fluorescente de 15 W. O
inicio da reacao se deu acendendo-se a lampada e o final, apds 15 minutos, com
o desligamento da mesma. A producdo de formazana azul resultante da
fotorreducado do NBT, foi medida pelo incremento na absorvancia a 560 nm. Para
o "branco" utilizou-se a mesma mistura de reacdo anterior, mas mantendo-se o
sistema no escuro. A atividade enzimatica foi expressa em unidade SOD,
conforme sugerido por Beauchamp e Fridovich (1971).

Para microscopia fotbnica, amostras da lamina foliar foram fixadas
segundo Karnonsky (1965), desidratadas em série etilica/butilica, e incluidas em
parafina. Cortes transversais, com 10 ym de espessura, foram corados com
fucsina e azul de Astra e montados em “permount”. Apds observacao, foi feita
documentacao fotografica, utilizando-se um fotomicroscopio (OLYMPUS AX70)
equipado com sistema U-photo.

As amostras para microscopia eletrbnica de varredura foram fixadas
segundo Karnonsky (1965) e poés-fixadas em tetréxido de ésmio (1%). Apos
desidratacdo do material em série etilica, foi realizada a secagem em ponto
critico, o material vegetal foi fixado em "stub" utilizando-se fita adesiva dupla e,
posteriormente, cobertura metalica com ouro. A documentacdo foi feita em

microscopio “JEOL T200".
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O desenho experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes por tratamento. As médias foram submetidas a analise de variancia

(ANOVA) e teste de Tukey a 5%, para comparagao.

3- Resultados
- Avaliagoes do crescimento e fitotoxicidez

Como o coeficiente de variacao foi elevado, apesar das médias de altura
da planta em E. uniflora terem sido bastante diferentes, nao se detectou diferenca
significativa. No caso de C. hilariana, as médias foram semelhantes e, também,
nao se detectou diferenga significativa entre as mudas expostas e ndo expostas a
chuva acida (Figura 1-A).

As mudas de Eugenia uniflora, submetidas a chuva acida, apresentaram
varias necroses pontuais, diferindo estatisticamente do tratamento controle
(Figura 1-B), ao contrario do observado em Clusia hilariana, na qual foram

visualizadas raras necroses pontuais (Figuras 1-B).

- Avaliagoes bioquimicas e fisiolégicas

Apods as 40 simulagbes acidas consecutivas observou-se que, tanto em E.
uniflora quanto em C. hilariana, a gs, a E e a A das plantas tratadas foram
similares as das plantas controle (Tabela 1).

No 40° dias de exposicao a chuva acida foram observadas em E. uniflora
reducdes significativas das clorofilas a, b e carotendides. Em C. hilariana,
nenhuma das variaveis foi modificada, inclusive os teores de clorofilas e caroteno
(Tabela 1).

A razéo F,/F, aumentou cerca de 6% em E. uniflora, mas néo foi afetada em
C. hilariana, apos 40 dias de exposigdo a chuva acida (Tabela 1).

A permeabilidade idnica total das membranas celulares, também, nao foi

alterada com a chuva acida nas duas espécies estudadas (Figura 2).
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Tabela 1- Condutancia estomatica (gs), transpiragao (E), assimilagéo liquida de CO, (A), relagcdo CO; interno/CO, externo
(CilCa), clorofila a, clorofila b, caroteno e razédo F,/Fn,, medidos apds 40 dias de chuva simulada em E. uniflora (A) e

C. hilariana (B).

A
E. uniflora
Chuva gs E A Ci/Ca Clorofilaa | Clorofilab caroteno Fu/Fm
Simulada mol.m?.s” mmol.m?s” | umol.m?.s” - mg.g 'MF mg.g 'MF mg.g 'MF -
Controle 0,08+0,01 | 1,07+0,06 | 4,19+0,68 | 0,72+0,03 | 0,78**+0,06 | 0,36**+0,02 |75,38**+5,06| 0,69*+0,01
pH 6,5 A A A A A A A B
ChuvaAcida | 154002 | 1484012 | 589£0,73 | 0,72£0.01 | 0,13£0,01 | 0,06*£0,01 |13,65*+1,17| 0,73*+0,02
pH 3,0 A A A A B B B A
B
C. hilariana
Chuva gs E A Ci/Ca Clorofila a Clorofila b caroteno Fu/Fm
Simulada mol.m?s”’ | mmol.m®s”’ | umol.m?s” - mg.g 'MF mg.g 'MF mg.g'MF -
Controle 0,02+0.01 | 0,35+0,07 | 2.81+0,67 | 0,72+0,03 | 0,04+0,01 | 0,02+0,01 | 4,22+0.80 | 0,80+0,00
pH 6,5 a a a a a a a a
ChuvaAcida | 054000 | 0324004 | 2,66£0,59 | 0,72¢0.01 | 003£0,01 | 0014000 | 3.50:0,32 | 0,80+0,00
pH 3,0 a a a a a a a a

* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); ** = altamente significativo (P<0,01).
Letras maiusculas comparam médias de E. uniflora e letras minusculas, de C. hilariana.
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Figura 2- Efeito da chuva &cida sobre a permeabilidade de membranas de E.
uniflora e C. hilariana. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A atividade da SOD somente foi alterada pela chuva acida em C. hilariana,
na qual se observou um aumento de 30% em relagéo as plantas controle (Figura
3). A atividade da peroxidase, entretanto, aumentou nas duas espécies com
aproximadamente mesma intensidade. A atividade da catalase, a semelhanga do
que aconteceu com a SOD, somente aumentou com a aplicacdo de chuva acida

em C. hilariana (Figura 3).

- Alterag6es morfolégicas e micromorfolégicas apresentadas por E. uniflora
expostas a chuva acida:

A lamina foliar de E. uniflora é dorsiventral e hipoestomatica, composta por
uma camada de parénquima paligadico, contendo cristais de oxalato de calcio do
tipo drusas ou cristais prismaticos, e 7 a 8 camadas de parénquima lacunoso. A
nervura foliar € formada por feixes bicolaterais, envolvidos por uma bainha
parenquimatosa, contendo fibras nas faces dorsal e ventral. Apresenta
colénquima anelar como tecido de sustentagdao comunicando-se com as fibras em
ambas as faces. O mesofilo encontra-se interrompido, em algumas regides, por
glandulas arredondadas, chamadas bolsas secretoras, contendo duas células de
revestimento em sua parte superior, o que é caracteristico da espécie (Figura 4),
como relatado por Fontenelle et al. (1994).

As plantas de E. uniflora, submetidas a chuva acida, apresentaram
necroses por toda a lamina foliar, principalmente nas nervuras mediana e no
limbo foliar. Algumas vezes, verificaram-se necroses atingindo toda a lamina
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Figuras 4 a 11- Cortes transversais da |amina foliar de Eugenia uniflora
observados ao microscopio fotdnico. Figura 4- Nervura
mediana da planta controle. Figuras 5 a 7- Alteragbes nas
nervuras medianas expostas a chuva acida. Figuras 8, 10 e
11- Alteragdes no limbo foliar provocadas pela chuva acida.
Figura 9- Controle do limbo foliar. EAD - epiderme adaxial,
EAB - epiderme abaxial, IC - idioblasto cristalifero, PP -
parénquima paligadico, PL - parénquima lacunoso, BS - bolsa
secretora, E — estdmato, Seta — hipertrofia, TC - tecido de
cicatrizacdo, * - colapso do mesofilo, N — necrose, CH —
célula com hiperplasia. Barras = 50 um.






foliar, colapsando todos os tecidos foliares, inclusive a nervura principal. Nesta
pdde-se reconhecer apenas o xilema e os corddes de fibras que envolvem o feixe
vascular nas faces adaxial e abaxial, embora tenham apresentado aspecto
deformado (Figura 5). Em algumas nervuras medianas necrosadas, observou-se
hipertrofia, com proliferagdo das células parenquimaticas na face abaxial (Figura
6), com formato e conteudo diferentes das células originais da nervura no
tratamento controle (Figura 4). Em outro exemplo de necrose na nervura mediana
pdde-se observar um tecido de cicatrizagao nitido na regido de transicéo entre o
tecido necrosado e o sadio (Figura 7). Adjacente ao tecido de cicatrizagao, devido
ao colapso das células do mesofilo, este se apresentou reduzido, em comparagao
ao mesofilo do outro lado da nervura mediana (Figura 7).

Em uma das necroses observadas no limbo foliar verificou-se degradagao
e colapso das células da epiderme adaxial e parte do parénquima clorofiliano. As
células parenquimaticas vizinhas a necrose apresentaram-se muito coradas, com
formato isodiamétrico e sem diferenciagdo em parénquima paligadico (Figura 8), o
qual é caracteristico da espécie (Figura 9). Algumas vezes, puderam-se observar
regides do mesofilo amplamente necrosadas. Nestas, ocorreu colapso total dos
tecidos, sendo possivel distinguir apenas as bolsas secretoras (Figura 10). Em
outra necrose, observou-se colapso das células da epiderme adaxial, do
parénquima clorofiliano e da epiderme abaxial, provocando redugao local na
espessura do mesofilo (Figura 11). Foram visualizadas células hipertrofiadas
préximas a regiao necrosada (Figura 11).

Na epiderme adaxial das plantas de E. uniflora expostas a chuva acida
simulada observou-se intensa escamacao da cera epicuticular em forma de
placas (Figura 12 e 13). Na regido de transigdo entre o tecido sadio e o tecido
danificado puderam-se observar células com aspecto plasmolisado (Figura 12) e
rompimento de cera epicuticular (Figura 13). Na epiderme das faces adaxial e
abaxial foram observadas regides convexas com células de tamanho e formato
maiores que as demais células epidérmicas, tanto nas plantas expostas a chuva
acida quanto nas plantas controle, que correspondem ao local onde estao
situadas as bolsas secretoras (Figuras 12 e 17).

Na epiderme abaxial das plantas do tratamento controle pbde-se verificar
estdbmatos numerosos, com células guarda e crista estomatica intactas (Figuras
14 e 15).
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Figuras 12 a 19- Alteragdes na superficie foliar de E. uniflora em resposta a chuva
acida (eletromicrografia de varredura). Figuras 12 e 13-
Epiderme adaxial exposta a chuva acida simulada por 40 dias.
Figuras 14, 16 a 19- Epiderme abaxial, apds tratamento com
chuva acida. Figura 15- Epiderme abaxial das plantas controle.
TN - tecido necrosado, TS - tecido sadio, BS - bolsas secretoras,
CP - células plasmolisadas, CE - cera epicuticular, E - estbmato,
EG - estdbmato gigante, Es - esporos e Hi - hifas de fungos.
Barras = 10 um.
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Na face abaxial de folhas de E. uniflora, expostas a chuva acida, também
foi verificada escamacdo da cera epicuticular e varias perfuragdes formando
canais de penetragao do poluente para os tecidos internos da folha. Os estdmatos
apresentaram-se deformados, com ostiolos flacidos (Figuras 16, 17, 18 e 19) e
mais abertos que os das plantas controle. Verificaram-se, eventualmente,
estdbmatos de maiores proporgdes que os usuais (Figura 17), entretanto, tais
estdbmatos ndo foram observados nas plantas do controle. Na figura 18, puderam-
se verificar duas bolsas secretoras, sendo que em uma das estruturas, o
conteudo ja foi eliminado. Préximos ao “estdbmato gigante” e as bolsas secretoras,
verificaram-se muitos estdmatos deformados (Figura 17). Muito freqientemente,
foram verificados hifas e esporos de fungos nas folhas de plantas expostas ao
tratamento de chuva acida, principalmente na face abaxial da folha (Figuras 18 e
19).

- Alteragées morfolégicas e micromorfolégicas apresentadas por C.
hilariana expostas a chuva acida:

A estrutura da margem foliar de C. hilariana, das plantas controle revelou
células epidérmicas altas com revestimento cuticular espesso, formando flanges
cuticulares, na qual a impregnacao de cutina atingiu a parede periclinal interna.
Abaixo da epiderme foram encontradas células parenquimaticas, podendo conter
compostos fendlicos e canais secretores esquizogenos gomorresiniferos de
tamanhos variados em meio ao parénquima (Figura 20).

As plantas de C. hilariana expostas a chuva acida apresentaram, ao final
de 40 dias de simulagdo de chuvas, necroses nas margens, nas quais as ceélulas
parenquimaticas apresentaram-se completamente colapsadas e o0s canais
gomorresiniferos com diametro aumentado (Figura 21), quando comparado com
as plantas do tratamento controle (Figura 20). Observou-se também, um cordao
de células com planos de divisdo anticlinal e caracteristicas meristematicas,
isolando a regido necrosada da regido sadia, constituindo-se num tecido de
cicatrizagdo. Adjacente a este tecido de cicatrizagdo, pdde-se verificar células
parenquimaticas com conteudo amilaceo (Figura 21).

Foram também observadas necroses na face abaxial das folhas de C.
hilariana expostas a chuva acida. Nestas, verificou-se colapso das células do
parénquima lacunoso e presenga de tecido de cicatrizagao nitido, isolando a
regido necrosada. As células parenquimaticas, proximas ao tecido de
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Figuras 20 a 29- Cortes transversais de Clusia hilariana expostas a chuva acida
pH 3,0. Figura 20- Controle da margem foliar. Figura 21-
Margem foliar necrosada. Figura 22- Necroses na face abaxial
das folhas. Figura 23- Detalhe da necrose anterior. Figura 24-
Limbo foliar das plantas controle. Figura 25- Detalhe da face
abaxial das plantas controle. Figura 26- Necrose na margem.
Figura 27- Necrose total das células da margem. Figura 28-
Limbo foliar na regido de transicdo entre tecido necrosado e
tecido sadio. Figura 29- Limbo foliar das plantas controle. EAD
- epiderme adaxial, EAB - epiderme abaxial, CG - canal
gomoresinifero, E — estdbmato, Seta — cuticula, TC - tecido de
cicatrizacdo, CP — células plasmolisadas, CF — composto
fendlico, A — graos de amido, H — hipoderme. Barras = 50 um.
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cicatrizacdo, apresentaram-se mais volumosas contendo tanino e amido, e as
células epidérmicas, embora tenham se apresentado mais coradas, nao
apresentaram aspecto semelhante a plasmdlise (Figuras 22 e 23). Nas plantas do
controle, verificou-se epiderme abaxial unisseriada, com cuticula espessa e
sinuosa, conferindo a ornamentacgéao caracteristica da espécie (Figuras 24 e 25).

Com o avango da necrose, observou-se nitidamente o tecido de
cicatrizacdo se estendendo da face adaxial até a abaxial da folha (Figura 26), e
margem totalmente necrosada, com células pseudo-plasmolisadas e colapsadas,
mas com epiderme visivel e cuticula espessada (Figura 27).

Na interface do limbo foliar, entre a regido necrosada e a regidao sadia,
observou-se que algumas células do parénquima paligadico apresentaram-se com
conteudos densos, provavelmente compostos fendlicos, e algumas células com
acumulo de amido. Notou-se aspecto semelhante a plasmdélise e colapso das
células da hipoderme e do parénquima clorofiliano, contribuindo para a reducgéao
na espessura do mesofilo (Figura 28), em comparagédo com as plantas do
tratamento controle, que apresentaram trés camadas de hipoderme distintas, na
qual puderam-se visualizar canais gomorresiniferos e auséncia de conteudos
como amido e compostos fendlicos nas células do parénquima paligadico (Figura
29).

A epiderme adaxial das plantas de C. hilariana expostas a chuva acida
mostrou protuberancias, depressdes e perfuragbes pontuais em algumas células
epidérmicas (Figuras 30 e 31). Estas perfuragbes, quando vistas em maior
aumento revelaram rompimento da cuticula e das células epidérmicas, formando
um canal de penetragédo da chuva acida para os tecidos internos da planta (Figura
31). Verificou-se também escamacédo da cera epicuticular na forma de placas
(Figura 32). Nas plantas do tratamento controle observou-se auséncia das
perfuracdes e do rompimento da cera epicuticular (Figura 33).

Na epiderme abaxial, observou-se melhor o relevo das células epidérmicas,
devido a maior liberagédo da cera epicuticular nas plantas expostas a chuva acida
(Figura 34). As células subsidiarias se apresentaram retorcidas devido a
pseudoplasmdlise enquanto as células-guarda estavam totalmente alteradas,
flacidas e com a parede danificada (Figuras 34 e 35). Algumas vezes, verificou-
se ruptura
da crista estomatica e lesdo da face ventral das células-guarda, podendo-se
visualizar os fragmentos das células rompidas (Figura 36). Nas plantas controle,
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Figuras 30 a 37- Alteragdes na superficie da folha de C. hilariana em resposta a
chuva acida (eletromicrografia de varredura). Figuras 30 a 32-
Epiderme adaxial apds exposicdo a chuva acida simulada
durante 40 dias consecutivos. Figura 33- Epiderme adaxial das
plantas controle. Figuras 34 a 36- Epiderme abaxial exposta ao
tratamento. Figura 37- Epiderme abaxial das plantas controle. P
- protuberancias, D - depressdes, Pe - perfuracbes, CE - cera
epicuticular em placas, CEP - células epidérmicas propriamente
ditas, CS - células subsidiarias, CG - células guarda e O -
ostiolo. Barras = 10 ym.
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ao contrario, observaram-se células guarda intactas e subsidiarias organizadas
(Figura 37).

4- Discusséao e Conclusodes

Apesar do solo usado neste experimento ter sido coletado a 1400 m da
usina de pelotizagdo, o teor de ferro encontrado na analise de solo nao foi
elevado, provavelmente porque o material foi coletado a 20 cm de profundidade.
Aparentemente, a deposicédo de ferro particulado nesta area da siderurgia foi
apenas superficial ndo chegando a comprometer a regido em que se concentram
as raizes das plantas. Estudos prévios realizados por Lopes et al. (2000),
entretanto, confirmam que o ferro particulado emitido pela siderurgica atingiu 1400
m de distancia da fonte emissora.

A acidez do solo usado no presente experimento favorece, até certos
limites, a disponibilizagdo de alguns nutrientes para as plantas, promovendo o
crescimento das mesmas (Marschner, 1995). Por outro lado, 0 aumento da acidez
do solo, devido as simulacbes acidas consecutivas, também, tem promovido
maior disponibilizagdo de aluminio (AI*®) e manganés (Mn*?), com conseqiiente
reducao na taxa de decomposi¢céo da matéria organica, na lixiviagao de nutrientes
minerais, na mudanga na distribuicdo dos microorganismos do solo e na redugéo
da disponibilidade de molibdénio (Wood e Bormann, 1977; Olson, 1983; Mortvedt,
1983; Binns, 1985; Gorham, 1998). Apesar do presente experimento ter sido
relativamente curto, alguns destes efeitos podem ter ocorrido, pois 0 solo nao foi
protegido durante as simulagbes. Por outro lado, parece nédo ter sido suficiente
para promover alteragdo no crescimento das espécies estudadas, fato também
verificado por outros autores (Koricheva et al., 1997).

O tipo de metabolismo apresentado pelas plantas, provavelmente, modifica
a intensidade de alteragdes visuais provocadas pela chuva acida. Em C. hilariana,
por exemplo, que apresenta obrigatoriamente metabolismo acido das
crassulaceas (Franco, 1989), com abertura estomatica ocorrendo a noite, o
estresse pela chuva acida pode ter sido menor, pois as simulacbes foram
aplicadas pela manha e pode ter evaporado grande parte da agua até o periodo
noturno. Soma-se ainda, a maior espessura de sua cuticula que dificultaria a
penetracao da agua da chuva acida. E. uniflora, por sua vez, sendo uma planta

com metabolismo C3, apresentava estbmatos abertos durante o periodo de
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simulacao da chuva acida e tendo cuticula menos espessa que C. hilariana, pode
permitir maior penetragéo da solugao acida (Kerstiens, 1994; Percy et al., 1994).

Os estresses causados por variados poluentes, geralmente, promovem
diminuicdo da relacédo F./Fn (Garty et al.,, 2002). No presente experimento,
entretanto, esta relagcdo em E. uniflora, tanto nas plantas controle como nas
tratadas com chuva acida, foram menores do que os valores de referéncia
propostos por Bjorkman e Demmig (1987). Aparentemente, o tratamento com
chuva acida estimulou o fotossistema 2, diminuindo as perdas da energia
luminosa na forma de fluorescéncia, conforme sugerem Bolhar-Nordenkampf e
Oquist (1993). Em C. hilariana, entretanto, ndo foi verificada diferenga na razao
F./Fn das plantas expostas a chuva acida. Alguns autores encontraram resultados
semelhantes com outros poluentes e espécies vegetais (Lanaras et al.,, 1994;
Divan Juanior, 2002).

A reducao no teor de clorofilas a e b encontradas em E. uniflora, a
semelhanga do encontrado por Fan e Wang (2000) quando expuseram espécies
lenhosas a chuva acida pH 2,0, pode ser resultante de perdas de nutrientes
foliares, causados pelas lavagens das chuvas acidas, especialmente o magnésio,
um dos principais constituintes das clorofilas. Pode ter ocorrido, também, aumento
na degradagao da clorofila com o acumulo de espécies de oxigénio ativo induzido
pela chuva acida (Koricheva et al., 1997; Velikova et al., 2000). Em C. hilariana,
entretanto, os teores de clorofilas ndo foram sensiveis ao tratamento com chuva
acida, fato verificado por outros autores em outras espécies vegetais (Lanaras et
al., 1994; Divan Junior, 2002).

Embora a chuva acida possa alterar a integridade das membranas, no
presente experimento, isto parece nao ter acontecido pois ndo se observou
aumento no vazamento de eletrélitos celulares dos discos foliares, nas duas
espécies testadas. Caracteristicas estruturais foliares das duas espécies podem
ter contribuido para nio ter ocorrido esta perda de ions.

As folhas de C. hilariana apresentaram aumento na atividade da dismutase
do superoéxido nas plantas expostas a chuva acida, conforme verificado por outros
autores em outras espécies vegetais (Koricheva et al., 1997, Gabara et al., 2003).

O aumento da atividade da peroxidase verificado em E. uniflora e C.
hilariana, neste experimento, é similar ao observado com outros poluentes,

sugerindo um papel protetor desta enzima contra o estresse oxidativo (Velikova et
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al., 2000), evitando, por exemplo, danos as membranas das células, como
verificado nas duas espécies avaliadas neste experimento.

A maioria dos trabalhos cita reducao na atividade da catalase em plantas
expostas a algum tipo de estresse, incluindo a chuva &cida (Velikova et al., 2000,
Gabara et al., 2003), ao contrario do verificado neste trabalho, em C. hilariana.
Nesta espécie, provavelmente, baixo nivel de H,O, funciona como sinalizador,
desencadeando as respostas antioxidativas, ndo necessitando de grande
acumulo desta molécula, o que justificaria a redu¢do na atividade da catalase. O
sistema antioxidativo desta espécie apresentou-se muito eficiente, pois todas as
enzimas antioxidativas avaliadas neste trabalho apresentaram aumento em sua
atividade.

O estudo anatémico evidenciou que algumas necroses encontradas em E.
uniflora comegaram a partir da epiderme adaxial corroborando que a rota de
entrada de substancias da chuva acida se da através da cuticula (Evans et al.,
1977; Evans, 1984; Kerstiens, 1994). Danos ocasionados a cuticula resultam em
liberacdo das solugcbes do apoplasto, aumentando a permeabilidade e, ou
capacidade de troca dos ions da cuticula, aumento na “molhabilidade” da
superficie da area de contato e/ou do tempo da precipitagdo sobre a cuticula e
modificacao do fluxo cuticular de ions, pela mudanga na concentracdo da solugao
sobre a cuticula (Kerstiens, 1996).

E. uniflora apresentou algumas necroses, nas quais as células da
epiderme, nas faces adaxial e abaxial e o parénquima clorofiliano apresentaram-
se totalmente colapsados, promovendo a redugdo da espessura do mesofilo,
como encontrado por outros autores para outros poluentes (Azevedo, 1995;
Chaves, 1997; Silva, 1998).

Em C. hilariana, as caracteristicas estruturais observadas na face abaxial
das folhas necrosadas, como cuticula espessa e células epidérmicas sem colapso
ou aspecto plasmolisado dao indicio de que o efeito da chuva acida iniciou-se a
partir dos estbmatos, e logo atingiu a camara subestomatica e o parénquima
lacunoso. Com o avango da necrose, esta atingiu o parénquima paligadico e a
hipoderme na face adaxial da folha, promovendo pseudoplasmodlise nestas
células, contribuindo para a reducéo na espessura do mesofilo.

O tecido de cicatrizagao verificado nas células parenquimaticas adjacentes
as necroses na folhas de C. hilariana é muito semelhante ao suber de cicatrizagao
encontrado por Schneider (1985), em folhas desta espécie atacadas por fungos.
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Este tecido de cicatrizagao funciona como uma “barreira” impedindo o avanco da
necrose para outras regides da folha. Staswick (1992) propbs que as lesbes
ativam a proteina sistemina que funciona como sinalizador sistémico, liberando o
acido linolénico da membrana, apos se ligar a um receptor na membrana
plasmatica. O acido jasménico, sintetizado a partir do acido linolénico livre, produz
proteinas de estoque vegetativo que promovem a formacgdo do tecido de
cicatrizacdo nas regides atacadas por patégenos (Staswick, 1992; Taiz e Zeiger,
1998).

Durante o estresse, o acumulo espécies reativas de oxigénio pode oxidar o
grupamento SH da Rubisco, promovendo sua degradacgéo proteolitica, e ainda
danificar as proteinas de membrana, afetando os processos de transporte,
resultando na inibicdo da exportagdo de glicose e acumulo de carboidratos e
amido nas células do mesofilo e préximo as nervuras foliares (Rennemberg et al.,
1996), conforme se observou em C. hilariana. Soda et al. (2000), também
observaram células do mesofilo de Pinus halepensis colapsadas e que
acumulavam amido e lipidios apds exposicao ao didxido de enxofre e ozbnio.

Nas duas espécies estudadas neste experimento, foram verificados
acumulos de compostos fendlicos nas células parenquimaticas proximas a
necrose. Os compostos fendlicos, presentes nos vacuolos das células
parenquimaticas, se extravasam com o rompimento das membranas celulares,
estabelecendo as necroses (Zobel e Nighswander, 1991; Zobel, 1996).

A analise ultraestrutural dos estdématos, nas duas espécies expostas ao
tratamento com chuva &cida mostrou alteracbes capazes de comprometer a
eficiéncia da fotossintese, como criptas estomaticas rompidas e células-guarda
flacidas em E. uniflora e células-guarda perfuradas e subsidiarias retorcidas em C.
hilariana. Entretanto, A gs, E e A observadas apds os 40 dias de chuva acida
simulada sugerem que a duracao do experimento nao foi suficiente para promover
alteragdes em grande escala nos estdbmatos. As amostras foliares coletadas para
microscopia eletrénica de varredura sdo pontuais, refletindo as alteracbes em
regides especificas onde estdo localizadas as necroses, podendo n&o ser
significativas a ponto de serem registradas num IRGA ou fluorémetro.

Pode-se concluir que as plantas de E. uniflora expostas a chuva acida
mostraram-se mais vulneraveis as alteragbes bioquimicas, fisiolégicas e

anatdmicas do que as plantas de C. hilariana.
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CAPITULO 3
BIOMONITORAMENTO PASSIVO DAS EMISSOES DE FERRO PARTICULADO
E SO, COM ESPECIES VEGETAIS DE RESTINGA.

RESUMO - As espécies vegetais Byrsonima sericea DC. (Malpighiaceae), Cordia
verbenacea DC. (Boraginaceae) e Psidium guineense SW. (Myrtaceae) foram
estudadas numa mata remanescente e original de restinga, pertencente a uma
usina de pelotizagdo, no periodo de margco de 2002 a fevereiro de 2003. O
objetivo foi avaliar os efeitos das emissdes da usina sobre o crescimento, a
fenologia e parametros morfologicos e histoquimicos, visando o biomonitoramento
passivo. Foram avaliados: o numero de folhas, o lancamento de folhas novas, o
numero de folhas cloréticas e, ou necrdticas, a fitotoxicidade de clorose e, ou
necrose nas folhas, a temperatura foliar, o diferencial de temperatura entre a folha
e o0 ar, a temperatura da planta, o numero de flores ou de inflorescéncias, o
numero de frutos ou de eixo com frutos e o indice SPAD de clorofila. Foram ainda
calculadas as percentagens de folhas cloréticas e, ou necréticas. Folhas adultas
foram coletadas para quantificacdo do teor de ferro e enxofre e para detectar,
através de teste histoquimico, a presenca de ferro nos tecidos vegetais. Verificou-
se grande diversidade nas respostas das espécies a poluigdo, demonstrando uma
grande versatilidade das espécies na sobrevivéncia a ambientes impactados. As
plantas de B. sericea, no local exposto, apresentaram maior teor de clorofila,
menor temperatura foliar, maior nuimero de folhas e nao variaram quanto ao
lancamento de folhas novas, ao numero de flores e frutos, quando comparadas
com o local ndo exposto. B. sericea, parece, portanto, ter sido a espécie menos
afetada pelas deposi¢coes da usina. Por outro lado, C. verbenacea no local
exposto apresentou maiores teores de clorofila, de temperatura foliar, de
diferencial de temperatura da folha-ar, e menores numero de folhas, flores e
frutos. As plantas de P. guineense expostas as emissdes da usina produziram
menos clorofila, maior diferencial de temperatura folha-ar, maior langamento de
folhas, e menor nimero de folhas. Nao apresentou flores e frutos neste local. As
deposicbes da usina podem ter afetado a reprodugcdo sexuada desta espécie,
podendo promover, em longo prazo, sua eliminagdo local. C. verbenacea
acumulou maior quantidade de ferro que as demais espécies ocorrendo maior
deposigado nas reentrancias localizadas nas bases dos tricomas glandulares. As
plantas de B. sericea podem ter apresentado menor acumulo de ferro devido a
presenca de hipoderme e tricomas malpiguianos, enquanto que em P. guineense,
a protecao parece ter sido viabilizada pela hipoderme.

Palavras Chave: bioindicagdo passiva, deposicao particulada, SO,, plantas
nativas.

SUMMARY- Passive Biomonitoring of Particulate Iron and SO, Emissions
Using Restinga Plant Species — The plant species Byrsonima sericea DC.
(Malpighiaceae), Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) and Psidium guineense
SW. (Myrtaceae) were studied in situ, in a remaining and original fragment of
restinga, owed by a iron ore factory, from March 2002 to February 2003. The aim
of the study was to evaluate the factory emissions effects on the growth and
phenology of the species, besides the histochemical and morphological
alterations, in order to set up a passive biomonitoring protocol. The parameters
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used to screen the plants were the number of leaves, new shoots release, number
of clorotic and necrotic leaves, phytotoxicity of the leaves (by cloroses on necroses
index), foliar temperature, difference between foliar and air temperatures, number
of flowers or inflorescences, number of fruits end fruited axis and chlorophyll
SPAD index. Full grown leaves were harvested to quantify the iron and sulfur foliar
content, and to detect iron presence in the tissues by histochemical testing. The
three species had a diversity of response to the pollutant emissions, showing their
great capacity of surviving in a very disturbed environment. Plants of B. sericea
from the exposed location showed higher chlorophyll content, lower foliar
temperature, greater number of leaves, no difference on the amount of new
shoots, flowers and fruits released when compared to the plants from the no
exposed site. This indicates, thus, that B. sericea was less affected by the factory
emissions and depositions. On the other hand, C. verbenacea from the exposed
site, displayed the highest content of chlorophyll, foliar temperature, temperature
differences and the lowest number of leaves, flowers and fruits. The P. guineense
plants exposed to the factory emissions had lower chlorophyll content, greater
temperature difference, greater release of new shoots, smaller number of leaves,
and no flowers or fruits. The depositions, due to the factory emissions, could have
disrupted the sexual reproduction pattern of P. guineense and eventually causing
its local eradication, on a long time scale. Leaves of C. verbenacea had higher iron
content than the other two species, and the major depositions took place at the
base of glandular trichomes. The fewer accumulation of iron on B. sericea leaves
could be related to the presence of a hypoderm plus malpighians trychomes, while
in P. guineense the protection was mainly due to the presence of a hypoderm.

Key-words: Passive bioindication, particulate deposition, SO,, native species.
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1- Introducgédo

O biomonitoramento € uma ferramenta importante e de baixo custo, pelo
meio do qual plantas podem ser usadas como indicadoras da qualidade do ar
devido a suas respostas diferenciadas a poluigdo. Algumas espécies sao
susceptiveis a poluigao (bioindicadores de reagado), enquanto outras podem
acumular os poluentes em altas concentracbées sem que sintomas visiveis sejam
observados (bioindicadores de acumulacédo) (Mudd & Kozlowski 1975, Kozlowski
1980, Arndt et al. 1995). Os bioindicadores podem ser passivos, quando estédo
presentes em seu ambiente natural, ou ativos, quando sao introduzidos, de forma
padronizada, na area de estudo (Ellenberg et al. 1991).

A usina de pelotizagdo em estudo libera na atmosfera poluentes como o
diéxido de enxofre e o ferro metédlico particulado, que podem alterar o
ecossistema de restinga, a sua volta. Os principais danos ao ecossistema estao
relacionados a alteracao da diversidade especifica, devido a eliminacao local das
espécies mais sensiveis, a redug¢ao do crescimento, da floragao, da frutificagdo e
a alteragdo na ciclagem de nutrientes, pela inibicdo na sua absorc¢do, dentre
outros (Ottaway, 1982; Grantz et al., 2003).

A escassez de dados sobre a resisténcia ou sensibilidade das espécies
tropicais em relagdo a poluicdo limita as possibilidades de se estabelecer
programas de biomonitoramento, reforgcando a necessidade de mais estudos com
plantas nativas tropicais.

As espécies vegetais que serdo estudadas sdo amplamente distribuidas na
restinga de Setiba, Espirito Santo e s&o elas: Byrsonima sericea, uma
Malpighiaceae, de porte arbustivo e conhecido na regido como murici; Cordia
verbenacea (Boraginaceae), que apresenta porte arbustivo e € conhecida como
guaimbé; Psidium guineense (Myrtaceae), que possui porte arbustivo e é
conhecida na regido como araga.

O objetivo deste trabalho foi: avaliar os efeitos das emissdes de uma usina
de pelotizagdo sobre o crescimento e a fenologia, mediante parametros

morfolégicos e histoquimicos, visando desenvolver o biomonitoramento passivo.

2- Material e Métodos
As espécies vegetais avaliadas foram: Byrsonima sericea DC.
(Malpighiaceae), Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) e Psidium guineense

SW. (Myrtaceae). Representantes de cada espécie vegetal (testemunhas) foram
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herborizados segundo metodologias usuais e registrados no herbario VIC da
Universidade Federal de Vigosa, sob os numeros: 27.179, 27.181 e 27.188,
respectivamente para B. sericea, C. verbenacea e P. guineense. Estas espécies
foram selecionadas por pertencerem a formagao original da restinga e estarem
presentes tanto na mata da usina de pelotizacdo quanto no Parque Estadual
Paulo César Vinha (PEPCV), considerado como referéncia para este
experimento. Além destes, o outro requisito foi a presenga de sintomas visiveis de
danos relacionados a poluigdo, como por exemplo, necroses nas folhas.

O experimento foi conduzido sob condicbes de campo, numa mata
remanescente e original de restinga, pertencente a uma usina de pelotizagao,
localizada a 200 m da usina, no municipio de Anchieta, Espirito Santo, sob as
coordenadas 20°46'21,0" S e 40°34'52,3" W. O periodo de execugado do
experimento foi de margo de 2002 a fevereiro de 2003.

Para o acompanhamento dos efeitos da poluicdo foram marcados,
aleatoriamente, trés individuos de cada espécie e trés ramos de cada individuo
em local exposto na mata da mineradora e em local ndo exposto (PEPCV). As
avaliacbes foram feitas mensalmente, por um periodo de um ano.

Os parametros avaliados foram: numero de folhas, langamento de folhas
novas, numero de folhas cloroticas e, ou necroticas, fitotoxicidade de clorose e, ou
necrose nas folhas, temperatura da massa foliar, diferenga entre a temperatura do
ar e da planta, numero de flores em P. guineense ou de inflorescéncias em B.
sericea e C. verbenacea e numero de frutos em P. guineense ou de eixo com
frutos em B. sericea e C. verbenacea, além de indice SPAD de clorofila. Folhas
adultas foram coletadas para quantificacdo de ferro e enxofre e para deteccéo
histoquimica de ferro nos tecidos vegetais.

A fitotoxicidade de necroses e cloroses foi expressa em indice calculado a
partir de notas atribuidas, de acordo com a percentagem da area foliar clorética
ou necradtica, obedecendo a seguinte escala: 0- sem clorose ou necrose; 1- com
clorose e, ou necrose em até 25% da area foliar; 2- com clorose e, ou necrose de
26 a 50% da area foliar; 3- de 51 a 75% da area foliar com clorose e, ou necrose;
e 4- com clorose e, ou necrose de 76 a 100% da area foliar.

A temperatura da massa foliar e o diferencial entre a temperatura do ar e
da planta foram avaliadas com o uso de um termémetro a infravermelho (AG-2
Infrared termomether) da TELATEMP.
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O teor de clorofila foi determinado por meio do colorimetro SPAD, modelo
501 da Minolta, com base na leitura de 4 folhas adultas de cada repeticao,
contendo ou n&o cloroses ou necroses.

Para determinacao do ferro e enxofre no material vegetal, dez folhas adultas,
coletadas a partir do terceiro n6 de cada espécie vegetal foram lavadas em agua
corrente, depois em agua desionizada, e secas em papel absorvente. Apés
secagem em estufa a temperatura de 75°C+/-5°C, as amostras foram moidas
através de peneiras de malha de 1mm. A quantificacdo de ferro foi realizada por
absorcao atdbmica e a de enxofre, por ICP (Inductively Coupled plasma). As
leituras foram realizadas ao final do experimento.

Para detecgao histoquimica do ferro, amostras foliares de folhas adultas
das espécies localizadas no local exposto e no local ndo-exposto (PEPCV) as
deposicbes gasosas e particuladas foram fixadas em glutaraldeido e
paraformaldeido em tampao fosfato pH 7,0 (Karnonsky, 1965). Os cortes obtidos
foram submetidos a uma solugédo constituida de ferrocianeto de potassio 4% e
acido cloridrico 4% (Bancroft et al., 1996). Ap6s 24 horas de reagéo, os cortes
foram lavados e montados em gelatina glicerinada e fotografados em
fotomicroscopio (OLYMPUS AX70) equipado com sistema U-photo. A reagao foi
considerada positiva nas regides dos cortes que apresentaram coloragdo azul,
caracteristica do azul de Prussia. Um controle negativo em que os cortes foram
montados sem o reagente especifico foi desenvolvido em paralelo.

As condi¢cbes climaticas: direcdo e velocidade do vento, pluviometria e
temperatura ambiente foram monitoradas pela Estacao Meteoroldgica instalada a
1400 m da usina.

Foram coletadas amostras de solo das regides expostas e ndo expostas as
emissdes da usina e submetidas a analise.

As concentragbes do SO, e do material particulado foram obtidas numa
estacdo localizada a 1700 m da usina, por meio dos aparelhos de campo Hi-vol e
Tri-gas, que determinam as concentragdes de SO, pelo método do perdxido de
hidrogénio. As particulas totais em suspensao foram determinadas por diferenga
entre o peso final do filtro coletado durante 24 horas, a cada seis dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repeticbes por tratamento. Os dados foram transformados, quando néo

apresentaram homogeneidade de varidncia e distribuicdo normal e foram
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submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias foram submetidas ao

teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para comparagao.

3- Resultados

No periodo em que foram instalados os experimentos verificou-se que o
vento predominante foi o nordeste, com velocidade maxima média de 1,6 m/s. As
maiores velocidades ocorreram nos meses de dezembro e outubro e as menores
em junho e julho (Figura 1). A temperatura do ar variou de 21,42°C a 25,62°C,
com média para o periodo de 23,6°C. A precipitagdo pluviométrica variou de 38,7
a 148,1 mm, tendo a maior densidade de chuva ocorrida no més de novembro. A
média para o periodo foi de 74,1mm (Figura 1).

O solo da regiao exposta ao ferro particulado e ao didoxido de enxofre
apresentou-se mais acido e com menores teores dos elementos P, K, Na, Ca e
Mg, além da presenca de ions APP* do qgue o solo da regido nao-exposta (Tabela
1).

As emissbes da usina de pelotizacdo na forma de particulas totais em
suspensao, incluindo o ferro metalico e didxido de enxofre sdo apresentadas na
Figura 2. Apenas nos meses de junho e janeiro a deposigdo de particulas totais
em suspensdo superou o padrdo secundario (60,2 e 64,4 pg.m'3). No caso do
diéxido de enxofre verificou-se que a sua emissao ficou abaixo do padrao
secundario (40 ug.m™) durante todo o periodo de exposi¢do, chegando, apenas a
um valor proximo a esse padrdo no més de fevereiro (38,8 pg.m™) (Figura 2).

A espécie C. verbenacea foi a maior acumuladora de ferro metalico,
atingindo um valor médio de 8 g.kg™' no local exposto e 0,5 g.kg”" no local néo-
exposto (Figura 3). P guineense acumulou 4,5 g.kg™' no local exposto e 0,4 g.kg™
no local ndo-exposto, enquanto que B. sericea, 3,8 g.kg' no local exposto e
0,2 g.kg™" no local ndo-exposto (Figura 3).

B. sericea apresentou teor de enxofre significativamente maior no local
exposto, enquanto que P. guineense, no local ndo-exposto. Em C. verbenacea
nao houve diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 4).

A temperatura da massa foliar em B. sericea foi maior no local ndo exposto,
enquanto que em C. verbenacea ocorreu no local exposto. A temperatura de P.
guineense nao variou em fungao do local de exposicéo (Figura 5).

C. verbenacea e P. guineense apresentaram maiores diferengas de

temperatura entre o ar e as folhas nas plantas expostas, enquanto que em B.
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Tabela 1- Caracteristica quimica e fisica dos solos. A - Coletado no Parque Estadual Paulo César Vinha. B - Coletado na mata da usina
de pelotizacéo.

A - Solo do Parque Estadual Paulo César Vinha

PARAMETRO H + Al| SB

UNIDADE molc/dm?

RESULTADO 1,7 |3,92

PARAMETRO H + Al SB

UNIDADE mol./dm3

RESULTADO 2,44 0,88
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sericea nao foram observadas diferengas (Figura 6). A interagdo entre meses e
locais de avaliagao foi significativa ao nivel de 1% para todas as espécies, quando
se comparou as plantas ndo expostas e expostas. Em B. sericea, a interagao
significativa ocorreu em margo, enquanto em C. verbenacea, em margo, junho e
outubro e em P. guineense, em margo e outubro (Figura 7).

B. sericea apresentou maior numero de folhas nas plantas expostas,
enquanto que C. verbenacea e P. guineense, nas plantas ndo-expostas (Figura
8). A interagdo entre més e local de coleta foi significativo para P. guineense,
tendo a diferenca entre o numero de folhas das plantas expostas e ndo-expostas
sido marcante no més de agosto (Figura 8).

Em B. sericea, observou-se langamento de folhas novas em quase todos
os meses do ano, principalmente no local exposto as emissdées da usina. Em P.
guineense, o maior langcamento de folhas ocorreu de setembro a novembro
(Figura 9). Com relagao a interagao entre os meses e os locais de coleta, as
maiores diferengas ocorreram nos meses de margo, junho e julho em B. sericea e
em margo em P. guineense (Figura 10).

Os sintomas visuais observados nas plantas expostas ao didxido de
enxofre e ferro particulado foram o aparecimento de folhas cloréticas e necréticas.

A percentagem de folhas cloréticas em B. sericea foi menor em marco
enquanto em C. verbenacea, em margo e maio. Em P. guineense a percentagem
de folhas cloréticas nao foi diferente ao longo do ano (Figura 11). Nesta espécie e
em C. verbenacea, a percentagem de folhas cloréticas foi maior no local exposto
as emissoes da usina (Figura 12).

O indice de fitotoxicidade de cloroses foi menor em margo, junho e
novembro em B. sericea, C. verbenacea e P. guineense, respectivamente (Figura
13). Tanto em B. sericea quanto em P. guineense os maiores indices de
fitotoxicidade foram observados no local exposto as deposi¢cbes particuladas e
gasosas. Interacao significativa entre época de coleta e local de exposi¢ao foi
encontrada apenas para P. guineense no més de agosto (Figura 14).

Em B. sericea apenas nos meses de novembro e janeiro foram observadas
menores percentagens de folhas necrosadas, enquanto que em C. verbenacea,
apenas em maio. Em P. guineense a percentagem de folhas necrosadas nao se
modificou ao longo do ano (Figura 15). Em todas as espécies, as maiores
percentagens de folhas necrosadas ocorreram no local exposto (Figura 16). A

interacdo entre época de avaliagdo e o local de coleta mostrou diferenca
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significativa em B. sericea no més de margo e em C. verbenacea nos meses de
margo, fevereiro e outubro (Figura 17).

Apenas em plantas de C. verbenacea foram observadas diferengas
significativas nos indices de fitotoxicidade de necrose, tendo o menor indice sido
observado em margo (Figura 18). As plantas de P. guineense, por sua vez, foram
as Unicas que apresentaram interacao significativa entre época e locais de coleta,
sendo que a maior diferenga entre os locais de exposi¢cao nesta espécie ocorreu
em margo (Figura 18). Nas trés espécies avaliadas, as plantas expostas as
emissdes da usina apresentaram maiores indices de fitotoxicidade do que as
plantas ndo expostas (Figura 19).

Em B. sericea e C. verbenacea, os maiores teores de clorofila foram
observados nas plantas expostas as emissdes, enquanto que em P. guineense,
nas nao expostas. Em P. guineense, no més de outubro observou-se o menor
teor de clorofila (Figura 20).

O numero de inflorescéncias de B. sericea e de C. verbenacea variou ao
longo dos meses em que durou o presente experimento. Em B. sericea, o maior
numero de inflorescéncias foi verificado nos meses de novembro, janeiro, margo e
maio, enquanto que em C. verbenacea, apenas nos meses de julho e agosto
ocorreu menor floragado (Figura 21). As plantas de C. verbenacea apresentaram
menor numero de inflorescéncias quando expostas as emissdes. Interacéo
significativa entre época e locais de exposicao foi verificada em C. verbenacea no
més de outubro (Figura 21).

Com relagao a frutificagdo, nos meses de janeiro a maio foram verificados
0s maiores numeros de eixos com frutos em B. sericea (Figura 22). As plantas de
C. verbenacea e P. guineense apresentaram maior média de eixos ou de frutos
no local ndo exposto. Interagao significativa entre época e locais de exposi¢ao foi

verificada em B. sericea nos meses de margo e maio (Figura 22).

- Deteccgao histoquimica do ferro Particulado

Em todos os cortes de folhas procedentes do local exposto as emissbes
pode-se verificar depdsito superficial de ferro, do lado externo da folha, mesmo
apos sucessivas lavagens no material vegetal.

Em cortes das folhas de B. sericea coletados no local exposto observou-se
reagao positiva para o ferro nos pélos do tipo malpiguiano, localizados na face

abaxial da nervura mediana e da lamina foliar (Figuras 23 e 24), na cuticula da
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Figuras 23-28- Deteccéo de ferro em cortes transversais da lamina foliar de folhas
adultas de B. sericea, com azul de Prussia, observados ao
microscoépio foténico. Figuras 23-25- Cortes realizados em folhas
coletadas na area exposta as emissdes da usina. Figuras 26-28-
Cortes realizados em folhas coletadas na area nao-exposta as
emissdes da usina. P - pélos malpiguianos e C - cuticula. Barras =
50um.
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epiderme das faces adaxial e abaxial da lamina foliar (Figura 25) em comparagao
com um controle.

Folhas de B. sericea coletadas no local ndo exposto mostraram reacao
menos intensa que as plantas coletadas no local exposto, porém positiva nas
cuticulas e pélos malpiguianos que recobrem toda a face abaxial da folha (Figuras
26, 27 e 28) em comparagao com o controle negativo.

Em cortes da lamina foliar de C. verbenacea expostas as emissdes da
usina verificou-se reacdo positiva para o ferro nos pélos, na epiderme, no
colénquima, em algumas células do xilema e na endoderme localizada na nervura
mediana (Figuras 29 e 30) quando se compara com as plantas sem reagéo,
coletadas na mesma regidao (controle negativo). Todos os tecidos do mesofilo
ficaram corados de azul nas plantas tratadas com ferrocianeto de potassio
(Figuras 31 e 32). As células epidérmicas, da face adaxial e abaxial, incluindo o
estdbmato, e o mesofilo também reagiram positivamente com a formacao do azul
de Prussia (Figuras 31 e 32) quando comparado com o controle negativo. Na face
adaxial, observou-se maior acumulo de ferro na célula da base do pélo tector
(Figura 31), na reentrancia da epiderme adaxial onde se insere o pélo glandular
(Figura 32) e ao longo de todo o pélo.

Nos cortes de C. verbenacea coletadas na area nao exposta também foram
verificadas reagdes positivas basicamente semelhantes as plantas coletadas na
regido exposta, mas a reagao foi menos intensa (Figuras 33 a 35).

Nas folhas de P. guineense expostas ao ferro particulado, verificou-se que
o ferro aderiu aos pélos, penetrou nas células da epiderme, do colénquima e do
parénquima da nervura mediana (Figuras 36 e 37), em comparagdo com O
controle negativo. No mesofilo, verificou-se reacdo apenas na epiderme e nos
pélos (Figura 38).

Folhas de P. guineense coletadas no local ndo exposto mostraram reagao
positiva bastante sutil nos pélos, nas epidermes, no colénquima e em algumas
células parenquimaticas da nervura mediana (Figuras 39 e 40). No mesofilo, as
observacdes foram semelhantes as plantas expostas, mas a reacao foi menos

intensa (Figura 41), quando comparada com o controle negativo.

4- Discussao e Conclusoes
A usina de pelotizagédo esta aumentando o nivel de poluentes na atmosfera

e ultrapassando o padrdo secundario de deposi¢ao de particulas em suspensio
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Figuras 29-35- Detecgéao de ferro em cortes transversais da lamina foliar de folhas
adultas de C. verbenacea, com azul de Prussia, observados ao
microscopio foténico. Figuras 29-32- Cortes realizados em folhas
coletadas na area exposta as emissdes da usina. Figuras 33-35-
Cortes realizados em folhas coletadas na area nao-exposta as
emissbes da usina. PT - pélo tector, PG - pélo glandular, X —
xilema, En — endoderme, Co — colénquima e E — epiderme. Barras
= 50um.
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Figuras 36-41- Detecgéo de ferro em cortes transversais da lamina foliar de folhas
adultas de P. guineense, com azul de Prussia, observados ao
microscopio foténico. Figuras 36-38- Cortes realizados em folhas
coletadas na area exposta as emissdes da usina. Figuras 39-41-
Cortes realizados em folhas coletadas na area nao-exposta as
emissoes da usina. P - pélos, E - epiderme e Co - colénquima.
Barras = 50um.
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nos meses de junho de 2002 e janeiro de 2003. Com relagdo ao dioxido de
enxofre, os valores emitidos foram aceitaveis pela resolucido n° 3 do Conselho
Nacional de Meio Ambiente de 1990. Os teores de ferro e enxofre encontrados no
material vegetal confirmaram que tais poluentes estdo sendo absorvidos pelas
plantas em intensidades variaveis dependendo de fatores inerentes as plantas, do
local e climaticos.

O solo da usina se mostrou acido e com niveis elevados de aluminio (Al*?).
A acidez, dentro de certos limites, favorece a disponibilizagdo de alguns nutrientes
para as plantas (Tamm, 1976), mas, também favorece a liberagado de quantidade
téxica de aluminio (AI*®) e manganés (Mn*?). Além disso, a acidez pode provocar:
reducao da taxa de decomposi¢do da matéria organica, lixiviagdo de nutrientes
minerais, mudanca na distribuicdo dos microorganismos do solo e diminuicdo na
disponibilidade de molibdénio (Wood e Bormann, 1977; Olson, 1983; Mortvedt,
1983; Binns, 1985; Gorham, 1998). O baixo pH do solo e a presenga de AR
podem estar contribuindo para os efeitos toxicos observados nas plantas
estudadas.

A maior absorgao foliar de ferro metalico verificado em C. verbenacea,
seguida de P. guineense e B. sericea devem estar relacionadas com a adesao
das particulas depositadas nas folhas e com as caracteristicas superficiais das
mesmas, tais como serosidade e reentrancias na lamina foliar. As folhas mais
rugosas e menos serosas, como as de C. verbenacea, tendem a reter maior
quantidade de ferro particulado do que as folhas mais lisas e serosas, como as de
B. sericea, na qual a precipitacdo pluviométrica e, ou a intensidade do vento
podem reduzir a deposicao foliar de ferro, a semelhanca do verificado para outros
poluentes (MacLean et al., 1989).

O teor de ferro encontrado em todas as espécies vegetais expostas as
deposicbes particuladas e gasosas, durante este estudo, foram muito superiores
ao nivel critico proposto de 300 a 500 mg.kg'1 (Marschner, 1995; Dobermann e
Fairhurst, 2000), demonstrando que as plantas absorvem o ferro emitido pela
usina.

B. sericea apresentou teores mais elevados de clorofila, menor temperatura
foliar, nenhuma variagao no diferencial de temperatura folha-ar, maior numero de
folhas e nenhum efeito quanto ao langcamento de folhas novas, ao numero de

flores e frutos quando se expbs as plantas as emissdes da usina, em relagao ao
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controle. Esta espécie foi, aparentemente, a menos afetada pela deposicao
particulada. Por outro lado, C. verbenacea apresentou maior teor de clorofila,
maior temperatura foliar, assim como o diferencial de temperatura folha-ar, e
menor numero de folhas, flores e frutos. P. guineense apresentou menor teor de
clorofila, maior diferencial de temperatura folha-ar e maior langamento de folhas,
embora o numero de folhas tenha sido menor. Nao apresentou flores e frutos
neste local. A estratégia usada por P. guineense, portanto, parece ter sido o
investimento na produgado de novas folhas, j& que as folhas adultas nédo se
mantiveram nas plantas e nao se verificou o desenvolvimento de flores e frutos. A
deposicado particulada de ferro afetou, portanto, a reproducdo sexuada desta
espécie, podendo levar, ao longo do tempo, a eliminagéo da referida espécie na
area afetada pela usina a semelhanga do citado por Grantz et al. (2003).

Um dos efeitos mais marcantes da deposicdo do ferro particulado nas
folhas parece ser o aquecimento foliar, provocado pela obstrugdo dos estdématos,
como observado em maior ou menor grau nas plantas avaliadas neste
experimento. A diferenca de temperatura da folha-ar aumentou em C. verbenacea
e P. guineense, enquanto que em B. sericea nao houve efeito significativo. Lopes
et al. (2000) encontraram aumento no diferencial de temperatura folha-ar em
Sophora tomentosa apenas nas plantas localizadas mais préximas da usina,
enquanto que em Rhedia brasiliensis e em Myrtaceae, o diferencial de
temperatura folha-ar aumentou nas plantas localizadas a até 800 m da fonte
emissora. Segundo Larcher (1995) o aumento na temperatura das folhas provoca
mudanga na solubilidade dos gases, modifica as propriedades das membranas
celulares, aumentando sua fluidez e alterando sua permeabilidade, diminui o
metabolismo celular, modifica a atividade enzimatica, provoca desnaturacdo de
proteinas e afeta a estrutura quimica de macromoléculas como o DNA.

No més de margo, em que se verificou aumento significativo no diferencial
de temperatura folha-ar nas trés espécies, ocorreu consideravel emissao de
particulas totais e baixa precipitacao pluviométrica. Este fato, parece, também
justificar efeitos significativos sobre outros parametros como temperatura foliar em
C. verbenacea, lancamento de folhas novas em B. sericea e C. verbenacea,
numero de folhas necrosadas nas trés espécies, percentagem de folhas
necrosadas em B. sericea e C. verbenacea, indice de fitotoxicidade de necrose

em P. guineense e numero de frutos em B. sericea.
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Em B. sericea, no més de marco, verificou-se que, embora o diferencial de
temperatura folha-ar das plantas expostas as emissdes da usina e a percentagem
de folhas necrosadas tenham aumentado, verificou-se também maior langamento
de folhas novas e antecipacao da frutificagcao, tendo em vista que as plantas do
local ndo-exposto o maior numero de frutos ocorreu no més de maio. A estratégia
adotada por B. sericea garantiu a reproducdo sexuada da espécie, a semelhanca
do citado por Grantz et al. (2003).

Em C. verbenacea verificou-se aumento no diferencial de temperatura
folha-ar nos meses de junho e outubro, aumento na percentagem de folhas
necrosadas e redugao no numero de flores no més de outubro. Esta espécie foi a
mais afetada pelas emissbes da usina, comprometendo principalmente, a
reprodugdo sexuada da espécie, que pode descaracterizar a vegetagao original
da restinga, com a persisténcia nas emissoes.

Em P. guineense apesar de ter aumentado o diferencial de temperatura
folha-ar no més de outubro, ndo se observou diferencas em relagao aos outros
parametros.

O Parque Estadual Paulo César Vinha, usado como local ndo exposto ao
ferro particulado proveniente da usina de pelotizagcdo em estudo, pode estar
recebendo, na verdade, deposicao particulada de outras mineradoras localizadas
na regido da grande Vitoria, Espirito Santo, como a Companhia Vale do Rio Doce
e Companhia Siderurgica do Tubarao, implantadas nesta regido. Devido a isto,
algumas diferengas nas respostas entre as plantas do local exposto e do local nao
exposto, sdo sutis. O PEPCV é, portanto, um local referéncia usado para
confrontar as respostas das plantas ao longo do presente experimento.

B. sericea foi a espécie que apresentou menor teor de ferro. A reacao
histoquimica mostrou que, neste caso, o metal ficou aderido aos pélos
malpiguianos que se sobrepuseram na face abaxial da lamina foliar e constituiram
uma barreira a entrada de quantidade excessiva de ferro, protegendo os tecidos
foliares. Na epiderme adaxial, a protegcao dos tecidos pdde estar relacionada a
presenca de uma camada de hipoderme.

E provavel que a estrutura anatémica de P. guineense, como a presenca
de duas a trés camadas de hipoderme, tenham formado uma barreira junto a
epiderme, impedindo a penetragao do ferro metalico para o mesofilo, ja que, pelos
dados da quantificagao de ferro, verificou-se estagio intermediario de acumulo de

ferro.
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A estrutura anatomica de C. verbenacea, como as reentrancias nas células
epidérmicas das bases dos pélos glandulares, parece ter proporcionado maior
retencdo de ferro particulado em suas folhas, em comparagdo com as outras
espécies estudadas neste trabalho. Estudos tém mostrado que as bases dos
pélos séo regides permeaveis a entrada de poluentes (Evans, 1977; Azevedo,
1995; Chaves, 1997). A auséncia de estruturas anatébmicas que dificultam a
penetracao do ferro na planta, como os pélos em B. sericea e hipoderme em B.
sericea e P. guineense, podem ter colaborado para o maior acumulo de ferro em

C. verbenacea.
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CONCLUSOES GERAIS

A usina de pelotizagdo contribuiu para o aumento do nivel de material
particulado e de didéxido de enxofre na atmosfera, algumas vezes, ultrapassando o
padrdo secundario admitido pela resolucdo n° 3 do Conselho Nacional de Meio
Ambiente de 1990 (CONAMA). Os teores de ferro e enxofre encontrados no
material vegetal confirmaram que tais poluentes foram absorvidos pelas plantas
em intensidades variaveis dependendo de fatores inerentes as plantas, do local e
climaticos.

Nas duas espécies, os teores total de ferro na folha foram maiores na
estacao mais proxima da fonte emissora, diminuindo em C. hilariana a medida em
que se afastava da fonte emissora. Em E. uniflora nao se verificou tal tendéncia.

C. hilariana apresentou maior teor de enxofre no material vegetal, do que
E. uniflora, em especial nas plantas mais proximas da usina emissora.

O numero de folhas em E. uniflora aumentou com o tempo de exposigao,
enquanto que em C. hilariana ele se manteve essencialmente constante. Nesta
espécie, observou-se menor numero de folhas nas plantas localizadas a 1700m
da fonte emissora.

O numero e a percentagem de folhas cloréticas e necréticas, assim como o
indice de fitotoxicidade foliar aumentaram a medida em que aumentou o tempo de
exposicao ao ferro particulado e ao SO, e coincidiram com a época em que houve
maior emissao de ferro particulado (meses de fevereiro e margo).

As duas espécies apresentaram menos clorofila no final do periodo de
exposicao, e apenas E. uniflora apresentou maior clorofila a 800 m da fonte
emissora.

O SO, e a deposicao particulada de ferro aumentaram a permeabilidade
das membranas celulares de C. hilariana nas estagdes mais préximas a fonte
emissora. Em E. uniflora nao foi verificada tal relagéo.

Em C. hilariana observou-se efeito das deposi¢cdes sobre as variaveis gs, E
e A nas plantas mais distantes da fonte emissora. Em E. uniflora, apenas E foi
afetado e a 1700m da fonte. Nas duas espécies, entretanto, ndo se observou
reducdo na producdo de matéria seca total das plantas nas diferentes estacdes

analisadas.
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Dentre as plantas que acumularam maiores e menores teores de ferro,
verificou-se que apenas A foi reduzida em E. uniflora e gs € E aumentaram em C.
hilariana, demonstrando danos nos movimentos estomaticos.

As plantas de E. uniflora expostas a chuva acida mostraram-se mais
vulneraveis as alteragbes fisiologicas, bioquimicas e anatbmicas do que as
plantas de C. hilariana, que apresentaram alta atividade das enzimas
antioxidativas que permitiu que a espécie tolerasse os efeitos das chuvas
simuladas.

Plantas de Eugenia uniflora submetidas a chuva acida apresentaram maior
indice de fitotoxicidade de necroses, assim como, de condutancia estomatica, da
transpiracao e da assimilagao liquida de CO2 ao longo do experimento, redugao
da clorofila a, da clorofila b e do caroteno e maior atividade da peroxidase.

As caracteristicas estruturais das folhas, juntamente com o metabolismo
acido das crassulaceas, colaboraram para que C. hilariana apresentasse menos
danos que E. uniflora em resposta a chuva acida, embora tenham sido
observadas grandes alteragbes celulares nas raras necroses pontuais
encontradas.

As alteragdes anatdbmicas observadas nas folhas de E. uniflora indicam que
o efeito da chuva acida iniciou-se a partir da cuticula, ao contrario do observado
em C. hilariana, na qual a rota de entrada da chuva acida se deu a partir dos
estdbmatos.

Acumulo de compostos fendlicos e graos de amido foram verificados nas
células parenquimaticas vizinhas as necroses; adicionalmente, observou-se
desenvolvimento de tecido de cicatrizacdo ao redor das necroses, semi-
plasmdlise e colapso das células afetadas.

As mudas de C. hilariana apresentaram grande resisténcia ao tratamento
com chuva &cida simulada podendo ser usadas no reflorestamento de areas
impactadas pela acédo da chuva acida.

B. sericea, parece ter sido a espécie menos afetada pelas deposi¢des
particuladas e gasosas do SO, pois, mesmo em local exposto apresentaram mais
clorofila, menor temperatura foliar, maior nimero de folhas e nao sofreram
reducdo no lancamento de folhas novas, e no nimero de flores e frutos. Além
dessas caracteristicas, esta espécie antecipou a frutificagdo no local exposto,

garantindo a perpetuagao de sua espécie.
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C. verbenacea no local exposto apresentou mais clorofila, temperatura
foliar mais elevada e menor numero de folhas, flores e frutos. Parece ter sido,
dentre as espécies analisadas, a mais afetada pelas emissdes da usina.

As plantas de P. guineense expostas as emissdes da usina produziram
menos clorofila, maior temperatura entre o ar e a planta, maior langamento de
folhas novas, e menor niumero de folhas. As deposicoes podem ter afetado a
reproducdo sexuada desta espécie, pois, nao se verificou flores e frutos nas
plantas presentes no local exposto.

C. verbenacea acumulou maior quantidade de ferro que as demais
espécies, provavelmente por causa do maior numero de reentrancias nas bases
dos tricomas glandulares. B. sericea acumulou menor quantidade de ferro devido
a presenca de hipoderme e tricomas malpiguianos, enquanto que em P.
guineense, a protecao parece ter sido viabilizada pela hipoderme.

A detecgao histoquimica mostrou diferengas especificas para a deposi¢cao
de ferro metalico, provavelmente relacionadas com a estrutura anatbmica, como
0os pélos malpiguianos e hipoderme em B. sericea e a hipoderme em P.

guineense.
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