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1. RESUMO

SANTOS, Eliza Louback Coelho dos, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, agosto
de 2013.Avaliagdo da qualidade do ar no Parque Estadual do Itacolomi (PEI-
MG) utilizando Spondias dulcisForst F. (Anacardiaceae) como organismo
bioindicador. Orientadora: Luzimar Campos da Silva. Coorientadores: Bruno
Francisco Sant’ Anna dos Santos e Juraci Alves de Oliveira.

Dentre os poluentes atmosféricos, o flior € o de maior fitotoxici®adrimo ao Parque
Estadual do Itacolomi (PEI) situado no municipio de Ouro Preto, MG, enaantraa
fabrica de aluminio, potencial liberadora de flior na regido. Como assnkesaa podem
conduzir o fldor liberado pela fabrica para o PEI, € importante verdicaralidade do ar
deste importante parqueSpondias dulcisForst F. (Anacardiaceae), popularmente
conhecida como caja-mirim, foi indicada como bioindicadora de flior por ter demonstrado
elevada sensibilidade em resposta a este poluente. O presatettae como objetivo
avaliar o efeito das imissdes de flior de uma fabrica de miorem Ouro Preto, em
biomonitoramento ativo utilizand®. dulcis como organismo bioindicador. Para tal
estudo, individuos foram expostos em quatro pontos no PEI (Portaria, Cafmtada
Trilha e Lagoa Seca) e em um ponto na Universidade Federalcdsayicomo ponto
referéncia (Casa de Vegetacdo) durante 5 dias. O surgimento @®asintisuais foi
avaliado diariamente ao longo do periodo de exposi¢do, assim como igsaaiabéentais
como velocidade do vento, temperatura, umidade relativa e altfadem instalados
coletores de agua da chuva e filtros coletores de oxidantesstaades de exposicado
durante o periodo experimental. Ao final das exposi¢des, foram coletaiddasfeabm e
sem sintomas visuais para estudos anatdmicos em microscopie, deletronica de
varredura, histoquimica e microandlise de raios-X. Nos foliolos stad&m avaliadas as
atividades das enzimas antioxidativas, a peroxidacao de lipidioantificacdo de fendis
totais. Foi realizada, ainda, a quantificagdo de flior na matérialasdalhas. O fllor se
mostrou presente em todos os pontos do PEI, mostrando que o vento podetéevar e
poluente para as areas adjacentes. O ponto Portaria foi considarais poluido pelas
andlises da agua da chuva, microanalise de raios-X e quaatifidacflior na matéria
seca, pois € 0 ponto mais préximo a usina. No entanto, as plantas dd.godoSeca
foram as que apresentaram maiores sintomas visuais, devido, provagelawsnfortes
ventos encontrados nesta localidade que provocaram quebra nas folhadptsmaorta
de entrada para o poluente. O ponto Inicio da Trilha foi considerado um rpentus
impactado e com poucos sintomas visuais, apresentando concentragpelahtes

semelhantes ao ponto de referéncia Casa de Vegetacdo. Faralizad®s dois tipos de
IX



sintomas nos foliolos: um escurecimento da face adaxial e unpda amecrose
amarronzada. As andlises anatdbmicas mostraram trés padréeéands: necroses
superficiais, atingindo apenas o parénquima palicadico ou o lacunoso, sgcafsadas,
atingindo todo o mesofilo e necroses poigtuEservadas apenas nas nervuras centrais.
Em microscopia eletronica de varredura foram observados perda de turgotaenacia

da parede periclinal externa das células. Nas regides onde doilanais conspicuo,
houve erosdo da cera epicuticular com consequente escamacao, radmmaauptura da
epiderme e exposicdo dos tecidos internos. Nos pontos mais poluidos do PEUhouve
aumento da atividade enziméatica, sintese e acumulo de compostasofenobm
consequente peroxidacdo de lipidios estruturais devido a grande pratkigspécies
reativas de oxigénio causadas pelos poluentes. Pelos dados atmosiéripokjentes
gerados pela fabrica de aluminio estdo atingindo o Hindias dulcisnostrou ser uma
importante espécie bioindicadora, pois com poucos dias apresentou SintsnaEs e
acumulo de flior em seus tecidos foliares. A anatomia foliafisotogia vegetal foram

importantes biomarcadores para a deteccao de alteragOes causadas peles.poluent



2. ABSTRACT

SANTOS,Eliza Louback Coelho dos, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, August
2013. Evaluation of air quality in the Itacolomi State Park (PEI-MG), using
Spondias dulcisForst F. (Anacardiaceae) as bioindicator organism. Adviser.
Luzimar Campos da Silv&o-advisers: Bruno Francisco Sant’Anna dos Santos and
Juraci Alves de Oliveira.

Of all air pollutants, fluoride has the most fitotoxicity. Nearby Itacolomi State Park
(PEI-MG), located in the city of Ouro Preto, MG, there's an aluminum plant which
might be releasing fluoride in that region. It's important to verify the air quality at the
PEI, as the air might conduct the fluoride released by the factory onto the site.
Spondias dulcisForst F. (Anacardiaceae), commonly known as caja-mirim, was
selected as a bio-indicator of fluoride for showing a high level of sensitivity in
response to that pollutant. This research had the intent to evaluate the fluoride effects
of the Ouro Preto plant, with an active bio-monitor utiliziBg dulcisas the bio-
indicator organism. For such study, the plants were exposed in four areas of the park
(Portaria, Capela, Inicio da Trilha and Lagoa Seca) and at Universidade Federal de
Vicosa, as a reference point (Casa de Vegetacdo). The emerging of visual symptoms
was evaluated daily during the exposure, as well as environmental changes such as
wind speed, temperature, humidity and altitude. There were installed rain water
collectors and oxidant gathering filters on the exposition shelves during the trial
period. By the end of the exposure, there were collected leaflats with and without
visual symptoms for anatomic studies in light microscopy, scanning electron
microscopy, histochemistry and x-ray microanalysis. The activities of the antioxidant
enzymes, lipids peroxidation and quantification of phenolic compounds were analyzed
on the healthy leaflats. The fluoride quantification on the dry leaf matter was also
analyzed. Fluoride was existent in all PEI areas, meaning that the wind might be
spreading the pollutant to the nearby land. The front desk area was considered the
most polluted by the rain water analysis, Xx-ray microanalysis and fluoride
guantification on the dry leaf matter. However, the plants at the Lagoa Seca area were
the ones with the most visual symptoms, probably due to strong winds at that location,
breaking the leaves and enabling the pollutant to enter the plants. The trail start area
was considered a clean spot, with few visual symptoms, plants showing as much

pollution as the ones at the reference point Greenhouse. It was noticed two types of
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symptoms on the leaflats: a darkening at the adaxial face and a wide brownish
necrosis. The anatomic analysis showed three damage patterns: superficial necrosis,
reaching just the palisade and spongy parenchyma, deep necrosis, reaching the entire
mesophyll and a punctual necrosis perceived only at the central veins. With scanning
electron microscopy it was detected a turgor loss and a flajtehithe cell's external
periclinal wall. In the areas where the damage was more ablkigehere was an erosion

of the epicuticular wax that lead to delayering, resulting onegpidernis rupture and
internal tissue exposure. At PEl's most polluted areas there waeasas of enzyme
activity, synthesis and accumulation of phenolic compounds, that lgaetdridation of
structural lipids due to the massive production of reactive oxygecies caused by the
pollutants. By atmospheric data, the pollutangenerated by the aluminum plant are
reaching PEISpondias dulcisvas an important bio-indicator species, because in a few
daysit showed visual symptoms and accumulation of fluoride in theirtissties. The
anatomy and vegetal physiology were important biomarkers for dejestianges caused

by pollutants.
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3. INTRODUCAO

Nas proximidades de areas industriais, a vegetacao esta constantemente exposta
a elevados niveis de poluentes gasosos e particulados que sdo lancados na atmosfera €
que podem ser depositados na superficie das folhas e acumulados nos tecidos vegetais
(Klumppet al, 1998).

Dentre os poluentes atmosféricos, o flior ndo é o de maior importancia com
relacdo aos danos provocados na vegetacdo, mas € o de maior fitotoxicidade, pois pode
causar injurias em espécies susceptiveis em concentracbes atmosféricas 10 a 1.000
vezes menor que os demais poluentes (Weinstein & Davison, 2004). Os principais
responsaveis pelo aumento da concentracdo de fldor na atmosfera sao as fundi¢cdes de
aluminio, as fabricas de vidros, ceramicas e adubos minerais (Weinstein & Davison,
2004).

Nas plantas, o flior é absorvido principalmente pelas folhas. Quando na forma
gasosa, penetra nos tecidos, sobretudo, através dos estdmatos e, em menor proporgao,
pela cuticula (Miller, 1993). Em solucdo aquosa, o flior é absorvido por toda a
superficie foliar (Chavest al, 2002), e move-se via apoplasto no interior da folha,
chegando até as margens e o apice por meio da corrente transpiratéria, onde é
acumulado, promovendo injurias (Miller, 1993).

As cloroses costumam ser o primeiro sintoma foliar visivel em resposta ao fluor,
sendo 0 aumento na concentracdo deste elemento e o0 tempo de exposicado a0 mesmo, O¢
principais responsaveis pelo surgimento de necroses marginais e apicatse{fahd
1995; Fornasiero, 2001; Divan Junedral, 2007).

As andlises microscopicas tém sido utilizadas em conjunto com a sintomatologia
tanto para assegurar o diagndstico correto quanto para esclarecer os mecanismos de
fitotoxicidade (Silva et al, 2000; Sodaet al, 2000; Fornasiero, 2001; 2003;
Vollenweider et al, 2003; Furlanet al, 200; Sant’Anna-Santos & Azevedo 2007;

2010). Em algumas espécies ja foi demonstrado que as alteracbes na estrutura foliar
antecedem o surgimento dos sintomas visuais indicando o valor progndstico da analise
microscopica (Sodat al, 2000; Sant’Anna-Santos & Azevedo, 2007). Da mesma

forma, podem ocorrer alteracdes fisiologicas mesmo em concentracdes abaixo da capaz
de promover tais sintomas. Dentre os danos fisioldgicos causados pelo flior destacam-

se a reducdo da taxa fotossintética, da fluorescéncia dilalon’ e do teor dos



pigmentos fotossintéticos (Murray, 1984; Ballantyne, 1991; Fornasiero, 2003; Oliva &
Figueiredo, 2005; Peixott al, 2005; Divan Junioet al, 2007).

O fldor possui a capacidade de inibir a atividade de enzimas fotossintéticas
como a ATPase do cloroplasto, a rubisco e a sacarose sintase, afetando os mais
importantes processos metabdlicos como a fotossintese, a respiracéo e o metabolismo de
carboidratos (Boeset al, 1995; Oliva & Figueiredo, 2005; Divan Jungiral, 2007).

Ofluor apresenta acéo direta sobre o metabolismo oxidativo das plantas (Peixoto
et al, 2005) e causa a formacao de espécies reativas de oxigénio. &RERO sao
comumente formadas nas plantas, durante o processo de respiracdo celular (Soares &
Machado, 2007) na forma de oxigénio singlé®,), peréxido de hidrogénio ¢a.),
radical hidroxila (OH e anion superoxido (O (Mittler, 2002) e sdo as principais
fontes de danos peroxidativos aos componentes celulares (Scandalios, 1993).

Para isto, as plantas apresentam mecanismos de defesa em suas células e
compartimentos subcelulares que reduzem os efeitos citotoxicos das ERO com o auxilio
de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POX) (Mittler, 2002). Segundo Cakmak & Horst (1991), em plantas
mantidas sob condi¢cdes de estresse, a degradacao inadequa@a fde Eom que esse
excesso participe de processos oxidativos, como na peroxidacdo de lipidios de
membrana.

O acumulo de compostos fendlicos tem sido interpretado como um mecanismo
de defesa ndo enzimatico das plantas, ativado por fatores bibticos e abidticos que
induzem ao estresse (Vaughn & Duke, 1984). De modo geral, os polifendis possuem
estrutura ideal para o sequestro de radicais livres, pois € um importante doador de
protons H (Barreiroset al, 2006).

O géneroSpondiad.., pertencente a familia Anacardiaceae, possui 18 espécies
(Mitchell & Daly, 1995) que se encontram distribuidas em quase todo o BXasil.
espécieSpondias dulcid-orst F., popularmente conhecida como caja-mignuma
egécie comercializavel no Brasil e seus frutos sdo utilizados na confeccao de polpas,
sucos, picolés, sorvetes, néctares e geléias de excelente qualidade e valores nutritivo e
comercial (Sacramento & Souza, 2009).

Silva et al. (2000),Sant’ Anna-Santos & Azevedo (200%)Sant’ Anna-Santoset
al. (2012) realizaram estudos em que espécies arbdreas tropicais foram submetidas a

chuva simulada com fluoreto e perceberam §udulcisapresentou uma sensibilidade
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superior as demais espécies analisadas, destacando assim o seu potencial bioindicador e
também seu potencial para o biomonitoramento ambiental.

Entende-se por biomonitoramento o uso sistematico das respostas de organismos
vivos para avaliar as mudancas ocorridas no ambiente, geralmente causadas por acoes
antropogénicas (Matthewst al, 1982). A utilizacdo de organismos de espécies
diferentes para indicar certas condicdes ambientais tem se tornado bastante frequente ao
longo dos anos (Busst al, 2003).S. dulcisvem, entdo, recebendo destaque como
espécie bioindicadora de fluor, devido a rapidez com que responde ao poluente e a
facilidade de interpretar sua sintomatologia em relaggdemais espécies arboreas,
quando expostas ao flaor.

No municipio de Ouro Preto, MG, esta instalada uma fabrica beneficiadora de
aluminio, fonte emissora de fluoreto na atmosfera (Aatdal, 1995; Weinstein &
Davison, 2004). Divan Junioet al. (2008) realizaram experimentos com plantas
avaliadas no local em que ocorrem (bioindicagéo passiva) e Divan dualof2008) e
Sant’ Anna-Santos & Azevedo (2010), com plantas expostasiocais selecionados
(bioindicacdo ativa) no municipio de Ouro Preto com diversas espécies. Os resultados
obtidos por estes autores mosina que a concentracdo interna do flior, nestas plantas,
foi elevada em relacdo as plantas controle (distante da fonte emissora) e que quanto
mais proximas a fonte emissora, maiores os danos as plantas. Tais acUmulos implicaram
na formacéo de amplas necroses e disfuncdes fisiolégicas nas plantas situadas proximas
a fonte emissora de fluor.

Proximo a fabrica ha uma importante Unidade de Conservagdo, o Parque
Estadual do Itacolomi (PEI). Os campos rupestres abrangem grande parte da area do
PEI (Peron, 1989) e apresentam alto indice de endemismo, uma vez que ocorre em
locais de condicdes ecoldgicas muito particulares (Romero & Nakajima, 1899).
vegetacdo em torno do parque evidencia sinais visiveis de contaminacdo por exposicao
ao flior, mas a vegetacao do PEI nao foi avaliada devido ao dificil acesso (Divan Junior
et al, 2007). Devido a estes fatos, ressalta-se a importancia da verificacdo da qualidade
do ar no PEI, uma vez que a massa de ar pode conduzir o fltor liberado pela fabrica de

aluminio e atingir as areas desta importante area de preservacao ambiental.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das emissdes de fldor provenientes de uma fabrica beneficiadora
de aluminio, sofe parametros macro, microscopicos e bioquimiera
individuos de Spondias dulcisForst. F. expostos no Parque Estadual do

[tacolomi.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar e quantificar os sintomas visuais ocasionados por fldor nos
individuos deS. dulcis

Analisar as alteracbes estruturais e micromorfolégicas nos individuos
submetidos aos poluentes oriundos da fabrica de aluminio situada no entorno do
PEI;

Avaliar a atividade de enzimas do estresse antioxidativo e a peroxidacdo de
lipidios estruturais;

Avaliar a composicado da atmosfera do PEI nos pontos de amostragem a fim de
determinar e quantificar o flior e os oxidantes totais presentes na atmosfera;

Avaliar a composicao da agua da chuva no PEI nos pontos de amostragem.



5. MATERIAL E METODOS

5.1. AREA DE ESTUDO

O Parque Estadual do Itacolomi (PEI), regulamentado pela Lei n° 4465 de 19 de
julho de 1967, situge nos municipios de Ouro Preto e Mariana, no Estado de Minas
Gerais, entre os meridianos 43°32°30” e 43°22°30” W e os paralelos 20°22°30” e
20°30°00” S. A area ocupada pelo parque compreende 7000 ha e o ponto mais elevado é
o Pico do Itacolomi, com 1772 m de altitude (Messtaa, 1997).

A maior extensdo da area d&lPé ocupada pelos Campos Rupestres, que
abrangem toda a &rea acima da cota de 900 m, onde predominam os solos claro-
arenosos associados a quartzito (Messdias, 1997), e se identificam seis tipos basicos
de formacfes vegetais: afloramentos rochosos quartziticos, campos graminosos, campos
brejosos, capdes de mata, capdes de galeria (Peron, 1989) e campos ferruginosos
(Vicent, 2004).

O clima do PEIl, segundo a classificacdo de Koppen, € do tipo Cwb,
subtropical/tropical de altitude, com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos.
A precipitacdo média anual é de 20h8), concentrada nos meses de outubro a marco,

e a temperatura média anual € de 21°C, com méaxima de 33°C e minima de 4°C
(Messiaset al, 1997).

5.2. MATERIAL BOTANICO

Foram utilizados individuos da espéci§&pondias dulcis Forst. F
(Anacardiaceae), espécie tropical sensivel ao flior (Stval, 2000). O material
testemunho esta depositado no herbario VIC da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
sob o numero de registro 19840. Os individuos foram obtidos a partir de propagacao
seminifera provenientes de um unico individuo adulto, localizado no Sitio Palmital em
Vigcosa-MG.

Mudas com aproximadamente 3 nés (6 folhas), foram transferidas para casa de
vegetacéao localizada na Unidade de Crescimento de Plantas da UFV, localizada a 649 m
de altitude, 20°45°20” de latitude sul e 42°52°40” de longitude oeste. As mudas foram
transplantadas em vasos plasticos de 1,0 L, contendo mistura de solo, conforme analise
nas tabelas 1 e 2, e devidamente aclimatadas. Ap6s uma semana do transplantio, as

plantas receberam solucdo nutritiva de Hoagland a 1/4 de forca ibnica (Hoagland &
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Arnon, 1950), a cada cinco dias, durante o periodo de acligoatg atingirem 40 cm
de altura e cerca de 7 nés por planta (14 folhas).

5.3. EXPOSICAO DAS PLANTAS

Os experimentos consigin ha exposicao ativa dos individuos aclimatados de
S. dulcisem quatro localizagbes distintas no PEbrtaria (portaria do PEICapela
(Capela do PEI), Inicio da Trilha (inicio da trilha para o Pico do Itacolomi, no interior
da mata)e Lagoa ®ca (Campo Rupestre, no caminho para o Pico) (Figura &). A
coordendas geogréficas das localizacbes encontram-se na tabela 3. Uma estacéo
referéncia foi montada na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP), na Universidade
Federal de Vicosa (UFV), cujas coordenadas geograficas se encontram na tabela 3. Em
cada local de exposicdo foram utilizados seis individuos (n=6) a 1,5 m do solo,
organizados em estacdes padronizadas, de acordo com os padrdes internacionais de
controle da qualidade do ar para bioindicadores (Arndt & Schluter, 1985) (Figura 2A).

A exposicao ocorreu entre os diasal’2/03/2013, totalizando 5 dias de exposicao.

5.4. ANALISES MICROAMBIENTAIS

As avaliacbes microambientais foram realizadas durante as exposi¢des no PEI, e
as medic6es foram realizadas proximas aos individuos nas estantes, entre 10:00 e 13:00
h.

Os parametros avaliados foram: velocidade do ventojmemperatura (°C),
umidade relativa (%) e altitude (m). Os dados foram obtidos por meio do equipamento
Kestrel (modelo 4300, Nielsen-Kellerman, USA).

5.5. MONITORAMENTO DA POLUICAO ATMOSFERICA DO PEI

5.5.1. Delineamento amostral

A rede de amostragefoi realizada nos mesmos pontos em que os individuos de
S. dulcisforam expostos. Em cada ponto de amostragem, foi colocado um amostrador
passivo contendo um filtro para gases oxidantes gerais. Durante a exposi¢cdo, 0S
amostradores foram adaptados a placas plasticas com bordas concavas, semelhante a

funis, para protegé-los contra chuva e sol, a uma altura aproximada de 1,5 m do solo.



Concomitantemente a amostragem da coleta de gases, foi realizada a coleta de
agua da chuva em recipiente especifico. O tempo de exposi¢cdo do amostrador passivo

para gases oxidantes gerais e da agua da chuva foi de 2 dias.
5.5.2. Descrigcéo e preparo dos sistemas de amostragem

5.5.2.1. Amostragem de gases oxidantes

Foram utilizados filtros de celulose cortados com rb de diametro para
adaptacao no fundo do amostrador passivo (suporte escuro com apenas um orificio de
entrada para o gas). Aliquotas de %00da solu¢do de impregnacdo para oxidantes
gerais (KI 0,5 mol [!) foram adicionadas aos filtros, sendo posteriormeat®s em

dessecador contendo silica gel por 48drrq et al. 1997).

5.5.2.2. Amostragenda 4gua da chuva
As amostras dos eventos de chuva ocorridos no periodo foram coletadas em
sistema constituido de frascos de plastico de 2,5 L, funil de plastico de 30 cm de raio e

tela de poliéster entre o frasco e o funil para remocao de residuos sélidos.

5.5.2.3. Metodologia analitica

Os filtros dos amostradores passivos dos gases oxidantes foram transferidos para
uma placa de petri e foram adicionados 10 mL de agua deionizada. Foi produzido um
composto amarelado, que foi lido em espectrofotometro (modelo Thermo Scientific
GENESYS 108JV-Vis, Madison, USAem comprimento de onda de 352 nm.

Medidas de volume, pH (Hanna Instruments pH/mV, Sdo Paulo, Bmasil)
condutividade (Micronal modelo B331, S&do Paulo, Byakram realizadas nas
amostras dos eventos de chuva. A andlise de cations e anions foi feita em amostras de
50 mL de agua de chuva, por cromatografia de troca ibnica, utilizando-se o
cromatografo (modelo 761, Metrohm, Herisau, Suica) acoplado a um detector
condutométrico. O controle da instrumentacéo e o tratamento das informacgfes analiticas
foram efetuadas com o software Metrohm 761 PC V.1.1. As condi¢cdes analiticas para
determinacdo dos anions foram: coluna aniénica Metrosep A-Supp5 (250mmx4mm),
solucdo eluente de Na0; 4,0 mmol [* / NaHCQ 1,0 mmol Y; vazdo de 0,7 mL

min; volume da amostra de 20, coluna supressora Metrohm e regenerante solucdo
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de HSO, 50 mmol L* - 4gua desionizada sob vazdo de 0,8 mL'miRara
determinacdo dos cations, as condi¢Bes analiticas foram: coluna catibnica Metrosep
modelo C2 150 (150 x 4 mm) da Metrohm, eluente solucdo de acido tartarico 4 mmol L
!/ &cido dipicolinico 0,75 mmoltem 5% de acetona, volume de amostra deyl(0

fluxo 1,0 mL min* e sistema de supressdo eletronico Metrohm. As determinagées
analiticas foram feitas utilizando-se curva analitica de calibracdo na faixa de
concentracdo de 5 a 50mol L™ (Souzaet al, 1999). Os procedimentos foram
realizados no Instituto de Astronomia e Geociéncias (IAG) da Universidade de Sé&o
Paulo (USP).

5.6. INTERPRETACAO DOS SINTOMAS

Durante o periodo de exposicdo das plantas no PEI, todas as folhas de cada um
dos individuos (n=6), em todos os locais, foram fotografadas diariamente, com o
objetivo de registrar o inicio e a evolucas dmtomas ocasionados pelo poluente. Para
a estimativa da porcentagem de area foliar afetada todas as folhas de todos os individuos
foram analisadas individualmente e receberam um valor correspondente a sua area foliar
afetada. Foi realizada, entdo, uma média de fitotoxicidade para cada individuo de cada
ponto de exposicdo no PEI.

Para a classificacdo da fitotoxicidade dos poluentes atmosféricos do PEI, foi
utilizada a seguinte escala: levemente injuriada (com manchas necroticas e cloréticas
esparsas), moderadamente injuriada (de 30 a 50% da area foliar necrosada), muito
injuriada (de 50 a 70% da area foliar necrosada) e extremamente injuriada (com mais de

70% da area foliar necrosada) conforme utilizada por 8tlah (2000).

5.7. DETERMINACAO DO TEOR DE FLUOR

Para a quantificacdo do teor de flaor, folhas dos individuos de todos os
tratamentodoram secas em estufa, a 65 °C, e redaz@n moinho analitico portatil
(Quimis modelo Q298A, Séo Paulo, Brasil). Posteriormente, aliquotas de 0,5 g, de cada
repeticdo, foram submetidas a extracdo em acido perclorico 0,1 M (Garcia-€iadlad
1985), utilizando-se o ajustador de forca ibnica (Larsen & Widdowson, 1971), para
determinacdo potenciométrica do flior, com eletrodo especifico (Thermo Scientific
Fluoride lons Selective Electrode, Massachusetts, EUA) ligado ao aparelho analisador

de ions (Orion Research Incorporated EA 920, Massachusetts, EUA).



5.8. ANALISES ANATOMICAS

Apés o término da exposicdo, foram coletadas folhas com foliolos
completamente expandidos, do terceiro nd, a partir da gema apical, de individuos de
todos os locais de exposi¢cao no PEI, contendo necroses ésolaidos dos individuos
do ponto de referéncia. Os fragmentos foram retirados de regifes sem sintomas visiveis,
de foliolos com sintoma, para a caracterizacdo de alteragbes anatdomicas (prévias aos
sintomas visuais) e de regides com sintomas visuais para caracterizacao de necroses.

Para os estudos anatémicos, as amostras foliares foram fixadas em solucdo de
glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (10%), em tampéao fosfato de sédio 0,1 M (pH
7,2), acrescido de cloreto de calcio 5 mM (Karnovsky, 1965). Posteriormente, o
material foi desidratado em série etilica crescente e incluido em historresina glicol-
metacrilato, segundo Gerrits (1964). Para a deteccdo de compostos fendlicos, amostras
foliares foram fixadas em formaldeido a 4% e sulfato ferroso a 10% (Johansen, 1940) e
em metanol PA como extrator de compostos fenélicos para o branco do teste. ApGs as
fixacbes, os fragmentos foram desidratados em série butilica terciaria crescente e
incluidos em parafina histologica Histosec. A desparafinizacdo dos materiais foi
realizada utilizando-se xilol.

Cortes transversais e paradérmicom 5 um de espessura foram obtidos tanto
para materiais incluidos em historresina quanto em parafina. Os materiais incluidos em
historresina foram seccionados com auxilio de micro6tomo rotativo de avanco
automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) e corados em
Azul de Toluidina (pH 4% (0’Brien & McCully, 1981). Os materiais incluidos em
parafina foram obtidos com auxilio de micr6tomo rotativo de avan¢co manual (modelo
820 Spencer, American Optical Corparation, USA). As laminas permanentes foram
montadas em Permount.

Para avaliar a morte celuléoi realizado teste com azul de Evans em amostras
foliares imediatamente apé6s a finalizagdo dos tratamentos. Este teste consiste na
imersdo das amostras foliares durante 1 min numa mistura de fenol, acido lactico,
glicerol e 4gua destilada contendo 20 mg’nde azul de Evans (1:1:1:1). A mistura foi
preparada imediatamente antes da utilizacdo. As amostras foram entdo darificad
durante a noite numa solucdo de 2,5 g'mile cloridrato e 4gua (Iritet al, 2003

modificado de Keoglet al, 1980. As células mortas ficaram coradas variando de azul



claro a escuro, dependendo da fase da degradacdo da membrana celular tal como
mencionado por Faoro & Iriti (2005).

Todas as imagens foram capturadas utilizando-se um microscopio de luz
(modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Jap&do) com sistema de captura
de imagens (modelo Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha),
localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

5.9. ANALISES MICROMORFOLOGICAS — MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

As mudancas estruturais provenientes da exposicao ao fluor foram avaliadas em
microscopio eletrénico de varredura (MEV) e em MEV com sonda EDS acoplada, com
a qual também foram realizadas microanalises de raios-X a fim de identificar os
elementos quimicos presentes na superficie foliar das plantas.

Logo apds o término da exposicdo no PEI, amostras foliares do 3° né das plantas
foram coletadacom e sem sintomas visuais para analise em MEV. Para isto, foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (solucdo de glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido
4%, em tampdo fosfato de sbédio pH 7,2, acrescido de cloreto de célcio 5 mM)
(Karnovsky, 1965). As amostras de foliolos foram desidratadas em série etilica e secas
ao ponto critico com auxilio do equipamento Critical Point Dryer (CPD 030, Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein). A superficie dos foliolos foi coberta com ouro em metalizador
(Sputter Coater modelo FDUOQ10, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein).

A andlise qualitativa da composicdo quimica elementar dos compostos presentes
na superficie foliar dos individuos expostos foi realizada a partir da técnica de
microandlise por energia dispersiva de raios-X (EDS). Para isto, amostras foliares
coletadas do 3° nd, logo ap6s o término da exposi¢cdo, com e sem sintomas visuais,
foram desidratadas em silica e, posteriormente, submetidas a vaporizacdo com carbono
(Quorum Technologies Q150T-E, Reino Unido

Para o registro das imagens, ambos os procedimentos foram fotodocumentados
em microscépio eletrénico de varredura (modelo 1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra)
acoplado a sonda EDS (IXRF systems X-EDS, 1430 LEO, Houston, EUA) utilizando o

software Iridium Ultra, pertencente ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.
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5.10. ANALISES BIOQUIMI CAS

5.10.1. Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes

A extracado enzimatica foi obtida pela homogeneizacéo de 0,3 g de folidos de
dulcis sem sintomas aparentes macerados em nitrogénio liquido. A seguir, foram
adicionados 2 mL de meio de extracdo (EDTA 0,1 M, PMSF 1 mM e PVPRe 1%)
seguido de centrifugacdo a 12.000g, por 15 min, a temperatura de 4°C. O sobrenadante
obtido foi utilizado como extrato bruto na determinacdo das atividades enzimaticas.

Todas as etapas necessarias ao processo de extracdo foram executadas a 4°C.

5.10.1.1. Peroxidases (POX EC1.11.1.7@ atividade das POX foi determinada pela
adicao de 0,1 mL do extrato enzimatico bruto a 4,9 mL de meio de reacao constituido de
tampao fosfato de potassio 25 mmdl pH 6,8, pirogalol 20 mmol t.e H,0, 20 mmol

L (Kar & Mishra, 1976). A producdo de purpurogalina foi determinada pelo
incremento da absorvancia durante o primeiro minuto de reacédo a 420 nm, ar25°C e
espectrofotdmetro UV/Visivel (modelo CARY-100, Varian, Australia) e analisado pelo
software Kinetics. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,47 mikkm™ (Chance, 1955) e expressa em pmol g@thint g*
proteina.

5.10.1.2. Catalase (CAT EC1.11.1).6a atividade da CAT foi determinada pela adi¢ao

de 0,1 mL do extrato enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de
tampéo fosfato de potassio 50 mmot,lpH 7,0 e HO, 12,5 mmol L' (Havir &
Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia, no primeiro minuto de reacéo, foi medido
a 240 nm, a 25°C em espectrofotbmetro UV/Visivel (modelo CARY-100, Varian,
Australia) e analisado pelo software Kinetics. A atividade enzimética foi calculada,
utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 36d™ (Andersonet al, 1995)e

expresso em umol de;8, min™* g™ proteina.

5.10.1.3. Superoxido dismutase (SOD EC1.15.1.1a atividade da SOD foi
determinada pela adicdo de 50 pL do extrato enzimatico bruto a 5 mL de meio de
reacdo constituido de tamp&o fosfato de sédio 50 mihagdH 7,8, contendo metionina

13 mmol L%, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 pmol*LEDTA 0,1 mmol [* e
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riboflavina 2 pmol [*. A reacéo foi conduzida a 25°C, numa camara de reac&o sob
iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa
coberta com papel aluminio. Apés 5 min de exposicdo a luz, a iluminacédo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, foi medida pela
absorvancia a 560 nram espectrofotobmetro UV/Visivel (Hitachi modelo U-5100,
California, EUA). A absorvancia a 560 nm de um meio de reagdo exatamente igual ao
anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu de branco e foi subtraido da
leitura da amostra que recebeu iluminacéo (Giannopolitis & Ries, 1977). Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
fotorreducéo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

5.10.1.4. Quantificacdo de ProteinasA quantificacdo de proteinas foi feita segundo a
metodologia de BradfordB¢adford, 1976), utilizando BSA como padréeoram
adicionados 50uL do sobrenadante da amostra previamente obtida para extragéo
enzimatica, 150 pL de agua e 1000 pL de reagente de Bradford em um tubo eppendorf
Esta substancia foi lida em leitor de placa de Elisa (modelo UVM 340, Asys HiTech,
Austria) num comprimento de onda de 595 nm e analisado por software Mikronwin
2000.

5.10.2. Determinacao da peroxidacao de lipidios

O grau de peroxidacdo de lipidios foi medido com a quantificacdo de
malondialdeido (MDA), considerado um indicador geral de peroxidacao lipidica.

Amostras de 0,3 g de foliolos & dulcissadios e sem sintomas aparentes
macerads em nitrogénio liquido foram homogeneizadas em 2 mL de acido
tricloroacético (TCA) 1% (p/v). Os homogeneizados foram filtrados através de quatro
camadas de gaze e centrifugados a 12.000g por 15 min. Todas as etapas necessarias a
processo de extracdo foram conduzidas a 4°C. Aliquota de 0,5 mL do sobrdioatante
adicionada a 1,5 mL de uma solucéo de acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA
20% (p/v) e os tubos de ensaio fechados foram incubados em banho-maria a 95°C. Apos
2 h, a reacdo foi paralisada transferindo-se os tubos de ensaio para banho de gelo.
Posteriormente, foram centrifugados a 9.000g por 10 min e a absorvarcia do
sobrenadantes, determinada a 532 nm. A absorvancia inespecifica a 600 nm foi medida

e subtraida das amostras. A concentracdo do complexo aldeido malénico-TBA foi
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calculada usandse o coeficiente de absortividade molar de 155 hiwi* (Heath&
Packer, 1968).

5.10.3. Determinacao de Fendis Totais

A extracdo para a determinacdo dos fendis totais foi obtida pela homogeneizacéo
de 0,3 g de folha macerada em nitrogénio liquido de foliol&. diellcissem sintomas
aparentes. A seguir, foram adicionados 2 mL de metanol 80% e posterior centrifugacao
a 10.000 g, por 15 min, a temperatura de 4°C. Foram utilizados 5 pL do sobrenadante
desta extracdo e adicionados a 205 pL de agua, mais 1050 uL de reagente de Folin
Ciocalteau 1:1 e 630 pL de MzO; 20%. Apos o preparo da reacao, esperou-se 30 min
e posteriormente, foi lido em leitor de placa de Elisa em 725 nm (Bieleski & Turner,
1966).

5.11. ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizados, sendo seis
repeticdes por tratamento (n=6). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), empregando-se o programa SAEG - Sistema de Analises Estatisticas e
Genéticas da UFV e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5% de significancia (P < 0,05
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISES MICROAMBIENTAIS

Os resultados da velocidade do vento, temperatura, umidade relativa e altitude
avaliados no PEI ao longo do periodo de exposicdo encontram-se na Tabela 3: Destaca
se 0 ponto Lagoa Seca, o mais distante da fonte emissora e o ponto mais amplo e de
maior altitude, inserido na regido de campo rupestre no PEI e que, consequentemente,

apresenta os maiores valores médio da velocidade do vento (1)2 m s

6.2. MONITORAMENTO DA POLUICAO ATMOSFERICA DO PEI

O monitoramento da poluicdo atmosférica no PEI foi realizado
concomitantemente ao periodo de exposi¢cdo dos individuoSpdeadias dulcis
constituindo analises pontuais.

O pH da agua da chuva apresntou valores normais para agua de chuva em todos
0s pontos de exposicao do PEI, variando de 5,55 no ponto Capela a 6,31 no ponto Inicio
da Trilha. A condutividade variou de 10,8% no ponto Capela a 20,Q0S no ponto
Inicio da Trilha (Tabela)4

Quanto aos valores dos gases oxidantes encontrados no PEI, o menor valor foi
encontrado no ponto referéncia Casa de Vegetacdo, e o maior valor foi registrado no
ponto Lagoa Seca. Os pontos Portaria, Capela e Inicio da Trilha apresentaram valores
intermediarios, de 27,03 pmol'L 22,56 pmol [*; 0,66 pmol [}, respectivamente
(Tabela 4).

Com a quantificacdo dos ions da agua da chuva, foram encontrados os cétions
Na’, NH,", K*, Mg** e C&* e os anions FCI, NOs, SQ?, Acetato, Formiato e
Oxalato. Mesmo havendo maior variedade de anions em relacéo aos cations, os valores
encontrados revelaram uma grande quantidade de cations totais em relacdo a quantidade
de anions. Dentre os elementos encontrados, destacam-se os anions(F)pretato
(NO3) e sulfato (SGF). As concentracdes dé, INO; e SQ* foram maioesno ponto
Portaria em comparacdo aos demais locais, seguidos do ponto Capela, que apresentou
guantidades de’le NG maiores que os pontos Inicio da Trilha e Lagoa Seca, porém
foi 0 ponto que apresentou menores valores dé& 9®go depois do ponto Capela,
ponto Lagoa Seca apresentou o terceiro maior valor @eN©s; porém, apresentou

quantidades de S® tdo altos quanto o ponto PoitarQuanto ao ponto Inicio da
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Trilha, em excecdo a®0O,” que apresentou valores levemente maiores que os do ponto
Capela, foi o ponto considerado menos afetado pela polui¢cdo, devido aos baixos valores
de F e NG; (Tabela 5.

6.3. SINTOMATOLOGIA

Os sintomas visuais comecaram a surgir 48 h apds o inicio da exposicdo no
ponto da Lagoa Seca. ApOs 72 h, todas as localizag6es no PEI j& mostravam sintomas
visiveis nas folhas dos individuos 8edulcis(Figura 2B-F.

Foram visualizados dois tipos de sintomas nos foliolos: um escurecimento da
face exposta (em geral a adaxial), sem um padrdo especifico, surgindo entre as nervuras
de segunda ordem e culminando no escurecimento de toda a superficie foliar (Figura 2B
e C); e uma ampla necrose amarronzada (Figura 2E). O primeiro tipo de injuria foi o
sintoma mais abundante entre os individuo$ ddulcise ocorreu em todos 0s pontos,
exceto nas plantas do ponto referéncia. JA o segundo tipo foi encontrado com maior
frequéncia nos individuos localizados no ponto Lagoa Seca e raramente nas localidades
Portaria e Capela. Ao avaliar a porcentagem da area foliar danificada, foram
considerados os dois tipos de injurias, na mesma folha analisada, gerando um Unico
valor referente aos danos visuais.

Em geral, s individuos expostos no ponto Lagoa Seca foram os que mais
apresentaram sintomas aparentes, com 43,44 % de area foliar injuriada, sendo
classificados como injurias moderadas, seguidos dos individuos localizados nos pontos
Portaria, com 25,05 %, e Capetam 23,59 % de area foliar injuriada, que recebesam
classificacdo sintomatica de injarias leves. Os individuos expostos no ponto Inicio da
Trilha, com 3,58 % no ponto da Casa de Vegetacdo, com 0 % de area foliar injuriada,
mostraram menos sintomas aparendeado classificados como sem injdrias aparentes
(Tabela §.
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6.4. DETERMINACAO DO TEOR DE FLUOR

De acordo com a quantificagdo do flior na matéria seca, o ponto Portaria
apresentou maior acimulo de flGor nas folhas, com 2,74 ugeguidos dos pontos
Lagoa Seca, com 1,82 ug',ge Capela, com 1,65 ug'g O ponto Inicio da Trilha
apresentou 1,37 pglge ndo diferiu estatisticamente do ponto referéncia Casa de
Vegetacdo, com 1,09 pug ¢Tabeh 7).

6.5. ANALISES ANATOMICAS

Os foliolos deS. dulcissédo glabros (Figura 8B), com epiderme unisseriada,
anfi-hipoestomaticos;om os estdbmatos na face adaxial limitados a nervura ce®tral.
mesofilo é dorsiventral, apresentando idioblastos cristaliferos contendo drusas (Figura
3B). O parénquima palicadico é formado por uma camada de células, e o lacunoso por
quatro a cinco camadas de células braciformes (Figura 3C-F). A nervura éentral
constituida por feixes colaterais (Figura 5G) e obses@oanais secretores, presentes
também nas margens dos foliolos, sendo evidenciados ainda idioblastos acompanhando
todo o sistema vascular e no entorno dos canais secretores (Figuras 3 A-B e 4A-C e G-
[). A presenga de goticulas de compostos fendlicos foi marcante nos individuos
expostos em todas as localizacbes do PEI. Essas goticulas locatizamas
proximidades dsfeixes vasculares, nos canais secretores, nos parénquimas palicadico e
lacunoso (Figuras 3E-H e 4B-C, E-F e H-I).

Foram encontrados trés padrbes de danos anatdomicos causados pela poluigcéo:
necroses superficiais, atingindo apenas o parénquima lacunoso (Figura 5A-C) ou o
palicadico (Figura 500F), necroses profundas, atingindo todo o mesofilo (figura 6 A-F)

e necrose pontual observada apenas nas nervuras centrais (FighraEb@e as
necroses superficiais, foi mais comum o aparecimento de necroses iniciadas na face
adaxial do que as que se iniciaram na face abaxial.

Os danos encontrados no mesofilo, em geral, se desenvolveram com um
adensamento do citoplasma e acumulo de compostos fendlicos nas células (Figura 5A-
), seguidos de retracdo de todo o protoplasto (Figura 5D) e deformacdo da parede
celular (Figuras 5A-C e E e 6A-B e D-E). Posteriormente, o dano se acdntnando
as células colabadas (Figuras 5F e 6C e F). Este dano pode se alastrar por todo o

mesofilo, chegando a atingir as duas faces da folha (Figui@).6le caso do dano
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encontrado na nervura central, ocorre um acumulo de compostos fendélicos nas células
do colénquima voltado para a face abaxial, seguido de uma pequena atividade mitética
dessas células, culminando na formacdo de uma estrutura intumescida rica em
compostos fenolicos (Figura 5G-I

A morte celular foi detectada positivamente em azul pelo teste de Azul de Evans
em todos os tratamentos, incluindo o ponto referéncia (Figuras 7A, C e E), mas o
namero de conjuntos de células mortas foi maior nos pontos Portaria (Figuras 7B, D e
F), Capela e Lagoa Seca, sendo o ultimo mais fortemente corado de azul. Os grupos
celulares estdo normalmente associados proximos as terminacdes Xilengéticas,

corante se associa aos cloroplastos dos parénquimas paliefticmoso (Figura 7D-

F).

6.6. ANALISES MICROMORFOLOGICAS — MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

Em todas a localidades do PEI observaram-se danos micrfntdgicos na
epiderme em ambas as faces dos folioldS.dhuilcis

As células da epiderme da face adaxial apresentaram perda de turgor e
achatamento da parede periclinal externa, conferindo a muitas células um aspecto
enrugado, alteracdo do relevo das células e a formacdo de concavidadgsneas a
regides da lamina foliar (Figura 8C). A cera apresentou aspecto pulverulento, mas nas
regides onde o dano foi mais conspicuo, houve ruptura da epiderme e exposi¢do dos
tecidos internos (Figura 8&G).

Na epiderme da face abaxial da folha, ocorreram os mesmos padrdes de danos
que o descrito para a epiderme da face adaxial, porém houve colonizacdo de algumas
regides da superficie foliar por fungos (Figura 8H).

Para a microandlise por energia dispersiva de raios-X, os elementos selecionados
foram os mesmos previamente detectados na andlise da agua da chuva.

Os elementos quantificados foram abundantes em todos os pontos, muitas vezes
em grandes quantidades como foi o caso do Ca e do K. Entretanto, estes elementos néao
mostraram um padrao de distribuicdo entre as faces abaxial (ABA) e adaxial (ADA). O
flor apresentou um padrdo de distribuicdo entre as faces adaxial e abaxial das folhas,
pois nos individuos expostos nos pontos Portaria, Capela e Lagoa Seca, foram

encontrados valores de 5,85 %; 5,46 %; 5,93 %, respectivamente, na face &bA
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torno de 1,5% na face ABAos individuos expostos no Inicio da Trilha e no ponto
referéncia Casa de Vegetacdo, os valores entre as faces ndo apresentaram diferenca
(Tabela 8).

6.7. ANALISES BIOQUIMICAS

Com a analise das atividades das enzimas do sistema antioxidativo dos
individuos deS. dulcis pode-se perceber que, os pontos Portaria e Capela apresentaram,
no geral, maiores valores de CAT, SOD e POX e os pontos Inicio da Trilha, Lagoa Seca
e Casa de vegetacdo, os menores valores, sendo que 0 na Lagoa Seca os niveis de PO>
foram elevados em relagao ao ponto de referéncia Casa de Vegetacao. (Tabela 9).

A determinacdo dos fendis totais evidenciou que os individecS. dlulcis
presentes no ponto Portaria apresentaram os maiores valores de compostos, fendélicos
seguidos dos pontos Lagoa Seca e Capela, em relacdo aos individuos presentes na Cass
de Vegetacdo. Os individuos do ponto Inicio da Trilha apresentaram valores de
compostos fenodlicos muito proximos aos individuos do ponto Casa de Vegetacao
(Tabela 9.

Quanto a determinacdo da peroxidacdo de lipidios, foi observad& duicis
que os individuos presentes no ponto Portaria apresentaram os maiores valores de
MDA, seguidos dos pontos Capela, Inicio da Trilha e Lagoa Seca, em relacdo aos

individuos no ponto de referéncia Casa de Vegetacdo (Tabela 9).
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7. DISCUSSAO

A composicdo da agua da chuva é uma combinacdo da composicdo quimica das
goticulas que formam as nuvens e das substancias que se incorporam as gotas de chuva
durante a precipitacdo (Souea al, 2006). Sendo assim, a agua da chuva, de certa
forma, retrata as caracteristicas da massa de ar, no que diz respeito ao conteudo de
particulas e gases sollveis em agua, através da qual atravessam as gotas de chuva
durante a precipitacédo (Seinfeld, 1986).

Uma vez que os ions de sddio, potassio, magnésio e cloro sdo provenientes de
origem natural e em geral sdo espécies benéficas em baixas concentracdes nas chuvas,
estes ions tém um significado ambiental relativamente menor que os demais compostos
encontrados (vanLoon & Duffy, 2005). Quanto ao enxofre e nitrogénio, suas fontes
podem ser tanto de origem natural quanto antropogénica, e, portanto, sédo de particular
interesse, pois juntos criam o fendmeno conhecido como chuva acida (vanLoon &
Duffy, 2005).

O pH da chuva é naturalmente acido, em torno de 5,6 (Schindler, 1988), e em
valores menores pode considerar como chuva &cida devido principalmente as
elevadas concentracdes dos aniongS®ONQ;. Como os valores de pH da chuva no
Parque Estadual do Itacolomi (PEI) se encontrameima de 5,6 consideseque as
concentracdes d@0,* e NQ;” ainda ndo s&o preocupantes nos arredores do PEI.

Os valores de flior encontrados na agua da chuva, mesmo sendo relativamente
inferiores as concentracdes dos outros elementos, devem ser levados em consideracéo,
pois dentre os poluentes atmosféricos, o flior é o de maior fitotoxicidade, podendo
causar injurias em espécies suscetiveis em concentracdes atmosféricas 10 a 1.000 vezes
menor que outros poluentes (Weinstein, 1977). No ponto Portaria, os valores de fluoreto
encontrade foram os maiores, devido, provavelmente, a proximidade deste ponto da
fonte emissora, seguido dos pontos Capela e Lagoa Seca. O ponto Lagoa Seca, apesar
de ser 0 mais afastado da fonte emissora, apresentou os altos valores de fluoreto na
chuva o que pode ser explicado pelos fortes ventos no local, que podem deslocar as
imiss@es para as regides mais altas do PEI. No ponto Inicio da Trilha, os valores foram
ligeiramente mais baixos, provavelmente, devido a sua localizagéo no interior da mata.

Apresenca de anions carboxilicos acetato, formiato e oxalato na agua da chuva
do PEI mostra que a fabrica esta liberando poluentes priméarios e estes podem estar

reagindo entre si. Isto se da pois, os maiores valores de anions carboxilicos foram

19



encontrados afastados da fonte emissora, presursgdoytdo, que estes poluentes
apresentam origem secundéria, uma vez que, na atmosfera, os acidos carboxilicos
carregados pelo vento sédo formados por reacao fotoquimica (Souza & Carvalho, 2001).

A poluicédo do ar por oxidantes fotoquimicos consiste numa mistura de espécies
como ozdnio, diéxido de nitrogénio, peroxiacetilnitrato e peroxido de hidrogénio. Esses
e outros poluentes sdo produzidos como resultado da acdo da luz solar nos 6xidos de
nitrogénio e hidrocarbonetos reativos, sendo que, em geral, esses poluentes ndo séo de
origem primaria, mas sim resultado de reacdes na atmosfera, depois da sua emissao
principalmente devido a queima de combustiveis (vanLoon & Duffy, 2005). No PEI, o
ponto Lagoa Seca apresentou maiores quantidades de oxidantes, uma vez que sua ares
ampla e aberta e, principalmente de maior altitude, favorecem estes altos niveis
(Bobbink, 1998). Em compensacdo, o ponto Inicio da Trilha apresentou niveis
extremamente baixos quando comparados as demais localidades do PEI, devido ao fato
desse ponto estar protegido no interior da mata.

Vale salientar que os dados atmosféricos obtidos no PEI foram resultados de
analises pontuais, ou seja, uma Unica analise foi realizada para cada parametro durante o
experimento, sendo estes dados preliminaresgraaeacterizadoda atmosfera do PEI.

A susceptibilidade ao fldor varia com a espécie ifiatein & Davison, 2004).

No campo, a sintomatologia vem sendo utilizada para monitorar os efeitos do estresse
causado por diversos fatores biéticos e abioticos (Vollenwetdar, 2003). Ao serem
expostos em varios pontos no PEI, os individuosSgendias dulcisapresentaram
rapido acumulo de fluoreto em seus tecidos, como ocorreu com individuos desta espécie
expostos nas proximidades desta mesma fabrica, na cidade de Our@Gdetmifa-

Santos & Azevedo, 2010).

A necrose tipica causada por flior descrita na literatura para a espéciefSilva
al., 2000; Sant’Anna-Santos & Azevedo, 200Bant’ Anna-Santoset al, 2006a, 2012)
ocorreu de forma escassasipontos do PEPataria e Capela, porém, foi amplamente
visualizada nos individuos do ponto Lagoa Seca, mesmo nao sendo o local no PEI que
apresentou maior concentracdo de flior na 4gua da chuva. Isto provavelmente ocorreu
devido a forte incidéncia de ventos no ponto Lagoa Seca e a maior quantidade de
oxidantes no local. A elevada velocidade do vento causou quebras em muitas folhas,
sendo assim, porta de entrada dos poluentes para o interior dos seus tecidos. Isto foi

evidenciado pela quantificacdo do flior na matéria seca das plantas, uma vez que houve
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grande acumulo de flior nos tecidos destes individuos, mesmo o local apresentando
valores menores na quantificacdo da agua da chuva em relagdo aos demais pontos.

O escurecimento observado na face adaxial das folhaS. d#ulcis neste
trabalho, € visualmente semelhaasenjurias causadas por ozénio (Vollenweidéeal,

2003. Entretanto, o padrédo desenvolvido nos foliolos foge da descricdo dos padrdes
encontrados para necroses causadas por este poluente, uma vez que 0s sinEamas surg
e se estabel@m entre as nervuras de segunda ordem (Vollenweidat, 2003) e o
observado en$. dulcisfoi um bronzeamento generalizado em toda a superficie foliar.
Presumese entdo, que este sintoma pode ter ocorrido em fungcao de outros poluentes ou
até mesmo da combinagcdo de poluentes, resultaatesedcdes quimicas entre 0s
poluentes primarios lancados na atmosfera (Runeckles, 1984), oriundos da usina
implantada proximo ao PEI e encontrados na agua da chuva.

O fluor na sua forma gasosa adentra o interior dos tecidos vegetais através dos
estdmatos (Miller, 1993; Peixotd al, 2005). Algumas necroses se iniciaram pela face
abaxial, porém houve muito mais injdrias que se iniciaram a partir da face adaxial. Isso
pode ter ocorrido devido as chuvas que ocorreram durante o periodo de exposi¢do das
plantas e assim, o poluente se encontrava mais diluido na precipitagdo do que livre na
forma gasosa (Weinstein & Davison, 2004). O acumulo de gotas de chuva na superficie
foliar, principalmente na face adaxial, mais exposta, favorece a remog¢édo da camada de
ceras epicuticulares e a desestruturacao da cuticula (Sant’Anna-Santos, 2008). A
remocao destas camadas, conforme observado nas eletromicrografias de vari®@dura de
dulcis, neste estudo, facilitou a entrada do poluente no interior dos tecidos adjacentes,
gerando as injarias.

A presenca de grupos celulares corados de azul pelo teste de Azul de Evans
indica que houve morte celulam regides da folha d8. dulcis O depdsito de células
mortas na face abaxial das folhas, préximo aos estdmatos, neste trabalho, pode ser um
indicio de que a morte celular ocorreu devido aos gases dos poluentes @Belosa
2009; Alveset al, 2011) e progressivamente atingiram os tecidos subsequentes. Este
teste mostrou ser um importante progndstico para a deteccdo de morte celular, mesmo
guando injurias ainda nao séao visualizadas (Faoro & lIriti, 2005

Os danos micromorfolégicos nas faces adaxial e abaxial da folha dos individuos
de S. dulcisexpostos em todas as localidades do PEI ocorreu, em parte, devido a perda

de turgidez das células epidérmicas, causando modificacdes do contorno das paredes
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anticlinais, em ambas as faces da fqlfut’ Anna-Santoset al, 2012). A plasmolise
das células epidérmicas foi mais acentuada na face adaxial da folha, provavelmente,
devido ao periodo chogdurante a execucao do experimento.

O surgimento de hifas fungicas € dulcisja foi relatado anteriormente em
experimento de simulagd®ant’ Anna-Santos & Azevedo, 2007). Com a eroséo da
cuticula, esta camada hidrofébica é, em parte, perdida, facilitando a formacdo de um
filme de agua, importante para os processos vitais da patogénese (Pascholatj & Leite
1995; Pozzeet al, 2004), facilitanto entdo o desenvolvimento de fungos e outros
patdégenos.

Mesmo sendo uma analise qualitativa, a microandlise por energia dispersiva de
raios-X foi um bom suporte para determinar que houve deposicdo de material
particulado na superficie foliar. Os elementos encontrados apresentaram distribuicdo
homogénea entre as faces adaxial e abaxial, indicando que estes elementos s&o
constituintes comuns da atmosfera local. Entretanto, o fldor estava em maior
abundancia na face adaxial, indicando que este elemento foi depositado por um evento
especifico, provavelmente a chuva. Quando ocorre chuva, as goticulas tendem a se
adensar na face adaxial mais do que na face abaxial, causando injurias a superficie
foliar.

Quando se analisa o flior como poluente em questdo, poucos séo os trabalhos
que relatam a quantificacdo da atividade das enzimas do estresse antioxidativo
provocado por ele em plantas, sendo geralmente estudada a relacéo entre essas enzima:s
e animais expostos (Wang, 1995; Gheshl, 2002; Reddt al, 2003).

No Parque Estadual do Itacolomi, mesmo caaltos valores observados no
ponto Portaria para SOD, CAT e compostos fendlicos, houve peroxidacdo lipidica,
confirmada pelos altos valores de MDA, o que pode ser resultado da acao direta do flior
e agentes oxidantes. J4 no ponto Capela, as enzimas CAT e a POX apresentaram alta
atividade antioxidante, mas, provavelmente, ndo foram suficientes para elimina-lo, pois
mesmo com altos valores de compostos fenélicos, houve peroxidacao de lipidios. Estes
dados confirmam que as plantas expostas nestes pontos se encontravam estressadas pel
poluicéo.

No ponto Inicio da Trilha apenas a enzima SOD apresentou incremento na
atividade, o que néo foi suficiente para impedir os danos decorrentes da peroxidagao

lipidica evidenciado pelo aumento nas concentracdes de MDA. Mesmo assim, nao
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foram suficientes para gerar grandes danos visuais. Os baixos valores de compostos
fendlicos também sdo um indicativo que as plantas deste ponto ndo se eatontra
estressadas.

No ponto Lagoa Seca ocorreu uma provavel inibicdo ou degradacédo da SOD e
da CAT, pois seus valores foram os mais baixos em comparagdo a todos os pontos,
inclusive ao ponto referéncia Casa de Vegetacédo, contudo os niveis de POX foram altos
A POX é a enzima mais resistente entre as enzimas do sistema antioxidativo (Kar &
Mishra, 1976), sendo este um indicio que as demais enzimas podem ter sido degradadas,
uma vez que este € o ponto onde as plantas mais apresentaram danos visuais. A baixa
concentracdo de MDA pode ser relacionada a utilizacdo de foliolos mais jovens para
esta andlise neste ponto, visto que os fortes ventos no local levaram a perda de muitas
folhas, limitanto assim a disponibilidade de foliolos para as andlises. Deste modo,
utilizandose um foliolo jovem, ndo completamente expandido, suas funcdes
fisioldgicas nédo correspoadam a de um foliolo adulto (Taiz & Zeiger, 2009), havendo
entdo baixa peroxidacdo lipidica. Quanto aos fendis, os altos valores foram préximos
aos valores do ponto Portaria, sendo este outro indicio de que as plantas encontravam-se
estressadas neste ponto.

O acumulo de fendis tem sido interpretado como um mecanismo de defesa das
plantas, ativado por fatores bidticos e abibticos que induzem ao estresse (Vaughn &
Duke, 1984)Além da quantificacdo dos compostos fendlicos, a anatomia mostrou, em
todas as localiza¢cBes, acumulo de compostos fendlicos, conforme evidenciado pelo teste
histoquimico com sulfato ferroso. E®a dulcis é natural encontrar compostos fendlicos
em seus tecidos, principalmente devido ao fato de haver idioblastos contends tanino
acompanhando o sistema vascy$aint’ Anna-Santoset al, 2006b). Este incremento na
sintese destes compostos ocorreu devido, primeiramente, aos poluentes que estéo
atingindo o PEI e secundariamente, ao excesso de luminosidade, pois ha uma correlagcéo
positiva entre a intensidade luminosa e a producdo de compostos fendlicos €Tattini
al., 2004), evidenciando uma resposta de protecdo a lamina foliar.

Os poluentes oriundos das emissdes de uma fabrica de aluminiatesjdwo o
Parque Estadual do Itacolomi, uma vez que as massas de ar tramgxida poluentes
para as adjacéncias desta importante unidade de conservacdotamli®m pdde ser
comprovado pela identificagcdo de elementos oriundos de atividadesiadgusiragua da
chuva, como o fllor, e de oxidantes na atmosf8mondias dulcisnostrou ser uma

importante espécie bioindicadora, apresentando sintomas visud@isel@cle fluoreto em
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seus tecidos em poucos dias de exposicdo. Mesmo antes de apresemeas svisuais,
puderam ser detectadas alteracbes anatdbmicas como actematomgostos fendlicos e
retracdo de protoplasto. As necroses surgiram em poucos dias de expos@ado ge
deformacfes nas paredes celulares da epiderme e nos estomajasda@he erodir a
cuticula e expor os tecidos internos. No mesofilo, as necroses foramerizadets,
principalmente, pela plasmodlise das células, levando a monarceD acumulo de
fluoreto, além dos gases oxidantes, gerou a formacdo de espédiess réatoxigénio,
levando ao aumento das atividades enzimaticas e acumulo gestomfendlicos. A ma
degradacdo destes agentes oxidantes culminou na peroxidacdo de dipidiagais. A
anatomia e a fisiologia vegetal, desta forma, se mostraraortemtes biomarcadores para

a deteccao de alteragOes causadas pelos poluentes.
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Figura 1: Localizacdo do Parque Estadual do Itacolomi (REfps pontos onde as
plantas de&Spondias dulcisoram expostas. 1. Portaria. 2. Capela. 3. Inicio da Trilha. 4.
Lagoa Seca, incluindo, externamente ao PEI, a fonte emissora. Modificado detCoser
al. (2010).
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Figura 2: Experimento de exposicao ativa no Parque Estadual do Itacolomi utilizando
plantas deSpondias dulcisA. Sistema de estantes utilizadas para a exposi¢ao ativa no
PEI. B. Ponto de exposicdo Portaria. C. Capela. D. Inicio da Trilha. E. Lagoa Seca. F.
Casa de Vegetacao. (*) Escurecimento foliar. (seta) Necrose foliar.
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Figura 3: Alteracdes na lamina foliar depondias dulcisausadas pela exposicas
emissdes de uma usina no Parque Estadual do Itacolomi em seccéo transversal (A-D) e
paradérmica (E-H). A, C, E e.®onto referéncia Casa de Vegetacdo. B, D, F e H.
Ponto Lagoa Seca. A e B. Margem foliar evidenciando o canal secretor enwolto d
idioblastos taniferos (ponta de seta). B, D, F e H. Acimulo de compostos fendélicos nas
células que envolvem o canal secretor e nos parénquimas pali¢cadico e lacunoso. E e F.
Parénquima lacunoso. G e HPaénquima palicadico. (*) Drusa. (setranca)
Compostos fenolicos. (sefareta) Retracdo do protoplasto. CS. Canal Secretor. E.
Epiderme. Es. Estbmato. FV. Feixe Vascul®P Parénquima Palicadico. PL.
Parénquima Lacunoso. Escalas 3u50.
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Figura 4: Estrutura foliar deSpondias dulciexpostas as emissdes de uma usina no
Parque Estadual do Itacolorfieste histoquimico com sulfato ferroso para evidenciar
compostos fendlicos, seccdo transversal). A, D e G. Controle do teste com extracdo
fendlica com metanol. B, E e H. Ponto referéncia Casa de Vegetacao. C. Ponto Portaria.
F. Ponto Lagoa Seca. |. Ponto Capela. Os compostos fendlicos sdo evidenciados pela
cor marrom escuro. (seta) ldioblastos taniferos. Escalas A-C e G-I = 100 um &D-F =

pm.
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Figura 5: AlteragOes foliares enBSpondias dulcisque exibiram sintomas visuais
causadas pela exposicdo as emissdes de uma usina no Parque Estadual do Itacolomi
(seccao transversal). A-C. Evolucdo de necrose iniciada na face abaxial. D-F.
Desenvolvimento de necrose iniciada na face adaxial, (ponta de seta) retracdo do
protoplasto. G-l. Necrose na nervura central, levando a formagé&o de hiperplasia celular
na face abaxial (seta). (*) Colapso das células. Es. Estémato. PP. Parénquima
Palicadico. PL. Parénquima Lacunoso. Co. Colénquima. F. Floema. X. Xilema. Escalas
A-F =50 pym e G-I =100 pm.
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Figura 6: Necroses foliares e®pondias dulcigjue exibiram sintomas visuais causadas

pela exposicdo as emissdes de uma usina no Parque Estadual do Itacolomi em (secc¢éo
transversal). AC. Necrose generalizada na margem foliar. D-F. Evolugcdo de necrose
culminando na total degradacao dos tecidos foliares. (*) Colapso das células. CS. Canal
Secretor. Es. Estdmato. PP. Parénquima Palicadico. PL. Parénquima Lacunoso. FV.
Feixe Vascular. Escalas =100 pm.
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no Parque Estadual do ltacoloftéste histoquimico com Azul de Evans, diafaniza¢éo)
A, C e E. Ponto referéncia Casa de Vegetacdo. B, D e F. Ponto Pdttaria. Aspecto
gerl, (seta) gupos de células morta€. Parénquima lacunoso sadio. D. Parénquima
lacunoso apresentando morte celular. E. Face abaxial. F. Parénquimadipali
apresentando morte celuldr) plastidios fortemente corados de azul. Escalas A-B = 300
pm e C-F =50 pm.
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Figura 8: Superficie foliar deSpondias dulciexposta as emissfes de uma usina no
Parque Estadual do Itacolomi (Microscopia Eletronica de Varredura). A-B. Ponto de
referéncia Casa de Vegetacdo, evidenciando foliolos glabros com epiderme
apresentando relevo da epiderme uniforme e estdmatos sem alteragdes. A. Face adaxial.
B. Face abaxial. C. Células epidérmicas da face adaxial plasmolisadas com perda de
turgor. D. Face abaxial necrosada com plasmdlise celular e estbmatos alterados, com
crista estomatica flacida. E. Ruptura da epiderme expondo parénquima palicadico. D
detalhe evidenciando os cloroplastos na posicdo parietal celular. F. Face abaxial
erodida. G. Face adaxial erodida. H. Proliferacdo de hifas fangicas (ponta de seta).
(setas) Estbmatos. (*) Exposicao das células do mesofilo. CC. Colapso Celular. Escalas
ACELFeH=20pmeB,DeG=10 um

32



Tabela 1: Andlise quimica do solo utilizado como substrato nos vasos para cultivo dos
individuos deSpondias dulcigorst. F.

pH P K Na Ca®* Mg“ AI®* H+Al SB (&) (T)
H,O  -—--mgldnP----  —eeeeeeeeee cmoly/dm®---------- ----cmoly/dm®-----

56 29,6 157,8 - 4,8 1,4 0 5,6 6,7 6,7 12,3

V m ISNa MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S
------- %-------  dag/lKg mg/L Y ¢ | (SRR

546 O - 4,8 203 11,8 415 31 06 04

SB (Soma de bases trocaveis); CTC (t) (Capacidade de troca catibnica efetiva); CTC (T)
(Capacidade de troca catidnica a pH 7,0); V (indice de saturacéo de bases); m (indice de
saturacéo de aluminio); ISNa (indice de saturacéo de sodio); MO (Matéria organica); P-
rem (Fésforo remanescente).

Tabela 2: Analise granulométrica e classificacdo textural do solo utilizado como
substrato nos vasos para cultivo dos individudSpiedias dulcis

Argila Silte Areia Classificagdo Tipo de Solo *
% Textural

39 9 52  Argilo Arenosa 2

O método utilizado foi o da "Pipeta" segundo EMBRAPA.
* Tipo 2 — Textura Média.
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Tabela 3: Valores médios das avaliacbes microambientais nos diferentes pontos de
amostragem no Parque Estadual do Itacolomi e no ponto referéncia no periodo de 07 a
12/03/2013.

Localizacao Coordenadas H \% T U

Portaria 20°24°30” S 1230 0,48 28,85 61,35
43°30°30” W

Capela 20°265” S 1373 0,65 27,61 59,63
43°3036” W

Inicio da Trilha 20°2545”S 1473 0,30 27,40 63,63
43°2948” W

Lagoa Seca 20°2557°S 1532 1,20 23,66 70,11
43°29277 W

Casa de Vegetacd 20°45°20” S 649 0,14 28,62 60,33
42°52°40” W

H (Altitude — m); V (Vento— m $%); T (Temperatura °C); U (Umidade %).

Tabela 4: Propriedades fisicas e quimicas da dgua da chuva e dados dos gases oxidantes
encontrados no Parque Estadual do Itacolomi, MG no periodo de 07 a 12/03/2013.

Localizacao pH Condutividade Oxidantes
Portaria 5,89 12,98 27,03
Capela 5,55 10,65 22,56
Inicio da Trilha 6,31 20,00 0,66
Lagoa Seca 6,07 12,13 55,79
Casa de Vegetacac - - 0,41

Condutividade|{S)e Gases Oxidant¢gmol L™).
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Tabela 5: Anélise da 4gua da chuva coletada no Parque Estadual do Itacolongqe) po periodo de 07 a 12/03/2013.

Localizagdlo Na® NH,” K* Mg* ca* F cl NO; SO/ Acetato Formiato Oxalato X Cations X Anions %

Portaria 4506 12,27 19,58 16,28 70,83 391 16,51 37,35 6,87 6,27 35,42 5,19 251,14 123,63 34,02
Capela 3587 931 12,14 1768 76,40 1,70 8,63 31,88 5,53 19,90 1,41 6,99 245,50 88,59 46,96
!|r'1riif}ioada 40,64 5,27 18,46 18,06 81,06 0,98 17,04 24,80 5,67 16,32 36,70 5,25 262,63 120,64 37,04
Lagoa Seca 4500 7,12 13,15 15,06 78,82 1,12 1514 27,74 6,74 20,92 31,36 4,91 253,06 116,66 36,89

% - Porcentagem de cations em relagdo aos anions
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Tabela 6: Relacdo da porcentagem média dos sintomas visuais dos individuos de
Spondias dulcig asclassificacfes quanto ao grau de &rea foliar necrosada.

Porcentagem Média da

Localizacao Area Foliar Necrosada Classificacao
Portaria 25,056 % B Levemente injuriada
Capela 23,597 % B Levemente injuriada
Inicio da Trilha 3,586 % C Sem injdria
Lagoa Seca 43,442 % A Moderadamente injuriad
Casa de Vegetaca 0,000 % C Sem injdria

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. A 5%
de probabilidade (p < 0,05).

Levemente injuriada (com manchas necréticas e cloréticas esparsas);
Moderadamente injuriada (de 30 a 50% da area foliar necrosada);

Muito injuriada (de 50 a 70% da area foliar necrosada);

Extremamente injuriada (com mais de 70% da area foliar necrosada).

Tabela 7: Quantificacdo do teor de flior na massa seca das folhas dos individuos
de Spondias dulcigxpostos no PEI no periodo de 07 a 12/03/2013 ({tyF g

Localizacéo Quantificacdo de

Flaor
Portaria 2,7418 A
Capela 1,6509 C
Inicio da Trilha 1,3787 D
Lagoa Seca 18215 B
Casa de Vegetacdo 1,0910 D

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. A 5%
de probabilidade (p < 0,05).
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Tabela 8: Dados qualitativos da microanalise por energia dispersiva de raios-X
em folhas deSpondias dulcisexpostos as emissdes de uma usina no Parque
Estadual do Itacolomi e no ponto referéncia.

Localizacdo Face F Na Mg P S Cl K Ca

ABA 2,60 3,49 8,78 580 6,55 3,18 17,53 32,33
ADA 5,85 4,74 8,83 4,77 466 1,82 12,29 23,48
ABA 1,86 3,49 7,90 4,27 6,53 6,04 15,94 4541
ADA 5,46 4,44 7,60 3,39 4,72 4,10 12,48 26,86
Inicio da ABA 154 269 8,88 6,16 6,35 2,28 18,03 40,12
Trilha ADA 1,19 4,66 11,73 8,25 6,25 3,41 18,27 30,56
ABA 1,14 487 8,08 9,61 843 3,07 16,82 33,48
ADA 593 4,65 7,02 993 6,84 2,02 13,68 26,86
Casa de ABA 2,60 3,92 9,83 7,32 584 7,75 31,67 24,05
Vegetacdo ADA 2,22 387 7,55 6,93 6,12 7,02 23,65 21,25
Valores relativos em porcentagem (%).

ADA - Superficie adaxial das folhas;
ABA - Superficie abaxial das folhas.

Portaria

Capela

Lagoa Seca

Tabela 9: Analises fisiolégicas das atividades das enzimas antioxidativas, fendis
totais e malondialdeido em folhas$jgondias dulciexpostas as emissdes de uma
usina no Parque Estadual do Itacolomi.

CAT SOD POX Fendis MDA
Portaria 2405+474 331+123 310+0,70 117.14+22.11 2.49 + 0,83
Capela 2971+578 286+152 1050 +511 10021 +6.47 2.38+0,09
?r'ifggda 17.00+131 3,73+207 481+141 7794+2634 156+0.16
Lagoa Seca 16,97 +2,02 2,10+0,28 9,11+3,42 110,80 + 24,51 1,19 + 0,24
Casade 105,057 214+037 3.62+337 7830+1239 078010
Vegetagéo

CAT (Catalase- mmol miri'mg protein

SOD (Superéxido DismutaseU min*mg protein}
POX (Peroxidase mM min'mg protein}

Fendis (g fenois KYVMF),

MDA (Malondialdeido- mmol g*MF).
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