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RESUMO

SIQUEIRA-SILVA, Advanio Inacio; D.Sc., Universidade Federal de Minas Gerais, fevereiro
de 2014. Efeito da deposicdo da poeira de cimento na estrutura foliar, ultraestrutura
celular e em variaveis fisiologicas e bioquimicas de espécies lenhosas nativas. Orientador:
Elder Antdnio Sousa e Paiva. Coorientadora: Luzia Valentina Modolo.

O presente estudo abordou espécies lenhosas nativas do estado de Minas Gerais, Brasil,
ocorrentes em &reas de afloramentos calcarios, as quais tém recebido ao longo dos anos,
material particulado proveniente das atividades de industrias cimenteiras. Objetivou-se avaliar
os efeitos da poeira de cimento na organizagdo estrutural e ultraestrutural da folha e em
variaveis fisioldgicas e bioquimicas de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae), Guazuma ulmifolia
Lam. (Malvaceae), Myracrodruon urundeuva Allemao (Anacardiaceae) e Trichilia hirta L.
(Meliaceae). Para tal, as plantas foram submetidas as concentragdes de 0; 2,5 e 5 mg cm™ de
material particulado de cimento aplicado em dois momentos sobre a superficie foliar; sobre o
solo e sobre a superficie foliar e solo, em condi¢6es de exposicao controlada e solo padronizado.
Entre as espécies avaliadas, houve tolerancia diferencial frente a poeira de cimento, sendo C.
fissilis aquela com maior sensibilidade, o que determinou o encerramento do experimento com
esta espécie aos 41 dias apds o inicio das simula¢des, diferindo das demais espécies (60 dias),
consideradas tolerantes a poeira. Em C. fissilis, nos tratamentos que receberam o material
particulado alcalino na parte aérea da planta, houve clorose e necrose foliar, senescéncia,
enrolamento e queda dos foliolos, aumento das atividades de enzimas do sistema antioxidante,
reducdo na condutancia estomatica e no rendimento quéantico potencial do fotossistema Il, entre
outros sintomas. Para as quatro espécies vegetais, apos aplicacdo da poeira, houve formacéo de
crosta de cimento na superficie foliar, bloqueio de parte da luz incidente e obstrucdo dos
estdmatos, além de alteracGes nos teores de pigmentos fotossintéticos, na morfoanatomia e
composicdo nutricional, com reducdo nos teores foliares de Fe, entre outros sintomas. Em
termos gerais, 0s efeitos prejudiciais da poeira foram anteriores as possiveis alteracdes no pH e
composigdo quimica do solo, sendo causados em funcéo principalmente do contato do cimento
com a superficie foliar. Os resultados obtidos podem subsidiar estratégias de conservagéo e
recuperacdo de areas impactadas por inddstrias cimenteiras, as quais representam ameaca a

biodiversidade local.



ABSTRACT

SIQUEIRA-SILVA, Advanio Inécio; D.Sc., Universidade Federal de Minas Gerais, february,
2014. Effect of cement dust deposition on leaf structure, cell ultrastructure and in
physiological and biochemical variables in native woody species. Adviser: Elder Antonio
Sousa e Paiva. Co-adviser: Luzia Valentina Modolo.

The present study focused on native woody species in the state of Minas Gerais, Brazil,
occurring in areas of limestone outcrops, which have received in over years particulate matter
from cement factories activities. The work evaluated the effects of cement dust on the structural
and ultrastructural organization of the leaf and in physiological and biochemical variables of
Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae), Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Myracrodruon
urundeuva Allemao (Anacardiaceae) and Trichilia hirta L. (Meliaceae). To this end, plants
were exposed to concentrations of 0; 2.5 and 5 mg cm™ of cement particulate matter applied at
two moments on the leaf surface; on the soil and the leaf surface and soil, in controlled exposure
conditions and standardized soil. Among the studied species, there was differential tolerance
for the cement dust, and C. fissilis was the one with the highest susceptibility, which led to the
closure of the experiment with this species at 41 days after the start of the simulations, differing
from other species (60 days) considered tolerant to dust. In C. fissilis, in the treatments with
alkaline particulate matter on the plant shoot, there was chlorosis and leaf necrosis, senescence,
leaflets curling and fall off, increased enzyme activities of the antioxidant system, reduction in
stomatal conductance and in the potential quantum yield of photosystem II, among other
symptoms. For all four plant species, after application of dust, there was cement crust formation
on the leaf surface, blockade of part of the incident light and obstruction of the stomata, besides
changes in the levels of photosynthetic pigments, in morphoanatomy and nutritional
composition, with reduction in the foliar content of Fe, among other symptoms. In general, the
harmful effects of dust were prior to possible changes in pH and chemical composition of the
soil, being caused mainly due to the contact of the cement with the leaf surface. The results
obtained may support strategies for the conservation and recovery of impacted areas by cement

factories, which represent a threat to local biodiversity.



INTRODUCAO GERAL

A indUstria cimenteira € uma das principais fontes de material particulado (Grantz et
al., 2003; Demir et al., 2005; Isikli et al., 2006, Rodrigues e Joekes, 2011), o qual pode afetar
negativamente o funcionamento do ecossistema circundante (Demir et al., 2005; Isikli et al.,
2006). Durante o processo de fabricacdo de cimento, grande quantidade de material particulado
é emitido em quase todos os estagios da producéo, sendo cerca de 63% originaria das operaces
de moagem do cimento ao final do processo de fabricacéo, 21% dos fornos de clinquerizacao,
8% do transporte por caminh@es e 8% nas demais atividades (Abdul-Wahab, 2006).

O Brasil se destaca mundialmente na producédo de cimento (Rodrigues e Joekes, 2011,
SNIC, 2013), concentrando na regido sudeste o maior nimero de industrias cimenteiras (SNIC,
2013). Nos ultimos anos, o crescimento na producdo e consumo deste produto no pais tem
exigido a ampliacdo da capacidade de producdo de suas principais industrias, 0 que aumenta o
risco para a vegetacdo nativa local e regional.

Os impactos da deposicdo de material particulado sobre a vegetacdo dependem da sua
composicao quimica, estrutural e da intensidade e distancia da fonte emissora, bem como da
morfologia foliar, do grau de tolerdncia da planta e do ecossistema, da topografia e das
condicbes climaticas locais, entre outros fatores (Farmer, 1993; Grantz et al., 2003). A
sobrevivéncia de um individuo exposto ao material particulado é dependente do seu genotipo,
estadio de crescimento, disponibilidade de recursos e microhabitat (Levin, 1998; Grantz et al.,
2003), podendo haver danos a fotossintese, ao acumulo de biomassa, a nutricdo mineral e
reproducéo (Grantz et al., 2003).

A deposicdo de poeira nas folhas pode afetar o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, por meio de efeitos fisicos como o blogueio da luz, abrasdo, aquecimento foliar e
alteracdes nas trocas gasosas (Farmer, 1993; Hirano et al., 1995; Grantz et al., 2003; Pereira et
al., 2009); ou por efeitos quimicos decorrentes da sua entrada no mesofilo, usualmente através
dos estdmatos ou de fissuras na cuticula (Watmough et al., 1999; Lau e Luk, 2001). A presenga
do cimento nos tecidos internos contribui para o acumulo de elementos essenciais e ndo
essenciais a planta (Lau e Luk, 2001), podendo resultar em danos estruturais e metabolicos.

O calcio (Ca) é o principal componente da poeira emitida pela industria cimenteira (Lee
e Pacyna, 1999; Mandre et al., 1999; Jalkanen et al., 2000; Branquinho et al., 2008; Zhao et al.,
2008), estando presente em todos 0s processos, desde a extracdo da matéria-prima, o calcario,

passando pela produgdo do clinquer e obtencdo do cimento. Consequentemente, a poeira



originada destas atividades tem natureza alcalina, representando um aporte adicional de Ca
para o ecossistema local, e a introducdo de uma nova forma de estresse para a vegetacao.

Embora o Ca seja um nutriente essencial para a planta, conferindo resisténcia e
estabilidade as paredes celulares, atuando na estabilizacdo e regulacdo da permeabilidade das
membranas, na extensao e na divisao celular, bem como na modulacéo de enzimas (Martinez,
2006), a exposicdo a poeira de cimento tem sido prejudicial as plantas e ao meio ambiente, em
geral (Haapala et al., 1996; Mandre et al., 1999; Mandre, 2009), assim como a satde humana
(Abdul-Wahab, 2006; Zeleke et al., 2010; Bertoldi et al., 2012). Vale ressaltar que além da
alcalinidade, a poeira originada das atividades de industrias cimenteiras contém metais pesados
(Al-Khashman e Shawabkeh, 2006; Mandre e Ots, 2012), os quais em altas concentracfes
tornam-se toxicos (Han et al., 2004; Bhaduri e Fulekar, 2012; Mandre e Ots, 2012).

O teor de Ca na célula vegetal é elevado no apoplasto, no vactolo e no interior de
organelas membranares, enquanto na matriz citoplasmatica é extremamente baixo (Gilroy et
al., 1993; Bush, 1995; Hawkesford et al., 2012). A manutencéo do equilibrio das concentractes
deste elemento nos diferentes componentes da célula vegetal, exige gasto de energia metabdlica
em sistemas de transporte de ions Ca ou imobilizagao do excesso na forma de cristais de oxalato
de Ca (Franceschi e Nakata, 2005).

Cristais de oxalato de Ca podem ocorrer em todos os tecidos vegetais (Metcalfe e Chalk,
1983), entretanto, sdo mais abundantes nas imediagdes do sistema vascular, especialmente no
floema. Paiva e Machado (2005) atribuiram aos cristais de oxalato de Ca precipitados no
floema e suas imedia¢6es, a manutencao dos niveis de Ca neste tecido. A quantidade de cristais
encontrados nos tecidos vegetais depende, entre outros fatores, da disponibilidade de Ca no
substrato (Franceschi e Horner, 1979; Zindler-Frank et al., 2001; Volk et al., 2002; Jauregui-
Zuhiga et al., 2005).

Os resultados obtidos podem subsidiar estratégias de conservacdo e recuperacdo de
areas impactadas por industrias cimenteiras, as quais representam ameaca a biodiversidade

local.

OBJETIVO GERAL

Avaliar os impactos da deposicdo da poeira de cimento na superficie foliar, na
organizacdo estrutural da folha, na ultraestrutura celular e em varidveis fisiologicas e
bioquimicas de espécies lenhosas nativas, bem como identificar diferencas de respostas entre
as espécies.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Indicar o grau de suscetibilidade das espécies a poeira de cimento;

e ldentificar os sintomas morfoanatdmicos na estrutura foliar, causados pela deposicédo
de poeira de cimento nas espécies vegetais estudadas;

e Avaliar possiveis alteracdes ultraestruturais na superficie foliar, nas células epidérmicas
e no mesofilo de folhas das plantas submetidas ao material particulado alcalino;

e Quantificar e indicar a distribuicdo de cristais de oxalato de Ca nas folhas em resposta
a poeira alcaling;

e Determinar os efeitos do material particulado sobre a composi¢do mineral das folhas e
do solo;

e Investigar os efeitos da poeira sobre a fluorescéncia da clorofila a, a condutancia
estomatica, os teores de pigmentos fotossintéticos e a intensidade de bloqueio da
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos;

e Avaliar o impacto da poeira no metabolismo antioxidante enzimético (superdxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase) das folhas;

e Gerar informacdes que auxiliem no biomonitoramento e na avaliacéo de risco ecoldgico
em areas impactadas pela atividade de fabricacdo de cimento;

e Contribuir com informacdes a serem utilizadas em programas de conservacao e

recuperacdo de areas impactadas pela inddstria cimenteira.
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CAPITULO I
Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae), espécie lenhosa nativa sensivel & poeira de cimento
RESUMO

A atividade industrial para producéo de cimento e consequente emisséo de material particulado
impacta e ameaca a vegetacdo no entorno das unidades fabris, principalmente em areas de
afloramentos calcarios. Desta forma, objetivou-se avaliar os impactos da deposicdo de poeira
de cimento na organizacao estrutural, ultraestrutural e em variaveis fisioldgicas e bioquimicas
dos foliolos de Cedrela fissilis Vell., espécie lenhosa nativa de Minas Gerais, Brasil,
comumente encontrada nestas areas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao e as
plantas foram expostas as concentragbes de 0; 2,5 e 5 mg cm™ de material particulado de
cimento aplicadas em dois momentos sobre a superficie foliar; sobre o solo e sobre a superficie
foliar e solo, em condicGes de exposi¢gdo controlada e solo padronizado. Nas plantas que
receberam a poeira de cimento na parte aérea houve clorose foliar, necrose marginal e
internerval, reducdo da espessura da lamina foliar, perda da turgidez das células epidérmicas,
colapso celular, obstrucao dos estbmatos, senescéncia, enrolamento e absciséo foliar, além de
morte de algumas plantas. Houve reducdo de pigmentos fotossintéticos, alteracdo na
composicao mineral das folhas, com elevacdo dos teores de célcio (Ca) e reducdo dos teores
de ferro (Fe), sem incremento no numero de cristais prismaticos. O cimento ao entrar em
contato com a superficie foliar formou uma crosta e bloqueou 30 a 48% da luz incidente, além
de reduzir a condutancia estomatica e o rendimento quantico potencial do fotossistema Il. Nas
plantas dos tratamentos controle e solo ndo foram verificadas alteragdes morfofisioldgicas ao
longo do experimento. As atividades das enzimas superdxido dismutase, catalase e ascorbato
peroxidase foram aumentadas quando aplicado a concentragdo de 2,5 mg cm de cimento,
independente do local de deposi¢cdo. Os resultados encontrados para C. fissilis indicaram

grande sensibilidade desta espécie a poeira de cimento.

Palavras-chave: Poluicdo, estresse, interacdo planta-ambiente, afloramentos calcarios.



Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae), native woody species susceptible to cement dust

ABSTRACT

The industrial activity for the production of cement and consequent emission of particulate
matter impacts and threatens the vegetation surrounding the manufacturing facilities, especially
in areas of limestone outcrops. Thus, there have been evaluated the impacts of deposition of
cement dust on the structural organization, ultrastructural and in physiological and biochemical
variables of leaflets Cedrela fissilis Vell., native woody species from Minas Gerais, Brazil,
commonly found in these areas. The experiment was performed in a greenhouse and the plants
were exposed to concentrations of 0; 2.5 and 5 mg cm of cement particulate matter applied at
two moments on the leaf surface; on the soil and the leaf surface and soil, in controlled exposure
conditions and standardized soil. In plants treated with cement dust on the plant shoot there
was leaf chlorosis, marginal and internerval necrosis, reduction of the leaf blade thickness,
turgor loss of epidermal cells, cell collapse, stomatal obstruction, senescence, leaf curling and
fall off, besides death of some plants. There has been a reduction of photosynthetic pigments,
changes in mineral composition of leaves with increased calcium (Ca) and reduced iron (Fe)
contents, without increase in the number of prismatic crystals. The cement on contact with the
leaf surface has formed a crust and blocked 30-48% of the incident light, besides reducing
stomatal conductance and the potential quantum yield of photosystem I1. In plants of the control
treatment and soil morphological and physiological changes were not observed during the
experiment. The enzymes activities of superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase
were increased when applied concentration of 2.5 mg cm™ of cement, regardless of the site of

deposition. The results for C. fissilis showed great susceptibility of this species to cement dust.

Keywords: Pollution, stress, plant-environment interaction, limestone outcrops.

10



1. Introducéo

A indUstria cimenteira € uma das principais fontes de material particulado (Grantz et
al., 2003; Demir et al., 2005; Isikli et al., 2006; Rodrigues e Joekes, 2011), o qual pode afetar
o0 crescimento e o desenvolvimento das plantas, por meio de efeitos fisicos como o bloqueio da
radiacdo luminosa, abrasdo, aquecimento foliar, alteragdes na condutancia estomatica e nos
processos fotossintéticos e transpiratorios (Farmer, 1993; Hirano et al., 1995; Grantz et al.,
2003; Pereira et al., 2009). H4, ainda, efeitos diretos decorrentes da assimilacdo foliar através
dos estbmatos ou de fissuras na cuticula (Watmough et al., 1999; Lau e Luk, 2001; Eichert e
Fernandez, 2012), levando ao acumulo, nos tecidos foliares, de elementos essenciais e nao
essenciais a planta (Lau e Luk, 2001).

Estudos tém indicado uma varia¢do nas respostas das enzimas do sistema antioxidante
(superdxido dismutase, catalase e peroxidase, entre outras) das plantas frente a poeira de
cimento, ora tendo suas atividades estimuladas, ora ndo, dependendo da espécie selecionada
(Erdal e Demirtas, 2010; Dziri e Hosni, 2012).

Durante o processo de fabricagcdo de cimento, grande quantidade de material em
suspensdo é lancada na atmosfera em quase todos os estagios da producéo, desde a extracdo da
principal matéria-prima, o calcéario, até a finalizacdo do processo com a embalagem e expedicao
do cimento (Abdul-Wahab et al., 2005; Abdul-Wahab, 2006; Mwaiselage et al., 2006). O célcio
(Ca) é o principal componente desta poeira (Lee e Pacyna, 1999; Mandre et al., 1999; Jalkanen
et al., 2000; Branquinho et al., 2008; Zhao et al., 2008), a qual além de apresentar natureza
alcalina, contém metais pesados em sua composicdo (Al-Khashman e Shawabkeh, 2006;
Mandre e Ots, 2012).

A exposicao a poeira de cimento tem sido prejudicial as plantas (Haapala et al., 1996;
Mandre et al., 1999; Mandre, 2009). Em Pinus halepensis Mill. ocorrendo em area préxima a
industria cimenteira foi constatado grande quantidade de Ca na superficie foliar, formando
crostas, além de erosdes na camada de ceras epicuticulares e obliteracdo dos estomatos (Bacié¢
et al., 1999). Outros estudos relataram, ainda, reducdo nos teores de clorofila das folhas
(Mandre e Tuulmets, 1997; Nanos e llias, 2007), bem como reducéo nas taxas de crescimento
vegetativo e reprodutivo, perda de turgescéncia, clorose, necrose e senescéncia foliar, entre
outros (Farmer, 1993).

Nos vegetais, 0 Ca confere resisténcia e estabilidade as paredes celulares, atua na
extensdo celular, em processos secretores como a formacgdo de calose em resposta a injdrias,

na estabilidade das membranas e integridade celular, na osmorregulacdo celular, no balanco
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entre cations e anions, e como mensageiro secundario (Hawkesford et al., 2012). Embora o Ca
seja um nutriente essencial para as plantas, a sua concentracdo citosolica deve ser mantida
baixa, pois 0 excesso de Ca pode ser fitotdxico (White e Broadley, 2003; Hawkesford et al.,
2012).

Muitas espécies arboreas sdo sensiveis a alcalinizacao do solo e ao contato de sua parte
aérea com o material particulado alcalino (Farmer, 1993; Mandre et al., 2012), havendo grande
variabilidade em suas respostas, assim como controvérsias na literatura acerca da magnitude
do impacto deste tipo de poeira (Mandre e Lukjanova, 2011). Cedrela fissilis Vell. é uma
espécie lenhosa nativa que ocorre em areas adjacentes as inddstrias cimenteiras. Trata-se de
uma espeécie caducifélia, com folha composta paripinada e foliolos pubescentes, que apresenta
ampla distribuicdo na América do Sul e na Costa Rica (Pennington et al., 1981). Ao longo dos
anos tem ocorrido exploracdo comercial de sua madeira (Dornelas e Rodriguez, 2006; Garcia
et al., 2011) e por estar distribuida em areas exploradas por inddstrias cimenteiras pode estar
ameacada nestes locais, assim como outras espécies vegetais.

Os objetivos deste estudo foram avaliar as respostas morfofisioldgicas e bioquimicas
de C. fissilis a poeira de cimento, bem como estimar a sua sobrevivéncia e possibilidade de

emprego na revegetacao de areas proximas as inddstrias cimenteiras.

2. Material e métodos

2.1. Cultivo das plantas

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Botanica,
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil (826 m de
altitude, 19°52'09,3” S e 43°58'00" O).

Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) foi a espécie lenhosa estudada. As razdes para sua
escolha se basearam na sua facilidade de cultivo, no crescimento rapido, por ser nativa do
estado de Minas Gerais, Brasil, e por ocorrer em areas de afloramentos calcarios, principais
locais de exploracdo das industrias cimenteiras.

Sementes de C. fissilis foram coletadas de matrizes cultivadas no campus Pampulha,
UFMG, Belo Horizonte, MG (853 m de altitude, 19°51'47,3” S e 43°58'00,2” O). Uma exsicata
da espécie foi depositada no Herbario BHCB, UFMG, MG, sob 0 nimero 49.391. A semeadura
foi realizada em bandejas plésticas (dimensdes 440 x 300 x 90 mm), contendo como substrato
uma mistura de solo e composto organico (1:1). Apds 45 dias da semeadura, as plantas foram
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transplantadas para vasos de polipropileno (5 L), contendo o mesmo substrato inicial. Nestes
vasos, foi cultivada uma planta por vaso durante seis meses, momento em que se procedeu 0
inicio do experimento de deposicao da poeira de cimento.

O cultivo das plantas até o término do experimento foi realizado em ambiente protegido
localizado no entorno das estufas da casa de vegetacdo. O solo foi irrigado quando necessario,

em média a cada dois dias, desde a semeadura até a finalizacdo do experimento.

2.2. Aplicagéo da poeira de cimento

Os tratamentos consistiram da exposicdo das plantas a diferentes concentracdes de
cimento comercial Portland CP1132 (Argos) aplicado sobre a superficie foliar (Folha), sobre o
solo (Solo) e sobre a superficie foliar e solo (Folha/Solo), a saber: 0; 2,5 e 5 mg cm de material
particulado de cimento. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
quatro repeticdes para cada combinacéo de fatorial (3 x 3), trés concentracfes de cimento e trés
locais de deposicao.

A quantidade de cimento aplicada nas plantas foi determinada com base na deposicéo
observada na superficie foliar de plantas expostas a poeira alcalina, nas imediacdes de uma
industria cimenteira em pleno funcionamento no Quadrilatero Ferrifero de Minas Gerais,
Brasil.

Nos tratamentos que receberam a poeira alcalina sobre o solo (2,5 e 5 mg cm™ Solo),
esta foi aplicada manualmente, evitando o seu contato com a parte aérea da planta. Para 0s
demais tratamentos (2,5 e 5 mg cm™ Folha e Folha/Solo), foi utilizado uma cAmara que simula
a deposicédo natural de material solido particulado, conforme modelo proposto por Hirano et al.
(1995), com algumas modifica¢Bes na confeccdo de sua estrutura. A camara de deposicao da
poeira de cimento consistiu de uma estante revestida de vidro e polipropileno conectada a um
sistema de formagdo, homogeneizacdo e dispersdo da poeira (Figura 1). A superficie do solo
das plantas que receberam a poeira somente na parte aérea foi revestida com tampa plastica e
filme de polietileno durante todo o experimento, de forma a evitar a sua contaminagao.

Durante todo o experimento, foram feitas duas aplicagdes de cimento, uma no inicio do
experimento e outra apds 22 dias. A reposi¢do de cimento aos 22 dias foi importante para cobrir
os foliolos que desenvolveram apds a 1° aplicacdo, assim como recompor possiveis perdas do
mesmo. Em ambas aplicacdes, foram adotadas as mesmas condi¢des experimentais e

concentragdes de material particulado.

13



As deposicdes simuladas foram realizadas no periodo de 9:00 a 12:00 hs (intervalo em
que a espécie apresentava alta condutancia estomatica), sob condi¢des de luz natural e de forma
a cobrir toda a extensao das folhas e do solo. Apos a aplicacdo do material particulado e a cada
cinco dias, foi feita pulverizacdo manual da parte aérea e do solo com agua desionizada.

As plantas foram distribuidas no interior de duas estantes a 70 cm do solo, cobertas com
tela de nylon branca (Mesh 14 Fio 0,30 mm) em toda sua extensdo, e no teto por um filme fino
transparente de polipropileno, os quais bloquearam cerca de 18% da luz incidente (ambiente
externo com irradiancia maxima de 1575 umol m s). A cobertura e separacéo espacial dos
tratamentos nestas estantes foram necessarias para evitar a retirada total do cimento pelas
chuvas e ventos, bem como evitar a contaminacdo dos tratamentos controle e Solo.

O experimento foi encerrado aos 41 dias, apds as plantas apresentarem sintomas

visiveis e acelerada senescéncia com indugdo a morte.

2.3. Quantificacdo do material particulado depositado na superficie foliar

Ao final do experimento, foi quantificada a deposicdo do material particulado de
cimento na superficie foliar utilizando metodologia proposta por Kuki et al. (2008). Para tal,
cinco foliolos do 2° n6 foram coletados aleatoriamente em cada planta, sendo amostradas cinco
plantas escolhidas nos tratamentos de 2,5 mg cm Folha e Folha/Solo, e cinco plantas nos
tratamentos de 5 mg cm Folha e Folha/Solo. Por se tratar de um método destrutivo, optou-se
por realizar esta quantificacdo somente ao término do experimento, sendo as areas dos foliolos
mensuradas pelo software AxioVision 4.9.1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,

Deutschland.

2.4. Teores de nutrientes nas folhas e composi¢ao quimica do solo e cimento

Ao término do experimento, as folhas foram submetidas a lavagem em &gua corrente
com auxilio de um pincel, visando a remocao do cimento depositado na superficie. Em seguida,
foram secas a 75 °C até atingirem peso constante, e processadas em moinho tipo Willye
(modelo TE648, Tecnal Equipamentos para Laboratério Ltda, S&o Paulo). Apos secas e
moidas, 0,5 g do material vegetal foi digerido em 10 mL de solucdo nitrico-perclérica (3:1),
seguindo metodologia proposta por Tedesco et al. (1995).
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A composicdo quimica do material particulado foi determinada por amostragens de
cimento retiradas diretamente da embalagem intacta proveniente do fabricante, ap6s digestao
em solucdo nitrico-perclorica.

A andlise da fertilidade do solo de todos os tratamentos foi determinada por amostra
composta e seguiu metodologias propostas por Defelipo e Ribeiro (1981) e Embrapa (1997).

Os teores de Zn, Fe, Mn, Cu, Ca e Mg foram determinados por espectrémetro de
absorcdo atbmica (modelo SpectrAA-20, Varian, Victoria, Australia). O contetdo de K foi
determinado por fotometria de chama (modelo B 462, Micronal, Sdo Paulo, Brasil). A
quantificacdo de nitrogénio total foi determinada por titulacdo apds digestdo de 0,25 g do
material vegetal seco em 5 mL de mistura digestora (175 mL de agua destilada; 3,6 g de selenito
de sddio; 21.39 g de sulfato de sddio; 4 g de sulfato de cobre pentahidratado e 200 mL de acido
sulfarico concentrado) e destilagdo em microdestilador Kjeldahl, conforme metodologia
proposta por Malavolta et al. (1997). Os teores de B, P e S foram determinados em
espectrofotdmetro digital (modelo E 225D, Celm, Séo Paulo Brasil). O pH foi determinado em
agua (1:2,5) através de um pHmetro digital microprocessado (modelo AJX 511, Micronal, Sdo
Paulo, Brasil).

2.5. Microscopia de luz

Ao final do experimento, amostras de foliolos totalmente expandidos do 2° no,
desenvolvidos apds aplicacdo dos tratamentos e aparentemente sadios, foram fixados em
solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, ap0s lavagem prévia em agua
desionizada para remocdo do cimento depositado na superficie foliar. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em série etilica e incluidas em historresina Leica (Leica
Microsystems Inc., Heidelberg, Germany), de acordo com recomendacOes do fabricante.
Secc0es transversais (5 um) foram obtidas em micrétomo rotativo, coradas em azul de toluidina
0,05%, pH 6,8 em tampé&o fosfato 0,1 M (O’Brien et al., 1964), contrastadas em solucgéo de
vermelho de ruténio 0,2% (Chamberlain, 1932) e montadas em Entellan®. A documentagio
fotografica foi feita em fotomicroscopio (modelo BX41 TF, Olympus Optical, Tokyo, Japédo)
equipado com uma camera de captura de imagens (modelo SC 30, Olympus Soft Imaging
Solutions GmBH, Munster, Germany).

A densidade de cristais prismaticos por mm? nos foliolos do 2° né foi também

determinada ao término do experimento, com auxilio de cadmara clara acoplada a um

15



microscopio (modelo CH30 RF100, Olympus Optical, Tokyo, Japao). Previamente a contagem
utilizando luz polarizada, fragmentos foliares foram clarificados em solucao de hipoclorito de
sodio (0,5%) por um periodo de 24 a 48 horas, e montados em gelatina glicerinada. Nos
tratamentos (n = 4) foram quantificados trés campos por repeticdo, e nos tratamentos (n = 3)
foram quantificados quatro campos por repeticao, totalizando 12 campos por tratamento, com

area individual de 0,0459 mm?, escolhidos na lamina foliar.

2.6. Microscopia eletrdnica de varredura e transmissao

Ao término do experimento de simulacdo, amostras de foliolos totalmente expandidos
do 2° n6, desenvolvidos apds aplicacdo dos tratamentos e aparentemente sadios, foram também
coletadas para as analises ultraestruturais. Para as analises da superficie foliar, os fragmentos
sem lavagem prévia da poeira foram fixados em solucdo de Karnovsky por 24 horas,
desidratados em série etilica e secos ao ponto critico com CO2 em equipamento (modelo CPD
030, Bal-Tec, Liechtenstein). Apds secagem foram afixados a um suporte de aluminio e
metalizados com ouro (modelo MED 020, Bal-Tec, Liechtenstein) para posterior anélise em
microscopio eletrdnico de varredura (modelo Quanta 200, FEI Company, Eindhoven,
Netherlands), a 15-20 kV.

Para as analises em microscopia eletrnica de transmissao as amostras foram lavadas
em &gua desionizada para remocdo do cimento depositado na superficie foliar, fixadas em
solucdo de Karnovsky por 24 horas, pos-fixadas em tetroxido de 6smio (1%, tampéo fosfato
0,1 M, pH 7,2) e processadas segundo métodos usuais (Roland, 1978). As secc¢des ultrafinas
foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas ao microscopio
eletronico de transmissdo (modelo Tecnai G2-12 Spirit BioTWIN, FEI Company, Eindhoven,
Netherlands), a 120 kV.

2.7. Variaveis fotossintéticas

Para as analises das alteracdes fotossintéticas em resposta & poeira de cimento foram
utilizados foliolos totalmente expandidos do 5° nd, com aparéncia sadia. Duas horas de
antecedéncia as medic¢des de fluorescéncia da clorofila a, nas plantas dos tratamentos (Folha e
Folha/Solo) que receberam a poeira de cimento na parte aérea, foi feita a limpeza da superficie
foliar com pincel de cerdas macias. Nos demais tratamentos (Controle e Solo) foi também
adotado o mesmo procedimento de limpeza dos foliolos previamente as medigdes. O
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rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) foi determinado no periodo da
manha (11:00-12:00 hs), ap6s 41 dias do inicio do experimento de deposicao. Apos 60 minutos
de adaptacdo prévia dos foliolos ao escuro, foram efetuadas as medicGes utilizando um
fluorémetro portéatil de pulso modulado (modelo MINI-PAM, Walz, Effeltrich, Germany).

A condutancia estomatica (gs) foi determinada no periodo da manha (10:00-11:00 hs)
a partir do décimo dia do inicio do experimento de simulagédo, em foliolos aparentemente sadios
com (tratamentos Folha e Folha/Solo) e sem (tratamentos Controle e Solo) depoésito de cimento
na superficie foliar, utilizando um porémetro (modelo AP4, Delta-T Devices Ltd, Cambridge,
UK). Os foliolos ndo foram limpos previamente as medic¢des, simulando as condi¢Bes dos
estdmatos no ambiente natural impactado.

Ao longo do experimento, o indice SPAD foi avaliado nos mesmos foliolos das
medicdes de fluorescéncia. Trinta minutos anteriores as medi¢des (9:00-10:00 hs), foi feita a
limpeza do cimento contido na superficie foliar, com o auxilio de um pincel. Em seguida, foram
realizadas trés medicGes em cada foliolo, através de um medidor portéatil de clorofila ndo
destrutivo (modelo SPAD-502, Minolta, Japéo).

Apos 41 dias do inicio da simulacdo de deposicao da poeira, os foliolos foram coletados
e lavados em &gua desionizada, para avaliacao dos teores de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl
b) e carotenoides, através de método destrutivo, segundo metodologia de Barros et al. (2012),
com modificagdes. Trés discos foliares, com 0,5 cm? cada, foram coletados por planta, sendo
pesados e imersos em 5 mL de acetona a 80% no interior de vidro &mbar. Em seguida, os vidros
foram envoltos com papel aluminio e armazenados por uma semana em geladeira a 5 °C.
Passado esse periodo no extrator, os discos foram macerados em nitrogénio liquido, seguido
de uma segunda extracao do pellet em 5 mL de acetona a 80%. Apos a centrifugacao por cinco
minutos a 10.000 x g, dos dois extratos combinados, foi feita a leitura em espectrofotdmetro
(modelo Genesys 10 UV, Thermo Spectronic, Rochester, New York, USA) da absorbancia
(663, 646 e 470 nm) do sobrenadante obtido, e quantificacdo através de equagles de
Lichtenthaler e Wellburn (1983).

Ao final do experimento, a intensidade de bloqueio da densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (PPFD) pela poeira de cimento foi avaliada em foliolos com
deposico particulada (0; 2,5 e 5 mg.cm de cimento) e apds a limpeza do cimento com pincel
seco. Para tal, foi usado um sensor quantico (modelo LI-189, LI-COR, Lincoln, NE, USA) e

metodologia proposta por Lemos Filho e Paiva (2006).
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2.8. Atividade enzimatica

Para a medida da atividade enzimatica do sistema antioxidante foram usados foliolos
totalmente expandidos do 5° no, aparentemente sadios. Ao término do experimento, os foliolos
foram lavados em agua desionizada e envoltos em papel toalha para a remoc¢éo do excesso de
umidade, antes de serem pesados. Em seguida, foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer (-80 °C) até o inicio dos testes enzimaticos.

Amostras foliares congeladas (0,2 g) foram trituradas em almofariz na presenca de
nitrogénio liquido e 20 mg de polivinilpolipirrolidona. O homogenato celular foi obtido a partir
da adicdo de 666 uL de tampdo fosfato de sodio (pH 6,8) 0,05 M contendo 100 uM de EDTA
e coquetel inibidor de protease (Sigma). O homogenato obtido foi centrifugado a 10.000 x g
por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade de algumas
enzimas do sistema antioxidante por meio de medidas espectrofotométricas usando um leitor
de microplaca (Multiskan Spectrum, modelo 1500, Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa,
Finland). As atividades enzimaticas foram expressas em funcao do contetido de proteina total,
determinado segundo o método de Bradford (1976).

A atividade da superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi avaliada seguindo
metodologia proposta por Del Longo et al., (1993), com modificacdo na concentracdo de
EDTA (100 uM). A atividade da SOD foi calculada pela quantidade de enzima necessaria para
inibir em 50% a fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazélio (NBT), a 575 nm.

A atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) seguiu metodologia proposta por Havir e
McHale (1987), com modificacdo no tampdo fosfato de sodio (pH 6,8).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi avaliada de acordo com
Nakano e Asada (1981), com modifica¢fes. O tampdo base da APX continha tampé&o fosfato
de sodio (pH 6,0), 1 mM de acido ascérbico e 2 mM de perdxido de hidrogénio. As atividades
da CAT e APX foram determinadas pela alteracdo na absorbancia a 240 e 290 nm, devido a

reducdo de H>O> e oxidacdo do acido ascorbico, respectivamente.
2.9. Andlise estatistica

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticOes para cada combinacgéo de fatorial (3x3), trés concentragdes de material particulado

de cimento e trés locais de deposicao da poeira. Os dados obtidos foram submetidos a anélise
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de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Newman-Keuls a 5% de
probabilidade, usando o software Statistica 7.0, StatSoft South America, S&o Paulo, Brasil. As

regressdes foram feitas no programa Sigma Plot 11.0, Systat Software, Inc., Califérnia, USA.

3. Resultados

3.1. Quantificacdo de material particulado de cimento na superficie foliar

Ao final do experimento, as concentracdes de material particulado de cimento na
superficie foliar foram de 3,6 e 4,4 mg cm, em relacio as concentragdes nominais de 2,5 e

5 mg cm?, respectivamente.

3.2. Quantificacdo de nutrientes nas folhas e composi¢ao quimica do solo e cimento

O Ca foi o elemento quimico predominante na poeira de cimento (43%), a qual
apresentou pH elevado 13,2 (Tabela 1). O material particulado também apresentou em sua
composicao quimica os seguintes elementos minerais: Fe, B, Mn, Zn, Cu, K, Mg, P e S, com
destaque para os elementos Fe e Mn, 0s quais apresentaram as maiores concentragoes entre 0s
micronutrientes.

Ao final do experimento de alcalinizag&o, os resultados das analises do solo mostraram
similaridade nos valores de pH e nas concentracdes de nutrientes entre os diferentes
tratamentos (Tabela 2).

A exposicdo a poeira de cimento causou alteragcdo na composicdo mineral (N, Ca, Mg,
S, Fe, B, Mn, Zn e Cu) dos foliolos, com excecédo para os elementos K e P (Tabela 3). Houve
interacdo significativa entre concentracdo x local para os elementos N, Fe e Cu. Na
concentracdo maxima de poeira houve reducdo do teor foliar de N nas plantas do tratamento
Folha. Nesta concentracdo houve também reducéo dos teores foliares de B e Cu, independente
do local de aplicagdo. Apos a aplicacdo do material particulado nas plantas dos tratamentos
Folha e Folha/Solo foi observada redugéo no teor foliar de Fe.

O contato com a poeira promoveu incremento foliar nos teores de Ca e Mg,
independente do local de aplicagdo do cimento. A poeira também elevou o teor foliar de Mn,
com destaque para as plantas do tratamento Folha, e ao ser depositada nas plantas do tratamento
Solo, promoveu aumento nos teores foliares de S e Zn, em relagdo aos demais locais de
aplicacdo (Tabela 3).
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3.3. Variaveis morfoanatdomicas

Em C. fissilis, a poeira de cimento aplicada nas concentragdes de 2,5 e 5 mg cm™
promoveu injdrias foliares nas plantas dos tratamentos Folha (Fig. 2B e C) e Folha/Solo, sendo
que o mesmo ndo foi observado nos tratamentos controle (Fig. 2A) e Solo nas duas
concentragdes estudadas. Os sintomas iniciaram cerca de duas semanas ap0s a 1° aplicacdo da
poeira e foram caracterizados primeiramente por clorose, seguida de necrose marginal e
internerval na porgéo apical, com enrolamento da lamina foliar no sentido da face adaxial do
foliolo (Fig. 2B e C). Apds 25 dias houve inicio de senescéncia e abscisdo foliar, resultando,
em alguns casos, na morte de plantas dos tratamentos que receberam o material particulado
somente na parte aérea.

C. fissilis tem foliolo dorsiventral e hipoestomatico, com mesofilo heterogéneo formado
por uma camada de parénquima palicadico e trés a cinco camadas de parénquima lacunoso
(Fig. 3A, C e E). Ap6s exposicdo ao material particulado de cimento, a lamina foliar apresentou
necrose em células epidérmicas e do mesofilo (Fig. 3B, D, F e H) das plantas dos tratamentos
Folha e Folha/Solo, em ambas as concentracdes. Em determinadas regides houve ruptura e
colapso destas células, resultando em reducdo na espessura da lamina foliar (Fig. 3B, D, F e
H). Na Iamina foliar das plantas do tratamento 5 mg cm Folha, houve alterag&o no padrio de
diferenciacdo dos tecidos (Fig. 3H). Ndo foram observados danos estruturais nos foliolos do
tratamento Solo (Fig. 3G), em ambas as concentragdes utilizadas.

C. fissilis apresentou drusas distribuidas preferencialmente na nervura mediana e
cristais prismaticos nas nervuras laterais. Ap6s exposi¢do das plantas aos tratamentos com
poeira de cimento ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas quanto ao nimero
de cristais prismaticos presentes em seus foliolos (Fig. 4).

Analises ultraestruturais indicaram que a superficie foliar e os estbmatos das plantas
controle apresentaram-se integros (Fig. 5A e C), ao contréario do observado nas plantas que
receberam o cimento na parte aérea (Fig. 5B e D). Houve perda da turgidez das células
epidermicas (Fig. 5B), obliteracdo do poro estomatico e alteragdo no aspecto da crista
estomatica (Fig. 5D) nos tratamentos em que a poeira entrou em contato com a superficie foliar,
quando comparados com as plantas do tratamento controle (Fig. 5A e C).

A ultraestrutura dos plastidios de C. fissilis ndo evidenciou sinais de desorganizagdo no
sistema de membranas, o qual apresentou tilacoides intactos e estroma uniforme e com aspecto
normal (Fig. 6 A-C).
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Nas analises de ultraestrutura foliar observou-se nos plastidios das plantas do
tratamento controle uma tendéncia de concentrarem grdos de amido em detrimento de

plastoglébulos, em oposicdo aos demais tratamentos.

3.4. Variaveis fisiologicas

A deposicdo de poeira de cimento sobre os foliolos de C. fissilis do tratamento Folha
causou reducao nos teores de clorofila a, b e clorofila total, quando comparados aos demais
locais de aplicacdo (Tabela 4). Influéncia significativa da concentracédo e do local de deposicao
da poeira, sem interacao entre estes fatores, foi observada para os teores de carotenoides e razao
clorofila a/b (Tabela 4). Ambas as concentragdes de cimento proporcionaram diminui¢éo na
razdo clorofila a/b em foliolos. Na concentracdo maxima de material particulado ocorreu
decréscimo de 6% no rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) em comparacdo com as
plantas controle (Tabela 4). Nas plantas do tratamento Folha houve reducéo de 7,5% no valor
de Fv/Fm em relacéo as plantas do tratamento Solo.

Em ambas as aplicagdes de cimento na parte aérea da planta, nos tratamentos Folha e
Folha/Solo houve fechamento estomatico nos primeiros dias, com destaque para a 1° aplicacdo
que conferiu menor condutancia estomatica (gs) em relacéo as plantas controle (Fig. 7A e C).
Ao longo do experimento, houve variagdo na gs de todos os tratamentos, sendo que ap6s 30
dias ocorreu queda acentuada no seu valor quando comparado as plantas controle, com excecéao
para o tratamento 2,5 mg cm Solo (Fig. 7A-C).

Apds 30 dias do inicio dos experimentos, ocorreu decréscimo no indice foliar de SPAD
quando o material particulado foi aplicado no tratamento Folha, independente da concentragédo
de poeira utilizada (Fig. 8A). O mesmo néo foi observado nos tratamentos Solo e Folha/Solo
(Fig. 8B e C).

Nos foliolos que receberam deposicdo da poeira de cimento houve formacéo de uma
crosta e bloqueio de 30 e 48% da luz incidente nas concentracdes de 2,5 e 5 mg cm de material
particulado, respectivamente (Fig. 9). A luz transmitida através da lamina foliar de C. fissilis
aumentou significativamente quando a poeira foi removida dos foliolos, e o seu valor foi

similar aqueles observados nas plantas controle (Dados ndo mostrados).
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3.5. Variaveis bioquimicas

As atividades das enzimas superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) foram significativamente maiores em foliolos de plantas submetidas a
concentracio de 2,5 mg cm? de cimento, quando comparadas as plantas controle,
independentemente do local de aplicacdo da poeira de cimento (Tabela 5). Assim, foliolos
tratados com cimento a 2,5 mg cm apresentaram atividade SOD 3,3 vezes maior que 0s
foliolos de plantas controle, enquanto que as atividades CAT e APX aumentaram 2,4 e 2,7
vezes, respectivamente. O mesmo nédo foi observado na concentragdo maxima de cimento a

qual teve sua atividade enzimatica igualada as demais concentrac6es utilizadas (Tabela 5).
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Tabela 1. Composi¢do quimica do material particulado de cimento usado no experimento.

Elemento mineral

gkg* mg kg™ pH
N K Ca Mg P S Fe B Mn Zn Cu H20
nd. 56 4356 249 0,7 72 10.478,0 19,7 2.651,0 40,0 140 13,2

(n.d.) N&o detectado.
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo (0-5 cm de profundidade) no inicio e ao final do

experimento de deposicéo particulada de cimento.

e Solo Tratamentos (solo ap6s 41 dias de experimento)
Caracteristicas s > > 2
Quimicas inicial 0mgcm 2,5mgcm 5mgcm

Controle Folha Solo  Folha/Solo Folha  Solo Folha/Solo

pH H20 6,7 7,3 7,1 73 7,6 7,3 7,5 7,7
P (mg dm?) 55,3 59,9 46,4 46,4 53,0 53,0 55,3 62,3
K (mg dm3) 180,0 140,0 101,0 130,0 150,0 94,0 120,0 1550
Ca*2 (cmol, dm3) 9,0 10,0 10,5 98 113 10,2 11,6 11,9
Mg*? (cmol; dm) 15 1,6 1,5 1,5 1,6 15 1,6 1,7
Al*3 (cmol; dm3) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H+Al (cmol, dm™3) 2,1 1,0 0,7 0,5 0,5 1,0 0,2 0,5
SB (cmol; dm3) 12,5 12,0 12,3 116 133 11,9 13,5 14,0
CTC: (cmol; dm3) 12,5 12,0 12,3 116 133 11,9 13,5 14,0
CTCr (cmole dm3) 14,6 12,9 12,9 121 138 12,9 13,7 14,5
V (%) 85,0 92,0 95,0 96,0 96,0 92,0 99,0 97,0
m (%) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MO (%) 7,3 8,1 73 73 7,3 8,1 7,7 9,2
P-rem (mg LY) 38,2 53,0 50,8 53,0 48,6 55,3 50,8 48,6
Zn (mg dm) 12,2 10,6 11,9 111 133 12,7 12,5 14,6
Fe (mg dm) 49,5 12,5 12,8 148 164 13,9 17,9 18,1
Mn (mg dm) 58,3 42,0 449 46,8 49,7 43,0 53,5 59,3
Cu (mg dm?) 0,5 0,4 0,4 0,5 0,6 0,5 0,5 0,5
B (mg dm®) 15 0,7 0,2 0,2 0,5 0,3 0,7 0,9
S (mg dm®) 45,5 45,5 37,5 42,2 4772 37,5 48,9 54,3

Amostras compostas (n = 4). Legenda: (SB) soma de bases trocaveis, (CTC:) capacidade de troca

cationica efetiva, (CTCr) capacidade de troca catidnica a pH 7,0; (V) indice de saturacdo de bases, (m)
indice de saturacdo de aluminio, (MO) matéria organica, (P-rem) fosforo remanescente e (n.d.) nao

detectado.
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Tabela 3. Teores de elementos minerais na matéria seca dos foliolos de Cedrela fissilis, apds 41 dias de exposicdo a diferentes concentracdes de
material particulado de cimento, aplicadas sobre a superficie foliar (Folha); sobre o solo (Solo) e sobre a superficie foliar e solo (Folha/Solo).

Concentragdo Local N K Ca Mg P S Fe B Mn Zn Cu

(mg cm?) gkg! mg kg™

0 134+08Aa 120+12 148%13 15+03 5205 29%0,2 2515+270Aa 67,249 133+1.2 175+12 43+0,2 Aa
Folha 126+18Aa 108+16 225%23 2103 64£07 2907 101,7+173Bb  653+3,9 27,047 20,712 4,0+0,0 Aa

2,5 Solo 155+13Aa 121+08 22,7+11 25+03 62+05 39%06 2390+348Aa 74,7+6,9 185+23 233+13 3,3+0,5 Aab
Folha/Solo 128+10Aa 105+03 205%18 18+02 54+07 25%03 83,3+122Bb 51,2+3,0 188+25 188+15 15+0,3Bc
Folha 87+0,7Bb 10311 20,3+08 18+03 49+03 19%0,2 1238+18,1Bb 534+17 328+51 16,3+0,5 2,0+0,4 Ab

5 Solo 155+04Aa 104+08 20,0+18 25+04 62+04 33%01 2428 +85 Aa 61,1+4,38 158+25 200+13 2,3+05Ab
Folha/Solo 112+10Ba 123+14 186+14 18+01 51+04 26%0,2 89,5+10,1Bb 56,6 +4,3 223+29 155+0,9 25+0,3Ab

Anélise de variancia

Concentragdo n.s. n.s. * * n.s. n.s * * * * *

Local * n.s. n.s. n.s. ns. * * ns. * * n.s.

Concentragéo x Local * n.s. n.s. n.s. ns. ns. * ns. ns. n.s. *

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Ao fixar uma concentragdo, letras maiusculas
comparam os locais, e ao fixar um local, letras mintsculas comparam as concentragdes, quando ha interagdo significativa (*) entre a concentracao e o local de
aplicacdo da poeira de cimento. Médias + erro padrdo (n = 4), exceto para o tratamento 2,5 mg cm Folha, (n = 3). N4o significativo (n.s.).
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Tabela 4. Teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a - Chl a, clorofila b - Chl b, carotenoides - Car e clorofila total - TChl) e rendimento
quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) de foliolos de Cedrela fissilis, ao final do experimento com deposicéo particulada de cimento.

Concentragéo Local Chla Chlb Car TChl Chl a/b Fv/IFm

(mg cm?) (mg g* FM)

0 0,53+0,04 0,43 +0,04 0,73 +0,07 0,96 + 0,07 1,26 £ 0,03 0,80 +£0,01
Folha 0,39+0,18 0,31+£0,14 0,50+0,19 0,70+£0,31 1,09 + 0,16 0,71+£0,05

2,5 Solo 0,52+ 0,08 0,43 +£0,07 0,66 + 0,09 0,95+0,15 1,22 +£0,03 0,81+0,01
Folha/Solo 0,55+ 0,03 0,49 £ 0,04 0,71+£0,03 1,04 +0,07 1,11 +£0,02 0,78+ 0,01
Folha 0,19+0,13 0,18 +0,10 0,32+0,10 0,37+0,24 0,85+0,16 0,72+0,04

5 Solo 0,55+ 0,03 0,48 £ 0,03 0,69 £ 0,04 1,04 + 0,06 1,15+0,01 0,79 £ 0,02
Folha/Solo 0,48 £ 0,03 0,43 +£0,03 0,62 +0,07 0,91 +0,06 1,14 £ 0,06 0,73+0,03

Anadlise de Variancia

Concentragéo n.s. n.s. * n.s. * *

Local * * * * * *

Concentragéo x Local n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Ao fixar uma concentragdo, letras maiusculas
comparam os locais, e ao fixar um local, letras mintsculas comparam as concentragdes, quando ha interacdo significativa (*) entre a concentracao e o local de

aplicacdo da poeira de cimento. Médias + erro padrdo (n = 4), exceto nos tratamentos 2,5 e 5 mg cm2Folha, (n = 3). N&o significativo (n.s.).

26



Tabela 5. Efeito da poeira de cimento na atividade de enzimas do sistema antioxidante de
foliolos de Cedrela fissilis, apds 41 dias de exposicao.

Concentragéo SOD CAT APX

(mg cm?) (U min™* mg* prot.) (umol mint mg* prot.) (umol min™ mg* prot.)
0 33+2b 650+ 26 b 86+5b

2,5 107+ 27a 1556 £ 319 a 229 £53 a

5 90+ 29 ab 1.312 £+ 354 ab 171 +43 ab

Anadlise de variancia

Concentracéo * * *

Local n.s. n.s. n.s.

Concentragéo x Local n.s. n.s. n.s.

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Newman-Keuls. (*) Nivel de
significancia: p < 0,05. (n.s.) Néo significativo. Médias + erro padrdo (n = 4 para a concentracdo
0 mg cm2e n =11 para as concentracdes 2,5 e 5 mg cm, estando os dados relativos ao local agrupados
dentro de cada concentragdo, por ndo apresentarem diferenca estatistica significativa). Superdéxido
dismutase - SOD, catalase - CAT e ascorbato peroxidase - APX.
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Figura 1. Diagrama da cAmara utilizada na aplicagdo da poeira de cimento. O material particulado de
cimento foi introduzido na coluna (2), onde entrou em contato com o ar proveniente da bomba
compressora (1) e foi conduzido por suspensdo até a camara de homogeneizacao (3) e posteriormente
para a cdmara de deposicao (4), local no qual entrou em contato com a superficie foliar e solo das
plantas. As setas indicam o fluxo da poeira em suspensdo. (Diagrama elaborado por Pissinati, J.S.).
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Controle 2,5 mg cm™Folha 5 mg em®Folha

Y . ; X
< = <7

A | B W, 7 C

Figura 2. Foliolos de Cedrela fissilis (A-C) de folhas do 5° n6, ap6s 41 dias de crescimento na presenga
(B e C) e auséncia (A) de material particulado de cimento sobre a superficie epidérmica. A: Controle,
assintomatico. B e C: Injdrias na Iamina foliar caracterizadas por necrose (—) e clorose nos tratamentos
2,5 e 5 mg cm? Folha, respectivamente. Barras: 30 mm (A-C).
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Figura 3. Lamina foliar de Cedrela fissilis (sec¢es tranversais). Tratamento controle (A, C e E).
Tratamentos com material particulado de cimento (B, D, F-H), ap6s 41 dias de exposic¢do:
(B e D) 2,5 mg cm™ Folha/Solo, (F e G) 2,5 mg cm Folha e Solo, respectivamente, e (H) 5 mg cm
Folha. A: Lamina foliar intacta. B: Lamina foliar necrosada. C. Nervura intacta. D: Nervura necrosada.
E: Margem foliar integra. F: Margem foliar necrosada. G: Lamina foliar intacta. H: Lamina foliar
necrosada e com alteracdo no padréo de diferenciacdo dos tecidos. Legenda: (AdE) face adaxial do
foliolo, (AbE) face abaxial do foliolo, (PP) parénquima palicadico, (SP) parénquima lacunoso, (X)
xilema, (P) floema, (Cr) cristal prismatico, (S) estdbmato, (N) tecido necrosado. Barras: 100 um (A-H).
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Figura 4. Quantificacdo de cristais prismaticos em foliolos de Cedrela fissilis ap6s exposi¢ao a poeira
de cimento por 41 dias, nas concentracdes de 0; 2,5 e 5 mg cm aplicadas sobre a superficie foliar (F);
sobre 0 solo (S) e sobre a superficie foliar e solo (F/S). Barras verticais representam as médias + erro
padrdo (n = 4, exceto para os tratamentos 2,5 e 5 mg cm Folha, nos quais n = 3), as quais ndo diferem
entre os tratamentos, quando aplicado o teste de Newman-Keuls, a 5% de significancia.
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Figura 5. Micromorfologia foliar de Cedrela fissilis, face adaxial do foliolo (A e B) e face abaxial do
foliolo (C e D). Tratamento controle (A e C). Tratamento com material particulado de cimento (B e D),
apos 41 dias de deposicdo sobre a superficie foliar (Folha), nas concentracdes de 5 e 2,5 mg cm?,
respectivamente. A: Células epidérmicas tdrgidas e tricomas tectores (T) integros. B: Células
epidérmicas apresentando perda da turgidez. C: Estbmatos (S) integros. D: Estdmatos obliterados e
crista estomatica com aspecto alterado (*). Barras: 50 um (A e B); 10 um (C e D).
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2,5 mg cm™Folha 5 mg cm®Folha

Figura 6. Aspectos ultraestruturais das células do mesofilo de Cedrela fissilis (A-C). Tratamento
controle (A). Tratamento com material particulado de cimento (B e C), apds 41 dias de deposicao sobre
a superficie foliar (Folha), nas concentracdes de 2,5 e 5 mg cm?, respectivamente. A-C: Plastidios (PI)
integros sem sinais de desorganizacgéo no sistema de membranas. Legenda: (Nu) nlcleo, (—) gréos de
amido, (*) plastoglobulos. Barras: 1 um (A-C).
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Figura 7. Condutéancia estomética de foliolos de Cedrela fissilis ao longo de 41 dias de exposicéo a
poeira de cimento nas concentragdes de 0; 2,5 e 5 mg cm2 aplicadas sobre a superficie foliar (A); sobre
o0 solo (B) e sobre a superficie foliar e solo (C). Os pontos representam a média + erro padrao (n = 4,
exceto para os tratamentos 2,5 e 5 mg cm Folha ap6s 30 e 41 dias, respectivamente, nos quais n = 3).
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Figura 8. Contetdo de clorofila (indice SPAD) de foliolos de Cedrela fissilis ao longo de 41 dias de
exposicdo a poeira de cimento nas concentragdes de 0; 2,5 e 5 mg cm? aplicadas sobre a superficie
foliar (A); sobre o solo (B) e sobre a superficie foliar e solo (C). Os pontos representam a média + erro

padréo (n = 4, exceto para os tratamentos 2,5 e 5 mg cm Folha ap6s 30 e 41 dias, respectivamente, nos
quais n = 3).
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Figura 9. Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos incidentes (Incid. PPFD) e
transmitidos (Transm. PPFD) em foliolos de Cedrela fissilis com (v e m) e sem (®) cimento, apds
deposicédo da poeira nas concentracdes de 0 (e); 2,5 (v) e 5 mg cm? (m), por um periodo de 41 dias.
Equacdes de regresséo dos tratamentos (R? = 0,99): (e) y = 0,0840x - 1,4736; (v) y = 0,0514x - 2,7580;
(m) y =0,0408x - 2,2058. Os pontos representam a média + erro padrédo (n = 4).
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4. Discussao

Injurias foliares como clorose e necrose, além dos sintomas de senescéncia, absciséo
foliar e morte de algumas plantas de C. fissilis em um curto periodo de exposi¢cdo aos
tratamentos (41 dias), indicaram grande sensilibilidade desta espécie a poeira de cimento.

Espécies caducifolias, como C. fissilis exibem senescéncia foliar sazonal. Entretanto, a
senescéncia e a absciséo foliar, assim como os demais sintomas foliares, foram consequéncia
do contato direto da poeira com a superficie foliar, uma vez que nas plantas dos tratamentos
controle e Solo, ndo foram detectados a ocorréncia destes sintomas. Os resultados obtidos
permitem inferir que a caducifolia da espécie pode ser intensificada no ambiente natural em
funcdo do estresse gerado pelas emissbes de material particulado por indUstrias cimenteiras,
quando presentes. Estudos de biomonitoramento ativo empregando plantas de C. fissilis com
até 1 ano de idade serdo importantes para confirmar in situ esta hipotese.

A reducdo na espessura do limbo de C. fissilis foi resultado do colapso dos tecidos
foliares pela necrose, e também foi reportada para Pinus sylvestris L. (Lukjanova e Mandre,
2010; Mandre e Lukjanova, 2011) e Populus tremula x P. tremuloides Michx. (Mandre et al.,
2012), em resposta a poeira de cimento.

A clorose visualizada nos foliolos dos tratamentos 2,5 e 5 mg cm Folha e Folha/Solo
de C. fissilis esta relacionada a reducdo no teor foliar de Fe, elemento indispensével para a
biossintese de clorofila (Broadley et al., 2012; Taiz e Zeiger, 2013). O bloqueio da luz pela
formacdo da crosta de cimento e os danos causados pela poeira foram também responsaveis
pela diminuicdo nos teores de pigmentos fotossintéticos desta espécie. Em estudos com Datura
innoxia Mill., cultivada a diferentes distancias de industrias cimenteiras, foi também constatada
decrescimo nos teores de clorofila e carotenoides, em fungédo principalmente da desaceleracéo
no processo de biossintese (Salama et al., 2011).

A reducéo no teor foliar de Fe nos tratamentos 2,5 e 5 mg cm™ Folha e Folha/Solo
atingiu valores criticos deste elemento (50-150 mg Kg* de massa seca), definidos como
deficiéncia nutricional para grande parte das espécies vegetais (Broadley et al., 2012). Plantas
gue crescem em solos com pH acima de 7, comumente apresentam deficiéncia nutricional de
Fe (George et al., 2012), condigdo na qual a solubilidade deste elemento € particularmente
baixa (Mandre e Lukajanova, 2011; Broadley et al., 2012). Entretanto no presente estudo,
embora os solos de todos os tratamentos tenham apresentado pH acima deste valor, ndo foi
observado reducdo no teor foliar de Fe nas plantas dos tratamentos controle e Solo. Os

resultados aqui encontrados podem estar relacionados a menor translocacéo de Fe para a parte
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aérea da planta, via fluxo transpiratorio, em razdo da formacéo da crosta de cimento sobre a
superficie foliar, reducdo da luz transmitida, obliteracdo do poro estomatico pela poeira e
reducdo da conduténcia estomaética (gs). Tal fato é reforcado ao observar os resultados da
composigao mineral do solo, o qual indicou um certo incremento na concentragdo de Fe, nos
solos que receberem deposicédo particulada de cimento.

As alterac6es na composicdo mineral dos foliolos de C. fissilis ndo podem ser atribuidas
a absorcdo pelas folhas dos componentes minerais presentes na poeira, uma vez que ndo houve
incremento foliar de Fe (micronutriente com maior concentracdo na poeira) ao ser aplicado
cimento nos locais Folha e Folha/Solo. Provavelmente a alcalinidade da poeira e a formacao
de uma pelicula grossa, representada pela crosta de cimento, contribuiram para impedir ou
reduzir a solubilidade e absorcdo destes nutrientes pelas folhas (Eichert e Fernandez, 2012).
Tais desequilibrios nutricionais foram provenientes das alteracfes no fluxo transpiratdrio, em
funcéo do estresse causado pela deposicdo da poeira de cimento na superficie foliar.

Folhas com baixos teores de Fe, como observado nas plantas de C. fissilis dos
tratamentos 2,5 e 5 mg cm Folha e Folha/Solo, apresentam reducdo na taxa fotossintética e
propensao a fotooxidacdo e fotoinibicdo (Broadley et al., 2012). Nas plantas destes tratamentos,
0s menores teores de pigmentos fotossintéticos podem ter contribuido para a menor eficiéncia
de captura e utilizacdo da energia luminosa (Fv/Fm) pela espécie. A reducdo na gs nos
tratamentos que receberam a poeira na parte aérea da planta, é resultado da obliteracdo do poro
estomatico e reducdo da luz transmitida. Menores valores de rendimento quéntico potencial
(Fv/Fm) e gs foram reportados em Clusia hilariana Schitdl. exposta ao material particulado de
Fe (Pereira et al., 2009),

Embora o elemento Fe seja constituinte do sistema redox de células vegetais e de varias
enzimas (CAT, peroxidase e SOD, entre outras), a reducao foliar deste elemento ndo implicou
em menores atividades enzimaticas (Broadley et al., 2012), quando avaliadas as plantas de C.
fissilis que receberam a poeira de cimento na superficie foliar em relagéo as plantas controle.

O aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante nos tratamentos que
receberam 2,5 mg cm2 de material particulado foi mais um indicativo que a poeira de cimento
causa estresse as plantas de C. fissilis. O estresse pode induzir a producdo de ROS e estimular
a atividade de enzimas como CAT, APX e SOD, as quais atuam no combate as ROS e
consequentemente, na prevencdo de danos celulares (Hung et al., 2005). Em P. halepensis,
crescendo nas imediacdes de industrias cimenteiras, foi relatado aumento das atividades
enziméticas da SOD, CAT e peroxidase (Dziri e Hosni, 2012).
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Os valores encontrados para a atividade das enzimas na concentracdo maxima de
cimento aplicado em C. fissilis podem estar ligados ao maior estresse imposto nestas plantas,
o0 qual, segundo alguns autores, atinge niveis tdo elevados que acabam limitando a atividade
das enzimas do sistema antioxidante (Schitzendibel e Polle, 2002). Em plantas aquaticas,
crescendo préximas a uma industria cimenteira, houve reducdo nas atividades das enzimas
SOD, CAT e peroxidase, quando comparadas as plantas controle, indicando que a poeira afeta
negativamente o sistema de defesa antioxidante em plantas (Erdal e Demirtas, 2010).

Em areas com plena atividade de indUstrias cimenteiras, a deposicéo diéria da poeira
de cimento pode reduzir ou eliminar espécies mais sensiveis, como C. fissilis, e favorecer
aquelas mais tolerantes e/ou generalistas. Em um curto periodo de exposicdo a este poluente e
previamente as alteracGes no pH e composi¢do quimica do solo podera haver danos foliares em
decorréncia principalmente do contato do material particulado com a parte aérea da planta.

5. Conclusoes

A poeira de cimento deve ser considerada poluente atmosférico fitotdxico e C. fissilis
espécie com grande sensibilidade a mesma. Nesta espécie, a exposicao a poeira alcalina causou
alteracdes morfoanatdmicas (clorose e necrose foliar, reducdo na espessura da lamina foliar,
perda da turgidez das células, obliteracdo do poro estomatico e colapso celular), fisiologicas
(reducdo de pigmentos fotossintéticos, alteracdo na composicdo nutricional dos foliolos,
reducdo no teor foliar de Fe, queda na gs e Fv/Fm, senescéncia e abscisdo foliar precoce) e
bioguimicas (aumento da atividade de enzimas do sistema antioxidante — CAT, SOD e APX)
em seus foliolos. Os efeitos prejudiciais da poeira de cimento foram anteriores as possiveis
alteracdes no pH e composicao quimica do solo, sendo causados em funcédo principalmente do
seu contato com a superficie foliar. As alteracGes morfofisioldgicas e bioquimicas nas folhas
de C. fissilis em resposta a poeira de cimento, indicaram que esta espécie ndo é adequada para
a revegetacdo de areas proximas as industrias cimenteiras, as quais representam também

ameagca a sobrevivéncia das plantas que estdo presentes nestas areas.
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CAPITULO 1

Alteracdes fotossintéticas e enziméticas em folhas de trés espécies lenhosas nativas em
resposta a poeira de cimento

RESUMO

Espécies lenhosas nativas do estado de Minas Gerais, Brasil, que ocorrem em areas de
afloramentos calcarios, tém recebido material particulado proveniente da atividade de
industrias cimenteiras. Objetivou-se caracterizar os efeitos da poeira de cimento em variaveis
bioquimicas e fisiologicas das folhas de Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Myracrodruon
urundeuva Allemao (Anacardiaceae) e Trichilia hirta L. (Meliaceae). Por um periodo de 60
dias, as plantas foram submetidas por duas vezes, as concentracdes de 0; 2,5 e 5 mg cm™ de
material particulado de cimento aplicadas sobre a superficie foliar; sobre o solo e sobre a
superficie foliar e solo, em condic¢des de exposicao controlada e solo padronizado. Ao final dos
experimentos, em todas as espécies avaliadas, a poeira alcalina causou bloqueio de parte da luz
incidente, alteracGes nos teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) e de
nutrientes foliares, com reducdo no teor foliar de ferro (Fe). Em G. ulmifolia houve elevacao
do teor foliar de calcio (Ca) e queda nos valores de rendimento quéntico potencial do
fotossistema Il (Fv/Fm). Nas trés espécies ndo foram observadas alteracdes significativas nos
valores de condutancia estomatica (gs) e nas atividades das enzimas (superdéxido dismutase -
SOD, catalase - CAT e ascorbato peroxidase - APX) do sistema antioxidante das folhas, exceto
em M. urundeuva, cuja atividade da SOD aumentou na concentracdo maxima de cimento
aplicada sobre a superficie foliar e solo. Embora as respostas das espécies frente ao poluente
tenham apresentado algumas diferencas, G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta podem ser

consideradas tolerantes & poeira de cimento, por periodo minimo de 60 dias de exposicao.

Palavras-chave: Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva, Trichilia hirta, nutricdo

mineral, poluicdo, fotossintese, sistema antioxidante.
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Photosynthetic and enzymatic changes in leaves of three native woody species in

response to cement dust

ABSTRACT

Native woody species in the state of Minas Gerais, Brazil, occurring in areas of limestone
outcrops, have received particulate matter from the activity of cement factories. This work
aimed to characterize the effects of cement dust on biochemical and physiological variables of
the leaves Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Myracrodruon urundeuva Alleméo
(Anacardiaceae) and Trichilia hirta L. (Meliaceae). For a period of 60 days, the plants were
subjected twice to concentrations of 0; 2.5 and 5 mg cm of particulate matter from cement
applied on the leaf surface; on the soil and leaf surface and soil, in controlled exposure
conditions and standardized soil. At the end of the experiments, in all species evaluated,
alkaline dust caused blockade of part of the incident light, changes in the contents of
photosynthetic pigments (chlorophyll a, b and carotenoids) and in foliar nutrients, with
reduction in leaf iron (Fe) content. In G. ulmifolia there was an increase of foliar calcium (Ca)
content and decrease in the values of potential quantum yield of photosystem Il (Fv/Fm). In all
three species, no significant changes in values of stomatal conductance (gs) and in enzymes
activities were observed (superoxide dismutase - SOD, catalase - CAT and ascorbate
peroxidase - APX) at the antioxidant system of leaves, except in M. urundeuva, whose activity
of SOD increased in the maximum concentration of cement applied on leaf surface and soil.
Although the species responses to pollutant have shown some differences, G. ulmifolia, M.
urundeuva and T. hirta can be considered tolerant to cement dust, for a minimum period of 60

days of exposure.

Keywords: Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva, Trichilia hirta, mineral nutrition,

pollution, photosynthesis, antioxidant system.
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1. Introducéo

Uma das principais fontes de material particulado em suspens&o é a inddstria cimenteira
(Grantz et al., 2003; Demir et al., 2005; Isikli et al., 2006; Rodrigues e Joekes, 2011), a qual
emite poeira em quase todos os estagios da producdo de cimento (Abdul-Wahab, 2006). O
Brasil esta entre os 10 paises com maior producédo de cimento no mundo (Rodrigues e Joekes,
2011), representando um risco para a vegetacao nativa local e regional.

Embora o nimero de estudos que abordam o impacto da poeira de cimento em espécies
vegetais esteja crescendo ao longo dos anos (Farmer, 1993; Isikli et al., 2006; Dziri e Hosni,
2012; Paal et al., 2013; Mandre, 2014), pesquisas abrangendo espécies lenhosas nativas
(Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva e Trichilia hirta) do estado de Minas Gerais,
Brasil (Oliveira-Filho, 2006) sob a influéncia de industrias cimenteiras, principalmente em
areas de afloramentos calcarios, sdo praticamente inexistentes até 0 momento. O emprego de
biomonitores em areas de atuacao destas industrias podem ser Gteis na avaliacdo da qualidade
do ar local (Abril et al., 2014).

G. ulmifolia Lam. (Malvaceae) é uma espécie heliéfita, semidecidua, de folhas simples,
pubescentes e medicinais, cujos frutos constituem recursos alimentares para macacos (Lorenzi,
1998; Lorenzi e Matos, 2008). Segundo estes autores, M. urundeuva Allemao (Anacardiaceae)
é uma planta heliofita, decidua, de folhas compostas imparipinadas, pubescentes e medicinais;
e T. hirta L. (Meliaceae) é heliéfita, semidecidua, de folhas compostas imparipinadas, sendo
que sua madeira possui valor comercial e seus frutos sao atrativos alimentares para passaros.

A poluicdo por poeira € um problema mundial, que pode afetar as taxas fotossintéticas
e transpiratorias nas plantas, contribuir para a entrada de poluentes fitotoxicos (Sembhi et al.,
2010) e acumulo de elementos essenciais e ndo essenciais a planta (Lau e Luk, 2001), além de
reducdo no contetdo de clorofila (Nanos e Ilias, 2007; Lukjanova e Mandre, 2010) e toxicidade
ou deficiéncia de elementos essenciais (Mutlu et al., 2013). Em razdo da deposicdo de material
particulado na superficie foliar, o crescimento e o desenvolvimento das plantas podem também
ser afetados pelo bloqueio da luz, abraséo, aquecimento foliar e alteracGes nas trocas gasosas
(Farmer, 1993; Hirano et al., 1995; Grantz et al., 2003; Pereira et al., 2009).

Segundo Dziri e Hosni (2012), a poeira de cimento induz a peroxidacdo lipidica e
estimula as atividades de enzimas antioxidantes (superdxido dismutase - SOD, catalase - CAT
e peroxidase), estando as plantas sujeitas a estresse oxidativo, por meio da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), com os lipidios sendo os alvos celulares primarios. Apesar das

ROS serem subprodutos inevitaveis do metabolismo aer6bio e necessarias ao crescimento
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normal das plantas, suas concentracdes nas células devem ser mantidas baixas, evitando danos
oxidativos ao DNA, proteinas e lipidios (Apel e Hirt, 2004; Bhaduri e Fulekar, 2012). As
plantas dispdem de sistemas de defesa enzimaticos (SOD, CAT e ascorbato peroxidase - APX,
entre outros) e ndo enzimaticos (carotenoides, glutationa, tocoferol, alcaloides, entre outros),
0s quais atuam no controle dos niveis de ROS nas células (Apel e Hirt, 2004).

A exposicdo a poeira de cimento tem causado prejuizos as plantas (Mandre e
Lukjanova, 2011; Lukjanova et al., 2013; Mutlu et al., 2013). Além do célcio (Ca), principal
elemento quimico presente na poeira de cimento (Lee e Pacyna, 1999; Branquinho et al., 2008),
em sua composicdo pode haver também uma mistura de metais (Cu, Mn, Fe, Cr, Zn, Hg, Cd e
Pb, entre outros), cujas concentracBes variam entre as indastrias (Ogunbileje et al., 2013) em
funcdo principalmente da fonte de matéria-prima e do tipo de combustivel empregado (Bhatty,
1995).

Metais em altas concentracdes podem ser fitotdxicos (Mandre e Ots, 2012). Entretanto,
teores elevados de metais no solo proximo a industria cimenteira em funcdo da deposicao de
poeira nem sempre implicam em concentracBes similares nos tecidos de espécies vegetais
crescendo nestas areas (Mandre, 2014). Segundo Mandre e Lukjanova (2011) a sensibilidade
das plantas ao material particulado alcalino € variavel e ha grande contradicdo na literatura do
seu real impacto.

Os objetivos do presente estudo foram caracterizar os efeitos da poeira de cimento nas
folhas de G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta, atraves das seguintes andlises: (1) atividades
de enzimas do sistema antioxidante (superéxido dismutase - SOD, catalase - CAT e ascorbato
peroxidase - APX); (2) variaveis fotossintéticas (clorofila a - Ch a, clorofila b - Ch b,
carotenoides - Car, rendimento quantico potencial - Fv/Fm, condutancia estomatica - gs e
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos - PPFD) e (3) quantificacdo de
nutrientes foliares. Os resultados poderdo ser Gteis na escolha de marcadores bioldgicos e
espécies vegetais para conservagdo e recuperacdo de areas impactadas pelas atividades de

industrias cimenteiras.

2. Material e Métodos

2.1. Cultivo das plantas

Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Myracrodruon urundeuva Allemao

(Anacardiaceae) e Trichilia hirta L. (Meliaceae) foram as espécies lenhosas estudadas, devido
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a facilidade de cultivo, crescimento rapido, por serem nativas de Minas Gerais e por ocorrerem
em areas de afloramentos calcarios, principais locais de exploracao das inddstrias cimenteiras.

A procedéncia das sementes utilizadas no presente estudo foram: G. ulmifolia - matrizes
situadas no Parque Ecoldgico Promotor Francisco Lins do Rego, localizado na orla da Lagoa
da Pampulha, Belo Horizonte; M. urundeuva - doacdo do Laboratorio de Sementes Florestais
de Belo Horizonte, pertencente a Companhia Energética de Minas Gerais S.A. (Cemig) e T.
hirta - matrizes provenientes da arborizag&o urbana no entorno da UFMG.

Em todos os experimentos foram utilizadas sementes recém-colhidas, sendo aplicado o
tratamento pré-germinativo de quebra da dorméncia tegumentar das sementes de G. ulmifolia
atraves da imersdo em acido sulfdrico concentrado por 50 minutos (Aradjo Neto e Aguiar,
2000). Em M. urundeuva as sementes foram colocadas para germinar intactas e em T. hirta,
previamente a semeadura, foi feita a remocdo manual do arilo em agua corrente, seguido da
secagem das sementes ao ar livre, visando reduzir a contaminacéo por fungos.

As plantas foram cultivadas diretamente em vasos de polipropileno, no mesmo local e
demais condig¢des experimentais ja descritas no item 2.1 do Capitulo I. Nestes vasos, as plantas
de G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta permaneceram por cinco, seis e nove meses,
respectivamente, momento em que se procedeu o inicio dos experimentos de deposi¢cdo da

poeira de cimento.

2.2. Aplicagéo da poeira de cimento

Os tratamentos e as condicdes experimentais de aplicacdo da poeira de cimento foram
0s mesmos descritos no item 2.2 do Capitulo I.
Os experimentos foram encerrados apos 60 dias da primeira simulagéo de deposicao da

poeira de cimento.
2.3. Quantificacdo do material particulado na superficie foliar

Ao final dos experimentos, foi quantificado o material particulado de cimento
depositado na superficie foliar conforme metodologia descrita no item 2.3 do Capitulo I. Para

tal, trés folhas do 3° n6 de G. ulmifolia e cinco foliolos do 4° n6 de M. urundeuva e T. hirta

foram coletados aleatoriamente em cada planta e utilizados nas quantificacdes.
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2.4. Teores de nutrientes foliares e composi¢do quimica do solo e cimento

Ao término dos experimentos, 0s teores de nutrientes foliares e a composi¢do quimica
do solo e cimento foram determinados seguindo metodologia ja descrita no item 2.4 do

Capitulo 1.

2.5. Variaveis fotossintéticas

Ao final dos experimentos, as varidveis fotossintéticas: clorofila a (Chl a), clorofila b
(Chl b), carotenoides (Car), rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm),
condutancia estomatica (gs) e densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD)
foram avaliadas conforme metodologia descrita no item 2.7 do Capitulo I. Para tal, foram
utilizadas folhas (G. ulmifolia) e foliolos (M. urundeuva e T. hirta) do 7° e 8° nds totalmente

expandidos e com aparéncia sadia.

2.6. Atividade enziméatica

Para a medida das atividades enzimaticas do sistema antioxidante ao final dos
experimentos foram também utilizadas folhas (G. ulmifolia) e foliolos (M. urundeuva e T.
hirta) do 7° e 8° nds, utilizando as metodologias descritas no item 2.8 do Capitulo I, com
modificacbes para a espécie G. ulmifolia. Nesta espécie foram empregadas
polivinilpolipirrolidona nas proporcdes de 40 mg para cada 0,2 g de tecido vegetal, além de
1700 pL de tampdo fosfato de sddio na obtencdo do homogenato celular, detergente CHAPS a

2% no tampao de extracédo e rotagdo da centrifuga a 16.000 x g.

2.7. Andlise estatistica

Os experimentos seguiram o mesmo delineamento e foram submetidos as mesmas

analises estatisticas descritas no item 2.9 do Capitulo I.
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3. Resultados

3.1. Quantificacao de material particulado na superficie foliar

Nas trés espécies analisadas houve formacéo de crosta de cimento na superficie foliar,
e ao final dos experimentos a quantidade de material particulado depositado nesta regido ficou
abaixo das concentraces aplicadas. Para a concentragdo nominal de 2,5 mg cm ap6s duas
aplicacdes de cimento foram encontrados 1,9; 1,6 e 1,2 mg cm2; e para 5 mg cm foram 3,2;

4,2 e 3,2 mg cm, respectivamente em G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta.

3.2. Quantificacdo de nutrientes nas folhas e composi¢do quimica do solo e cimento

A composicao quimica do cimento e do solo utilizado na montagem dos experimentos
foram apresentadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente, item 3.2 do Capitulo I.

Ao final dos experimentos, para as trés espécies vegetais, as caracteristicas quimicas do
solo apresentaram similaridade entre os diferentes tratamentos (Tabelas 1-3), indicando que o
material particulado praticamente ndo alterou a composicéo quimica e o pH do solo.

Incremento foliar de Ca foi observado ao final dos experimentos somente para a espécie
G. ulmifolia (Tabela 4). Houve reducédo no teor foliar de Fe com a aplicacdo do poluente, seja
nos tratamentos Folha e Folha/Solo (M. urundeuva e T. hirta), ou independente do local de
aplicacdo, como observado em G. ulmifolia (Tabela 4). Para o elemento Fe, houve interacdo
significativa entre concentracdo x local de deposicdo, nas espécies M. urundeuva e T. hirta.
Em M. urundeuva o teor foliar deste elemento apresentou elevado nas plantas controle e do
tratamento Solo, com valores acima do considerado como limite de toxidez (>500 mg Kgt). A
poeira também causou alteragdo na composi¢cdo mineral foliar de outros elementos quimicos
(Dados ndo mostrados). Em ambas as concentragdes de cimento houve elevagdo nos teores
foliares de K (G. ulmifolia) e Mn (T. hirta), independente do local de deposi¢éo, assim como
para os elementos Mn (G. ulmifolia), K (M. urundeuva), Cu (T. hirta) na concentragdo maxima.
O mesmo foi observado para os elementos N (G. ulmifolia) no tratamento 2,5 mg cm Folha,
S (G. ulmifolia) em ambas as concentra¢des na Folha/Solo e B (T. hirta) nos tratamentos 2,5 e
5 mg cm Solo e Folha/Solo. Em G. ulmifolia, houve reducio nos teores foliares de Cu na
concentragio maxima, bem como para B ao aplicar 2,5 mg cm de poeira na Folha. Houve
também reducdo nos teores foliares de Zn em M. urundeuva, quando a poeira foi aplicada na
Folha e Folha/Solo, assim como P ao ser depositada no Solo e Folha/Solo de M. urundeuva,
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independente da concentracdo utilizada. Os teores foliares de Mg, P, Zn de G. ulmifolia; N,
Mg, S, Mn, Cu, B de M. urundeuva e N, P, K, Mg, S, Zn de T. hirta ndo foram influenciados
pela exposicdo a poeira de cimento, e apresentaram valores semelhantes entre os diferentes

tratamentos (Dados ndo mostrados).

3.3. Variaveis fotossintéticas

Na concentragdo méxima de cimento, houve elevacao no teor de Chl b de G. ulmifolia
e T. hirta e reducdo nos teores de Chl a, b e Car de M. urundeuva (Tabela 5). Aumento também
no teor de Chl b foi observado para T. hirta na concentracio de 2,5 mg cm de poeira. Os
teores de Chl a e Car em G. ulmifolia e T. hirta ndo foram alterados pela deposicdo de cimento,
assim como n&o houve influéncia significativa do local de aplicagéo da poeira sobre os teores
de pigmentos das trés espécies estudadas (Tabela 5).

Para as trés espécies vegetais, ao longo dos 60 dias dos experimentos de simulacdo, ndo
houve alteracdo na condutancia estomética (Fig. 1) em funcdo da exposi¢cdo das plantas a
diferentes concentracdes e locais de deposi¢do da poeira de cimento.

A deposicdo de material particulado causou decréscimo no rendimento quantico
potencial do PSII de G. ulmifolia (Fig. 2). Os menores valores de Fv/Fm em G. ulmifolia foram
observados quando o cimento foi aplicado na Folha em sua concentracdo méaxima e no Solo,
na concentragdo de 2,5 mg cm2 (Fig. 2).

Ao entrar em contato com a umidade e a superficie foliar, o cimento formou uma crosta
e blogqueou 38, 49 e 25% da luz incidente na concentracdo de 2,5 mg cm de poeira e 53, 64 e
31% em sua concentragdo maxima, respectivamente para G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta
(Fig. 3). Em ambas as concentragdes de cimento, a luz transmitida atraves da lamina foliar das
trés espécies vegetais aumentou significativamente quando a poeira foi removida dos foliolos,

e o seu valor foi similar aqueles observados nas plantas controle (Dados ndo mostrados).
3.4. Enzimas antioxidantes

A aplicacdo de poeira de cimento ndo proporcionou alteracdo nas atividades das
enzimas do sistema antioxidante nas folhas das espécies estudadas, exceto em M. urundeuva,

cuja atividade da SOD aumentou em torno de 48% em relacdo as plantas controle, quando

folhas e solo foram tratados simultaneamente com 5 mg cm de cimento (Fig. 4).
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo (0-5 cm de profundidade) de Guazuma ulmifolia

ao final do experimento de deposicao particulada de cimento.

Caracteristicas

Tratamentos (solo ap6s 60 dias de experimento)

Quimicas 0 mg cm™2 2,5 mg cm 5 mg cm?
Controle Folha Solo Folha/Solo Folha Solo Folha/Solo

pH H.O 7,0 7,1 7,3 7,3 7,3 7,6 7,7
P (mg dm) 50,8 59,9 46,4 55,3 53,0 53,0 53,0
K (mg dm) 88,0 122,0 86,0 81,0 82,0 80,0 113,0
Ca*?2 (cmol, dm™) 10,7 9,6 11,0 9,8 9,7 9,7 10,1
Mg*2 (cmol. dm-3) 1,6 1,6 1,6 15 15 1,4 1,6
Al*3 (cmol; dm3) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H+AI (cmol; dm) 1,0 0,5 0,3 0,2 0,7 0,0 0,3
SB (cmolc dm) 12,5 11,5 12,8 11,5 114 11,3 12,0
CTC: (cmol. dm™) 12,5 11,5 12,8 11,5 114 11,3 12,0
CTCr (cmole dm™) 13,5 12,0 13,1 11,7 12,1 11,3 12,3
V (%) 93,0 96,0 97,0 99,0 95,0 100,0 97,0
m (%) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MO (%) 77 8,1 77 6,8 6,6 6,2 6,9
P-rem (mg L) 47,6 47,6 47,6 51,2 51,2 47,6 46,4
Zn (mg dm®) 12,5 11,9 12,5 10,9 10,3 10,9 11,7
Fe (mg dm3) 21,1 12,1 13,3 14,9 13,1 16,4 15,2
Mn (mg dm®) 45,8 42,0 45,8 43,0 39,1 45,8 54,5
Cu (mg dm'®) 0,5 0,3 0,5 0,5 0,3 0,4 0,4
B (mg dm") 0,3 0,7 0,2 0,4 0,4 0,1 0,4
S (mg dm) 39,1 40,6 37,5 39,1 34,4 37,5 36,0

Amostras compostas (n = 4). Legenda: (SB) soma de bases trocaveis, (CTC:) capacidade de troca
cationica efetiva, (CTCr) capacidade de troca catidnica a pH 7,0; (V) indice de saturacdo de bases,
(m) indice de saturagdo de aluminio, (MO) matéria orgénica, (P-rem) fésforo remanescente e (n.d.) ndo

detectado.
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo (0-5 cm de profundidade) de Myracrodruon
urundeuva ao final do experimento de deposicéo particulada de cimento.

Caracteristicas

Tratamentos (solo ap6s 60 dias de experimento)

Quimicas 0 mg cm™? 2,5 mg cm 5mg cm
Controle Folha Solo Folha/Solo Folha Solo Folha/Solo

pH H.0 6,6 7,1 6,9 6,9 6,9 7,0 7,5
P (mg dm'®) 22,4 34,7 19,4 17,3 33,1 37,4 19,9
K (mg dm) 135,0 140,0 126,0 124,0 113,0 127,0 140,0
Ca*2 (cmolc dm™) 12,2 14,9 12,1 14,1 15,9 14,8 12,9
Mg*2 (cmol. dm-3) 1,5 1,7 1,4 1,5 1,7 1,5 1,4
Al*3 (cmol; dm3) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H+AI (cmol; dm®) 1,3 15 1,3 1,3 1,3 1,3 1,0
SB (cmole dm™) 14,1 17,0 13,9 16,0 17,9 16,7 14,7
CTC: (cmol. dm™) 14,1 17,0 13,9 16,0 17,9 16,7 14,7
CTCr (cmole dm™) 15,4 18,5 15,2 17,3 19,3 18,0 15,7
V (%) 91,0 92,0 91,0 92,0 93,0 93,0 94,0
m (%) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MO (%) 9,0 11,0 6,4 7.9 10,7 9,0 8,5
P-rem (mg L% 43,0 45,8 39,1 39,1 41,1 39,1 37,4
Zn (mg dm®) 12,7 15,7 13,4 8,6 15,2 11,1 13,4
Fe (mg dm) 41,2 58,5 69,9 81,4 68,0 54,6 77,6
Mn (mg dm®) 53,4 61,8 62,6 50,0 68,5 64,3 68,5
Cu (mg dm?) 0,2 0,3 0,4 0,2 0,0 0,4 0,4
B (mg dm?3) 0,4 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
S (mg dm3) 38,0 40,8 422 39,4 422 422 436

Amostras compostas (n = 4). Legenda: (SB) soma de bases trocaveis, (CTC;) capacidade de troca
cationica efetiva, (CTCr) capacidade de troca catidnica a pH 7,0; (V) indice de saturacdo de bases,
(m) indice de saturagdo de aluminio, (MO) matéria orgénica, (P-rem) fésforo remanescente e (n.d.) ndo

detectado.
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Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo (0-5 cm de profundidade) de Trichilia hirta ao final

do experimento de deposicéo particulada de cimento.

Caracteristicas

Tratamentos (solo ap6s 60 dias de experimento)

Quimicas 0 mg cm™? 2,5 mg cm? 5mg cm
Controle Folha Solo Folha/Solo Folha Solo Folha/Solo

pH H.0 7,5 7,5 7,6 1,7 7,5 7,7 7,9
P (mg dm) 28,0 21,2 239 27,1 26,6 38,1 42,2
K (mg dm) 58,0 58,0 66,0 61,0 64,0 68,0 68,0
Ca*2 (cmolc dm™) 17,7 16,6 18,0 15,2 16,7 16,7 16,9
Mg*2 (cmol. dm-3) 1,3 1,3 1,3 1,1 1,3 1,2 1,3
Al*3 (cmol; dm3) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H+AI (cmol; dm®) 0,8 1,0 0,8 0,5 0,8 0,8 0,0
SB (cmole dm™) 19,2 18,1 19,5 16,5 18,2 18,1 18,4
CTC: (cmol. dm™) 19,2 18,1 19,5 16,5 18,2 18,1 18,4
CTCr (cmole dm™) 20,0 19,1 20,4 17,0 19,1 19,0 18,4
V (%) 96,0 95,0 96,0 97,0 96,0 96,0 100,0
m (%) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Zn (mg dm®) 11,5 11,9 12,9 10,0 12,1 12,3 12,3
Fe (mg dm®) 28,2 30,2 45,5 45,5 37,8 41,6 35,9
Mn (mg dm®) 31,9 33,3 52,3 51,4 47,9 49,6 60,2
Cu (mg dm'®) 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
S (mg dm®) 38,2 28,2 33,8 29,6 32,4 63,9 42,9

Amostras compostas (n = 4). Legenda: (SB) soma de bases trocaveis, (CTC;) capacidade de troca
cationica efetiva, (CTCr) capacidade de troca catidnica a pH 7,0; (V) indice de saturacdo de bases,

(m) indice de saturacéo de aluminio e (n.d.) ndo detectado.
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Tabela 4. Teores de Ca e Fe na matéria seca das folhas de Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva e Trichilia hirta, apos 60 dias de exposicéo
a diferentes concentracGes de material particulado de cimento, aplicadas sobre a superficie foliar (Folha); sobre o solo (Solo) e sobre a superficie

foliar e solo (Folha/Solo).

Concentragdo  Local Ca (g kg?) Fe (mg kg™)

(mg cm?) G. ulmifolia M. urundeuva T. hirta G. ulmifolia M. urundeuva T. hirta

0 165+14 155+1/4 16,3+0,6 193,8 + 32,3 568,0 £ 58,8 Aa 363,5+17,1 Aa
Folha 196+£1,0 13,1+0,8 15,3+0,7 740+£7,0 225,0 + 10,7 Bb 85,0 £ 13,4 Bb

2,5 Solo 178+£1,2 136+1,8 156 +1,3 128,5+ 10,1 616,0 + 105,8 Aa 351,3+41,8 Aa
Folha/Solo 199+1,.2 142+14 17,2+0,6 56,5+ 2,0 228,0+17,9Bb 73,8+ 4,0 Bb
Folha 21,0+1.2 16,6 £ 0,6 17,3+0,9 70,8+ 4,2 220,5+ 30,8 Bb 81,5+ 8,4Bb

5 Solo 193+15 158+0,9 15,0+ 0,6 123,0 + 13,7 719,3 + 80,6 Aa 426,3 + 64,4 Aa
Folha/Solo 20,5+0,4 175+2,.2 175+1,0 68,5+ 2,8 225,0+ 23,4 Bb 64,0 £ 8,1 Bb

Anélise de variancia

Concentragéo * n.s. n.s. * * *

Local n.s. n.s. n.s. n.s. * *

Concentracgéo x Local n.s. n.s. n.s. n.s. * *

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Ao fixar uma concentragdo, letras maiusculas
comparam os locais, e ao fixar um local, letras minusculas comparam as concentragdes, quando ha interagdo significativa (*) entre a concentracdo e o local de

aplicacdo da poeira de cimento. Médias + erro padrdo (n = 4). N&o significativo (n.s.).
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Tabela 5. Teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a - Chl a, clorofila b - Chl b e carotenoides - Car) de folhas de Guazuma ulmifolia,
Myracrodruon urundeuva e Trichilia hirta, ao final dos experimentos com deposicao particulada de cimento.

Concentragio Chla (mg g* FM) Chl b (mg g* FM) Car (mg g* FM)

(mg cm?) G. ulmifolia M. urundeuva T. hirta G. ulmifolia M. urundeuva T. hirta G. ulmifolia M. urundeuva T. hirta

0 0,394+0,006 0,762+0,048a 0,328 + 0,012 0,357 +0,009b 0,602 +0,055a 0,236 + 0,006 b 0,443 £ 0,008 0,754 £ 0,034 a 0,438 £0,019
2,5 0,371+0,023 0,694 +0,029ab 0,338 + 0,016 0,334+0,021b 0,536+0,031ab 0,271+0,010a 0,429 £ 0,023 0,685+0,031ab 0,429 £ 0,021
5 0,429+0,017 0,613+0,023b 0,349 £ 0,017 0,424 £0,024a 0,452+0,019b 0,280+0,0114a 0,443+0,018  0,630+0,029b 0,440 + 0,025
Analise de variancia

Concentragéo n.s. * n.s. * * * n.s. * n.s.

Local n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Concentragdo x Local n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Newman-Keuls. (*) Nivel de significancia: p < 0,05. (n.s.) Nao significativo. Médias +
erro padréo (n = 4 para a concentragdo 0 mg cm? e n = 12 para as concentracdes 2,5 e 5 mg cm?, estando os dados relativos ao local agrupados dentro de cada
concentracao, por ndo apresentarem diferenca estatistica significativa).
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Figura 1. Condutancia estomatica das folhas de Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva e
Trichilia hirta ao longo de 60 dias de exposi¢do & poeira de cimento nas concentracBes de 0; 2,5 e
5 mg cm, aplicadas sobre a superficie foliar (Folha); sobre o solo (Solo) e sobre a superficie foliar e

solo (Folha/Solo). Os pontos representam a média + erro padrao (n = 4).
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Figura 2. Efeito da poeira de cimento no rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) das
folhas de Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva e Trichilia hirta, apds 60 dias de exposi¢do as
concentracdes de 0; 2,5 e 5 mg cm de cimento, aplicadas sobre a superficie foliar (F); sobre o solo (S)
e sobre a superficie foliar e solo (F/S). Médias seguidas por letras idénticas, no mesmo local, para uma
mesma espécie, ndo diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Barras

verticais representam a média + erro padréo (n = 4).
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Figura 3. Densidade de fluxo de fdtons fotossinteticamente ativos incidentes (Incid. PPFD) e
transmitidos (Transm. PPFD) em folhas de Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva e Trichilia
hirta com (v ¢ m) e sem (@) cimento, apos deposi¢cdo da poeira nas concentracfes de 0 (e); 2,5 (v) e
5 mg cm? (m), por um periodo de 60 dias. EquacOes de regressdo dos tratamentos (R? = 0,99):
G. ulmifolia - (e) y = 0,0700x + 2,3297; (v) y = 0,0412x - 0,8866; (m) y = 0,0333x - 1,1923; M.
urundeuva - (e) y = 0,0457x - 1,6409; (v) y = 0,0270x - 0,1186; (m) y = 0,0170x + 0,1830 e T. hirta -
(®) y=0,0544x - 0,3692; (v) y = 0,0363x - 0,2279; (m) y = 0,0295x - 0,3104. Os pontos representam a
média * erro padrédo (n = 4).
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Figura 4. Efeito da poeira de cimento nas atividades de enzimas do sistema antioxidante (superéxido
dismutase - SOD, catalase - CAT e ascorbato peroxidase - APX) de folhas de Guazuma ulmifolia,
Myracrodruon urundeuva e Trichilia hirta, ap6s 60 dias de exposi¢do as concentracdes de 0; 2,5 e
5 mg cmde cimento aplicadas sobre a superficie foliar (F); sobre o solo (S) e sobre a superficie foliar
e solo (F/S). Médias seguidas por letras idénticas na horizontal, para um local fixo de aplicacdo da poeira
de cimento, considerando mesma espécie e enzima, ndo diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls a

5% de probabilidade. Barras verticais representam a média + erro padrdo (n = 4).
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4. Discussao

Nas trés espécies vegetais estudadas houve reducdo do contetdo foliar de Fe em resposta
a poeira de cimento, resultando em valores criticos deste elemento (50-150 mg kg™ de massa
seca) em G. ulmifolia e T. hirta, considerados como limites de deficiéncia nutricional para um
grande nimero de espécies (Broadley et al., 2012), ao contréario do observado por Mandre e
Lukjanova (2011) em P. sylvestris e Bujokas et al., (2010) em Schinus terebinthifolius Raddi.
Mutlu et al. (2013), ao analisarem o teor de elementos minerais nas folhas de espécies exoticas
ocorrendo no entorno de uma inddstria cimenteira relataram que a poeira de cimento induz
deficiéncia nutricional de Fe, em funcédo da alcalinidade do solo.

Entretanto, no presente estudo, ndo foi observada para as trés espécies vegetais dos
tratamentos controle e também Solo (M. urundeuva e T. hirta) reducéo foliar de Fe em funcéo
do pH do solo, fato bastante comum em plantas crescendo em ambientes com pH acima de 7
(George et al., 2012), condicao na qual a solubilidade do Fe é baixa (Mandre e Lukajanova,
2011; Broadley et al., 2012). Provavelmente o desequilibrio nutricional de Fe nos demais
tratamentos foi provocado por uma menor translocacdo deste elemento para a parte aérea da
planta, via fluxo transpiratério, em razdo da formacdao da crosta de cimento na superficie foliar,
reducdo da luz transmitida e estresse gerado pelo contato direto do poluente com as folhas.

Praticamente ndo houve assimilacdo foliar dos elementos minerais (Eichert e Fernandez,
2012) presentes na poeira de cimento depositada na parte aérea das espécies vegetais estudadas,
em razdo dos resultados nutricionais obtidos, principalmente para os elementos Fe e Ca. O pH
da aplicacdo foliar, no presente estudo alcalino em funcéo da composi¢do quimica da poeira de
cimento umedecida, pode afetar a taxa de penetracdo dos nutrientes e o grau de fitotoxicidade
dos tratamentos (Eichert e Fernandez, 2012). O aumento no teor foliar de Ca em todos o0s
tratamentos de G. ulmifolia que receberam a poeira pode ser resultado do maior aporte de Ca,
principal constituinte da poeira de cimento (44%), via assimilacdo foliar e/ou absorcao pelas
raizes. O transporte de elementos minerais dentro dos tecidos vegetais e a sua translocagao para
os diferentes 6rgaos, depende da mobilidade e solubilidade dos mesmos (Mandre e Ots, 2012).

Embora a poeira de cimento apresente uma variedade de elementos quimicos, estes
estdo em uma forma oxidada (Mandre e Korsjukov, 2007), ndo biodisponivel, o que pode
resultar em absorcdo minima pelas plantas. Somado a este fato, em solos com pH elevado,
muitos nutrientes tornam-se indisponiveis para as espécies que crescem nestes ambientes
(Mandre e Tuulmets, 1997).
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O bloqueio da luz pela crosta de cimento, o estresse gerado pelo contato direto da poeira
com as folhas e a reducdo foliar de Fe, elemento essencial na sintese de clorofila (Mandre e
Tuulmets, 1997; Mandre e Lukjanova, 2011; Lizieri et al., 2012), podem ter provocado as
alteracdes nos teores de pigmentos fotossintéticos das espécies avaliadas. Segundo Abril et al.
(2014), a deposicao de poeira sobre a parte aérea das plantas, altera as propriedades Opticas e a
intensidade de luz disponivel para o processo fotossintético. Em Picea abies (L.) H. Karst. o
teor de clorofila diminuiu apds exposicdo das plantas ao material particulado emitido pela
industria cimenteira (Lukjanova et al., 2013), em funcdo do aumento de danos nas células do
mesofilo. As variagdes observadas entre a quantidade de cimento depositada na superficie foliar
das espécies, e consequentemente, a intensidade de luz bloqueada pelo poluente, foram
provavelmente devido a fatores como pilosidade, rugosidade, angulo de insercdo da folha no
eixo caulinar e umidade do ar.

Em geral, as condi¢fes de sombreamento impostas pela poeira de cimento depositada
na superficie foliar ndo provocaram danos acentuados no fotossistema Il e nem reducdo na
condutancia estomatica das espécies avaliadas, indicando que a disponibilidade de luz nao foi
um fator limitante. A localizacdo dos estbmatos principalmente na face abaxial da lamina foliar
pode ter contribuido na reducdo de danos estruturais e menor obliteracdo do poro estomatico
pela poeira (Dados apresentados no item 3.3 do capitulo I11), e consequentemente, constancia
nos valores de gs.

O Fe é elemento componente de diversas enzimas (Broadley et al., 2012). Embora tenha
ocorrido menor teor foliar deste elemento nas plantas que receberam a poeira, as atividades de
enzimas antioxidantes ndo variaram expressivamente com a exposi¢do de G. ulmifoliae T. hirta
aos tratamentos impostos. Em contraste, a atividade da ezima SOD aumentou
consideravelmente em M. urundeuva sob tratamento simultaneo dos foliolos e do solo em que
foi cultivada com 5 mg cm de cimento. Este resultado é um indicativo de que o tratamento
com cimento pode ter acentuado a producdo de anion superéxido (O2) nas celulas foliares de
M. urundeuva. Assim, o aumento da atividade SOD compreendeu um mecanismo de defesa das
plantas na tentiva de diminuir os niveis de O2" e prevenir uma possivel oxidagéo de proteinas e
lipidios (Hung et al., 2005). No entanto, ndo é possivel afirmar que os niveis de ROS em folhas
de G.ulmifolia e T. hirta permaneceram inalterados apds o tratamento com cimento, visto que
células vegetais também apresentam mecanismos ndo enzimaticos de controle dos niveis de
espécies oxidantes (Apel e Hirt, 2004). Além disso, varios trabalhos reportam que estresses
abioticos (Schitzendibel e Polle, 2002; Pereira et al., 2009), entre estes, a poeira de cimento

(Erdal e Demirtas, 2010; Salama et al., 2011; Dziri e Hosni, 2012), podem influenciar ou néo
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as atividades de enzimas do sistema antioxidante em plantas, de acordo com a espécie, estadio
de desenvolvimento, distancia da fonte emissora, intensidade e duracdo do estresse.

O estudo de variaveis fisioldgicas e bioguimicas de plantas € indispensavel para
estabelecer o grau de tolerancia e seletividade de espécies a ambientes impactados, contribuindo
para trabalhos de biomonitoramento e biorremediacdo (Lizieri et al., 2012), bem como de
reflorestamento das areas ao redor de industrias cimenteiras. Embora as trés espécies vegetais
estudadas tenham apresentado pequenas variagdes em suas respostas frente ao poluente, G.
ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta podem ser consideradas tolerantes a poeira de cimento, por

um periodo minimo de 60 dias de exposi¢éo.

5. Conclusodes

Em G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta, a exposicdo a poeira de cimento causou
bloqueio de parte da luz incidente, alteragdes nos teores de pigmentos fotossintéticos e de
nutrientes foliares, com reducdo acentuada no teor de Fe. Em G. ulmifolia houve elevacdo do
teor foliar de Ca e queda no rendimento quantico potencial do fotossistema Il. Nas trés espécies
estudadas, os valores de condutancia estomatica e das atividades das enzimas do sistema
antioxidante ndo variaram, exceto para a enzima superoxido dismutase em M. urundeuva na
concentracdo maxima de cimento aplicada sobre a superficie foliar e solo, a qual teve sua
atividade elevada. Os resultados indicaram que as espécies G. ulmifolia, M. urundeuva e T.
hirta sdo tolerantes a poeira de cimento, por periodo minimo de 60 dias de exposi¢do. Também
mostraram que as mesmas apresentam potencial de uso na revegetacdo de areas impactadas

pelas atividades de industrias cimenteiras.
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CAPITULO 11l

Alteraces morfoanatomicas em folhas de trés espécies lenhosas nativas em resposta a

poeira de cimento

RESUMO

Industrias cimenteiras instaladas proximas as areas de afloramentos calcarios tém depositado
poeira de cimento sobre espécies lenhosas nativas de Minas Gerais, Brasil. Objetivou-se
caracterizar o efeito da deposicéo de poeira de cimento na estrutura foliar e ultraestrutura celular
de Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Myracrodruon urundeuva Allemé&o (Anacardiaceae)
e Trichilia hirta L. (Meliaceae). Durante 60 dias, as plantas foram submetidas as concentracdes
de 0; 2,5 e 5 mg cm de poeira de cimento aplicadas em dois momentos sobre a superficie
foliar; sobre o solo e sobre a superficie foliar e solo, em condic6es de exposicao controlada e
solo padronizado. A exposicdo a poeira causou sintomas visuais como necroses foliares em G.
ulmifolia e T. hirta, enrolamento da lamina foliar em M. urundeuva e protuberancias em T.
hirta. Houve obliteracdo dos estdmatos nas trés espécies, abscisdo foliar precoce (T. hirta),
erosdo da cera epicuticular (M. urundeuva) e alteracdo em seu padrdo de deposicdo (G.
ulmifolia), além de mudanca na organizacao e conteido das células da nervura mediana, bem
como no relevo celular (T. hirta). A nivel ultraestrutural, as células do mesofilo apresentaram
plastidios integros, sem sinais de desorganizacdo no sistema de membranas. Os resultados
indicaram que as trés espécies vegetais foram afetadas pelo contato direto da poeira de cimento
com a superficie foliar, ndo sendo possivel estabelecer um biomarcador especifico de tolerancia
para este tipo de estresse, em razdo dos danos ocasionados pelo cimento nas folhas ja terem

sido amplamente relatados em reposta aos diferentes tipos de poluentes.

Palavras-chave: Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva, Trichilia hirta, poluicdo,

anatomia foliar.
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Morpho-anatomical changes in leaves of three native woody species due to cement dust

ABSTRACT

Cement factories installed next to areas of limestone outcrops have been depositing cement dust
on native woody species in Minas Gerais, Brazil. This study aimed to characterize the effect of
the cement dust deposition on leaf structure and cell ultrastructure of Guazuma ulmifolia Lam.
(Malvaceae), Myracrodruon urundeuva Allemdo (Anacardiaceae) and Trichilia hirta L.
(Meliaceae). For 60 days the plants were subjected to cement dust concentrations 0; 2.5 and
5 mg cm applied at two times on the leaf surface; on the soil and the leaf surface and soil, in
controlled exposure conditions and standardized soil. Exposure to the dust caused visual
symptoms such as leaf necrosis in G. ulmifolia and T. hirta, leaf blade curling in M. urundeuva
and bulges in T. hirta. There was obliteration of the stomata in all species, early leaf abscission
(T. hirta), erosion of epicuticular wax (M. urundeuva) and change in its pattern of deposition
(G. ulmifolia), besides change in the organization and contents of the cells of the median rib, as
well as in cell relief (T. hirta). The ultrastructure of the mesophyll cells showed intact plastids
without signs of disorganization in the membrane system. The results indicated that the three
plant species were affected by direct contact of cement dust with the leaf surface, making it
impossible to establish a specific biomarker of tolerance for this kind of stress, due to the
damage caused by the cement on the leaves have already been amply reported in response to

different types of pollutants.

Keywords: Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva, Trichilia hirta, pollution, leaf

anatomy.
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1. Introducéo

O cimento ¢ a principal matéria-prima da construcéo civil, sendo produzido em quase
toda parte do mundo (Rodrigues e Joekes, 2011). O Brasil ocupa a 6° posi¢do no ranking
mundial dos paises com maior producdo de cimento, e 0 estado de Minas Gerais abriga 0 maior
namero de industrias neste setor, sendo contabilizadas 14 em plena operagdo no ano de 2012
(SNIC, 2013).

A industria cimenteira é considerada uma das principais fontes de material particulado
(Grantz et al., 2003; Demir et al., 2005; Isikli et al., 2006; Rodrigues e Joekes, 2011), sendo
que a crescente producdo e consumo deste produto no Brasil, principalmente nos ultimos anos
(SNIC, 2013), pode resultar em risco a vegetacdo nativa local, em especial das areas de
afloramentos calcarios de Minas Gerais. Nestas areas, estdo presentes comumente as espécies
Guazuma ulmifolia, Myracrodruon urundeuva e Trichilia hirta (Oliveira-Filho, 2006), as quais
foram selecionadas para o presente estudo.

G. ulmifolia Lam. (Malvaceae) € uma planta semidecidua, heliofita, pioneira, de folhas
simples, pubescentes e medicinais, de crescimento rapido e de grande aplicabilidade em
reflorestamentos, cujo lenho produz excelente carvao (Lorenzi, 1998; Lorenzi e Matos, 2008).
De acordo com estes autores, M. urundeuva Allemao (Anacardiaceae) é uma espécie decidua,
heliofita, de folhas compostas imparipinadas, pubescentes e medicinais, possuindo madeira de
grande resisténcia mecanica; e T. hirta L. (Meliaceae) é uma espécie semidecidua, helidfita, de
folhas compostas imparipinadas, pioneira e ristica, indicada para areas degradadas, cuja
madeira € utilizada na marcenaria e os frutos sdo consumidos por péssaros.

O entendimento dos efeitos dos poluentes atmosféricos sobre as plantas distribuidas em
campo, em muitos momentos é dificultado pela interacdo de vérios fatores ambientais e classes
de contaminantes (Dickison, 2000), o que refor¢a a importancia prévia de estudos em condicGes
controladas, principalmente quando relacionado as industrias cimenteiras. Somado a poeira,
com elevado teor de calcio em sua composicao (Lee e Pacyna, 1999; Branquinho et al., 2008),
as industrias cimenteiras liberam no meio ambiente grande variedade de metais pesados
(Ogunbileje et al., 2013), assim como didxido de carbono, dibenzo-p-dioxinas (PCDD),
dibenzofuranos (PCDF), entre outros poluentes (Rodrigues e Joekes, 2011), dependendo da
matéria-prima e do combustivel utilizado na producdo do cimento (Bhatty, 1995). Entretanto,
Sant’ Anna-Santos et al. (2014) ressaltam a importancia de comparar os resultados obtidos em
laboratério com os de campo, antes de indicar possiveis biomarcadores estruturais em resposta

a determinado poluente.
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Os impactos do material particulado em suspenséo sobre a vegetacdo dependem da sua
composicdo quimica, estrutural e da intensidade e distancia da fonte emissora, bem como do
grau de tolerancia da planta e da morfologia foliar, entre outros fatores (Farmer, 1993; Grantz
et al., 2003). A folha, principal 6rgéo fotossintético, com papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento das plantas (Mandre et al., 2012) é o 6rgdo mais sensivel a poluigéo (Dickison,
2000), o que induz a sua escolha nestes tipos de estudos. A incidéncia e o grau de injuria foliar
em resposta ao poluente esta relacionada a variaveis como capacidade de umedecimento foliar
e de penetracdo do poluente via cuticula e estbmatos, bem como pilosidade, espessura da parede
celular, padrdo de deposicdo das ceras epicuticulares, idade da planta, entre outras variaveis
(Dickson, 2000).

Estudos estruturais e ultraestruturais sdo essenciais no esclarecimento da fitotoxicidade
dos diferentes tipos de poluentes (Sant’ Anna-Santos et al., 2012), incluindo a poeira de cimento.
A exposicdo de plantas a poeira de cimento causou obliteracdo dos estbmatos, reducdes nas
taxas de crescimento vegetativo e reprodutivo, clorose e necrose foliar, perda de turgor, morte
celular, senescéncia foliar, entre outros sintomas (Farmer, 1993). Houve também reducéo na
espessura do mesofilo em Pinus sylvestris L. (Lukjanova e Mandre, 2010; Mandre e Lukjanova,
2011) e Populus tremula x P. tremuloides Michx. (Mandre et al., 2012), bem como em variaveis
morfoldgicas de Datura innoxia Mill. (Salama et al., 2011). Em plantas submetidas a diferentes
agentes estressores também foram constatadas variagdes no tamanho de grdos de amido e
plastoglobulos contidos nos cloroplastos (Anttonen e Karenlampi, 1996; Baek e Woo, 2010).

As respostas das espécies vegetais aos poluentes podem ser empregadas em programas
de biomonitoramento da qualidade do ar, permitindo a delimitacdo de areas impactadas e a
deteccdo de niveis cronicos de poluentes, bem como a avaliagdo de riscos impostos a vegetacao
(Silva e Morais, 2013). A sensibilidade das plantas a poeira de cimento é variavel e ha grande
contradicdo na literatura do seu real impacto (Mandre e Lukjanova, 2011), o que indica a
necessidade de mais estudos, principalmente em condi¢des controladas, em fungdo dos
resultados in situ obtidos até o presente momento.

Os objetivos do presente estudo foram avaliar os efeitos da poeira de cimento na
organizacgéo estrutural e ultraestrutural das folhas de G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta. Os
resultados encontrados poderao contribuir na selecdo de espécies vegetais a serem empregadas
no reflorestamento de areas impactadas por industrias cimenteiras, bem como na identificacéo

de marcadores bioldgicos para este tipo de estresse.
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2. Material e Métodos

2.1. Cultivo das plantas

As condigdes de cultivo das plantas foram as mesmas descritas no item 2.1 dos
Capitulos 1 e II.

2.2. Aplicacdo da poeira de cimento

Os tratamentos e as condicOes experimentais de aplicacdo da poeira de cimento foram
0s mesmos descritos no item 2.2 do Capitulo I.

As espécies vegetais foram expostas a poeira de cimento por um periodo de 60 dias.

2.3. Sintomatologia visual

Ao longo dos experimentos, os sintomas visuais nas folhas de G. ulmifolia, M.
urundeuva e T. hirta em resposta a poeira de cimento, foram registrados e fotografados.

2.4. Microscopia de luz

Ao final dos experimentos, amostras de folhas totalmente expandidas do 3° (G.
ulmifolia) e 4° nés (M. urundeuva e T. hirta), desenvolvidas apés aplicacdo dos tratamentos e
aparentemente sadias, foram utilizadas para as analises em microscopia de luz, conforme

metodologia descrita no primeiro paragrafo do item 2.5 do Capitulo |.
2.5. Microscopia eletronica de varredura e transmissao

Ao término dos experimentos, amostras de folhas totalmente expandidas do 3° né (G.
ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta), desenvolvidas apds aplicacdo dos tratamentos e

aparentemente sadias, foram utilizadas para as analises em microscopia eletrénica de varredura

e transmissao, conforme metodologia descrita no item 2.6 do Capitulo 1.
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3. Resultados

3.1. Sintomatologia visual apés deposicdo da poeira de cimento

Nas espécies que receberam poeira de cimento na parte aérea (Fig. 1D-1) observou-se a
formacdo de uma crosta sobre a superficie foliar. Ao longo dos experimentos ndo foi constatado
surgimento de clorose nas folhas das trés espécies (Fig. 1A-I), independente do tratamento
aplicado.

A aplicagdo da poeira de cimento nas concentragdes de 2,5 e 5 mg cm2 promoveu
injurias foliares (necroses) nas folhas de G. ulmifolia que se desenvolveram sobre a ag¢do do
poluente, situadas no 1° e 2° nos a partir da gema apical das plantas do tratamento Folha, o que
ndo foi observado nos demais tratamentos. Os sintomas nesta espécie iniciaram ap6s 44 dias da
primeira aplicagdo de poeira e foram caracterizados por necroses foliares de coloragéo
principalmente marrom estendendo-se a partir da margem e terco apical para toda lamina foliar
(Fig. 1G). Enrolamento da lamina foliar de M. urundeuva no sentido da face abaxial ocorreu
nos foliolos do 1° ao 4° nds a partir da gema apical das plantas do tratamento 5 mg cm
Folha/Solo, ap6s 60 dias da primeira aplicacdo de poeira (Fig. 1H). Nos primeiros dez dias
posteriores & primeira deposicdo de cimento em T. hirta, plantas dos tratamentos 2,5 mg cm™
Folha e Folha/Solo, apresentaram mancha de queima (necrose) de coloracdo marrom no terco
basal e mediano de alguns de seus foliolos (5° ao 6° nds a partir da gema apical), seguido de
enrolamento e queda dos mesmos. Nesta mesma espécie, apos 18 dias da primeira deposicéo,
os foliolos que receberam cimento durante a fase de diferenciacdo celular apresentaram
protuberancias na face adaxial (Fig. 11), principalmente na concentragdo maxima de poeira, fato
este ndo observado nas demais espécies estudadas. As folhas dos tratamentos controle e Solo
das trés espécies avaliadas apresentaram ao final do experimento coloracdo verde brilhante

tipica, estando as plantas com aparéncia sadia.

3.2. Organizagéo estrutural

G. ulmifolia possui folha anfi-hipoestomatica (predominancia de estbmatos na epiderme
da face abaxial da folha, porém com ocorréncia proximo a nervura mediana da face adaxial),
epiderme unisseriada com tricomas, mesofilo dorsiventral, com duas a trés camadas de
parénquima palicadico e duas a quatro camadas de parénquima lacunoso (Fig. 2A-D). Na

nervura mediana e no mesofilo encontram-se cavidades secretoras e células com contetdo
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mucilaginoso, presentes principalmente na epiderme e camadas adjacentes, em ambas as faces
do foliolo. Os feixes vasculares sdo colaterais, guarnecidos por camadas de fibras, com cristais
prismaticos associados principalmente ao floema e a bainha do feixe vascular.

O foliolo de M. urundeuva é anfi-hipoestomatico (predominancia de estdmatos na
epiderme da face abaxial do foliolo, porém com ocorréncia proximo a nervura mediana da face
adaxial), apresenta epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral, com uma camada de
parénquima palicadico e trés camadas de parénguima lacunoso (Fig. 2E e F). Apresenta feixe
vascular colateral e idioblastos com drusas e cristais prismaticos, além de canais secretores
associados ao floema, presentes principalmente na nervura mediana.

T. hirta possui foliolo anfi-hipoestomatico (predominéancia de estdbmatos na epiderme
da face abaxial do foliolo, porém com ocorréncia proximo a nervura mediana da face adaxial),
epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral, com uma camada de parénquima pali¢adico e
quatro a cinco camadas de parénquima lacunoso. Apresenta feixe vascular colateral envolto por
fibras, e idioblastos cristaliferos contendo drusas (Fig. 2G e H).

Analises em microscopia de luz da lamina foliar das trés espécies vegetais (Fig. 2A-H)
guando submetidas a poeira evidenciaram uma maior quantidade de células com contetido mais
intensamente corado pelo azul de toluidina, provavelmente substancias fendlicas (Fig. 2B, F e
H). Em M. urundeuva, observou-se estruturas secretoras internas (canais) em diferentes etapas
de desenvolvimento, a saber: canais em fase pds-secretora, com epitélio unisseriado e células
vacuoladas nas plantas controle (Fig. 2E) e canais com epitélio desorganizado e de células com
citoplasma denso, provavelmente em atividade secretora, nas plantas do tratamento 5 mg cm
Folha (Fig. 2F). Em T. hirta, nas plantas que receberam poeira de cimento, ocorreu mudanca
na organizacdo e conteudo das celulas epidérmicas, colenquiméticas e corticais da nervura,
como evidenciado para o tratamento 2,5 mg cm Folha (Fig. 2H), quando comparado ao grupo
controle (Fig. 2G). Nestas plantas houve também aglomeracdo de drusas ao redor dos tecidos

afetados pela poeira (Fig. 2H).

3.3. Alterac6es na micromorfologia da superficie foliar em resposta a poeira de cimento

Em G. ulmifolia, em ambas as faces da folha, a epiderme apresenta tricomas tectores
estrelados e tricomas glandulares (Fig. 3C), e na face adaxial, tricomas tectores simples. As
faces adaxial e abaxial dos foliolos de M. urundeuva e T. hirta possuem tricomas tectores
simples e tricomas glandulares. Ao final dos experimentos de alcalinizagdo, ndo foram

observadas alteracdes morfoanatdmicas nos tricomas destas espécies.
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Ao final dos experimentos, nos tratamentos em que a poeira de cimento entrou em
contato com a superficie foliar, houve danos micromorfoldgicos na epiderme de ambas as faces
da folha das trés espécies avaliadas, quando comparadas as plantas controle (Fig. 3A-H). As
espécies destes tratamentos apresentaram obliteracdo dos estbmatos, como evidenciado nas
Figuras 3B e F, o que ndo ocorreu nos tratamentos controle (Fig. 3A e E) e Solo, para as trés
espécies estudadas. Houve alteracdo no padrdo de deposicdo da cera epicuticular em G.
ulmifolia (Fig. 3D), bem como erosdo da mesma, na face abaxial do foliolo de M. urundeuva
(Fig. 3F), 0 que ndo foi encontrado em suas plantas controle (Fig. 3C e 3E), respectivamente.
Em T. hirta ap6s exposicéo da superficie foliar ao cimento houve alteracdo no relevo celular
(Fig. 3H), em algumas regides da lamina, o que ndo foi observado nos tratamentos controle
(Fig. 3G) e Solo.

3.4. Aspectos ultraestruturais das células do mesofilo em resposta a poeira de cimento

Apbs aplicacdo dos tratamentos ndo foi observado nas folhas de G. ulmifolia, M.
urundeuva e T. hirta danos ultraestruturais nas células epidérmicas e do mesofilo (Fig. 4A-F).
Em M. urundeuva, o vactolo das células do parénquima palicadico apresentou-se repleto de
substancias fenolicas (Fig. 4C e D), e nas demais espécies teve contetdo hialino, independente
do tratamento aplicado.

Nos cloroplastos ndo foram observados sinais de desorganizacdo no sistema de
membranas (Fig. 4A-F). Nestas organelas, os tilacéides granais e intergranais mostraram-se
intactos e o estroma uniforme e de aspecto normal. Os grdos de amido apresentaram formato
lenticular, com plastoglébulos globosos (Fig. 4A-F), independente dos tratamentos e espécies
analisadas.

Durante as andlises de ultraestrutura observou-se, entre os diferentes tratamentos e
espeécies, uma tendéncia de variacao na area ocupada pelos graos de amido e plastoglobulos nos

plastidios.
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Guazuma ulmifolia Mpyracrodruon urundeuva Trichilia hirta

Figura 1. Folhas de Guazuma ulmifolia (A, D e G), foliolos de Myracrodruon urundeuva (B, E e H) e
Trichilia hirta (C, F e I) dos tratamentos controle (A-C), 5 mg cm? Folha/Solo (D, F, He I) e
2,5 mg cm Folha/Solo (E) e Folha (G) de material particulado de cimento. Registros efetuados apés o
1° dia do inicio dos experimentos (B-F), e aos 18 (I), 44 (G) e 60 dias (A e H). A-F: Tratamentos
assintomaticos. G-1: Injarias na lamina foliar caracterizadas por necrose (—) em (G), enrolamento da
lamina foliar no sentido abaxial (H) e protuberéncias (*) na face adaxial do foliolo (I). Barras: 30 mm
(A-D).
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Figura 2. Lamina foliar de Guazuma ulmifolia (A-D), Myracrodruon urundeuva (E e F) e Trichilia hirta
(G e H), seccdes transversais. Tratamento controle (A, C, E e G). Tratamentos com poeira de cimento
(B, D, Fe H), sendo (B e H) 2,5 mg cm Solo e Folha, respectivamente, e (D e F) 5 mg cm Folha/Solo
e Folha, respectivamente, ap6s 60 dias de exposicdo. A: Nervura mediana intacta. B: Nervura mediana
com acumulo provavel de compostos fendlicos (*). C e D: Lamina foliar intacta, com acimulo de
idioblasto mucilaginoso (Id). E: Canal secretor (circulo tracejado) em fase pds-secretora, com epitélio
unisseriado e células vacuoladas. F: Canais com epitélios desorganizados e apresentando células com
citoplasma denso, provavelmente em atividade secretora. G: Detalhe da nervura intacta. H: Detalhe da
mudanca na organizacdo e contedo das células epidérmicas, colenquimaticas (Co) e corticais (Pc) da
nervura; notar acumulo de drusas (D) nos tecidos afetados (AT). Legenda: (CS) cavidade secretora, (T)
tricoma tector estrelado, (X) xilema, (P) floema, (Ead) face adaxial da folha, (Eab) face abaxial da folha,
(PP) parénquima palicédico, (PL) parénquima lacunoso, (Fv) feixe vascular, (E) estbmato, (Fi) fibras.
Barras: 100 um (A-H).
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Figura 3. Micromorfologia foliar de Guazuma ulmifolia (A-D), Myracrodruon urundeuva (E e F) e
Trichilia hirta (G e H), face abaxial (A, B, E e F) e adaxial (C, D, G e H) da lamina. Tratamento controle
(A, C, E e G). Tratamento com material particulado de cimento (B, D, F e H), ap6s 60 dias de deposi¢do
da poeira na Folha/Solo (B e D) e Folha (F e H), nas concentracdes de 2,5 (B, D e F) e 5 mg cm? (H).
A e E: Estdbmatos (S) integros. B e F: Obliteracdo do poro estomatico; notar em F erosdo da cera
epicuticular (Ce) de M. urundeuva. C e G: Células epidérmicas turgidas e em G tricomas glandulares
(T) integros. D e H: Alteracdes no padrdo de deposicdo da cera epicuticular (*) e no relevo celular (—),
respectivamente. Barras: 10 um (A, B, D, E e F); 20 um (C); 200 um (G e H).
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Figura 4. Aspectos ultraestruturais das células do mesofilo de Guazuma ulmifolia (A e B),
Myracrodruon urundeuva (C e D) e Trichilia hirta (E e F). Tratamento controle (A, C e E). Deposicao
de material particulado de cimento (B, D e F) apds 60 dias, nos tratamentos 5 mg cm Solo (B) e
2,5 mg cm? Folha/Solo e Folha (D e F), respectivamente. A-F: Detalhe das células do mesofilo
evidenciando plastidios (PI) integros, sem sinais de desorganizagdo no sistema de membranas. Legenda:
(Nu) nucleo, (=) grdos de amido, (*) plastoglobulos, (Cf) compostos fendlicos. Barras: 2 um (A-D);
lum(EeF).
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4. Discussao

As alteracbes morfonatémicas nas folhas das espécies estudadas, como necrose dos
tecidos, desenvolvimento de protuberancias, mudanca na organizacdo, conteudo, relevo das
células e padrdo de deposicdo da cera epicuticular, bem como erosdo da cera, obliteracdo dos
estdmatos foram respostas ao estresse imposto pelo contato direto da poeira de cimento com a
superficie foliar, e ndo em funcéo da alcalinizacdo do solo, principal fator responsavel por afetar
a estrutura foliar em outros estudos (Mandre e Lukjanova, 2011; Mandre et al., 2012;
Lukjanova et al., 2013). Entretanto, no presente estudo, ndo foi possivel estabelecer um
marcador estrutural e ultraestrutural especifico, relacionado a toleréncia da poeira de cimento,
uma vez que as principais alteracdes observadas ja haviam sido relatadas em resposta a outros
estresses ambientais.

Danos na micromorfologia foliar, como eroséo de cera epicuticular, alteragcdo no relevo
celular, formacdo de concavidades e obliteracdo dos estbmatos, como observados nas espécies
aqui estudadas, foram também caracterizados em plantas submetidas ao oz6nio, dioxido de
enxofre, material particulado, nevoeiro acido e flaor (Pal et al., 2002; Silva et al., 2005; Campos
et al., 2010; Sant’ Anna-Santos et al., 2012, 2014), entre outros poluentes. Em Pinus halepensis
Mill., crescendo nas proximidades de uma industria cimenteira, houve também escamacéo da
cera epicuticular e obstrucdo dos estbmatos, além de formacdo de crosta de cimento na
superficie foliar (Baci¢ et al., 1999). A cera epicuticular é considerada a primeira linha de defesa
das plantas, podendo conferir resisténcia aos estresses ambientais (Pal et al., 2002).

Mancha de queima seguida de abscisao foliar precoce, como ocorrida em T. hirta ap6s
deposicao de poeira alcalina na superficie foliar, foi também constatada em individuos jovens
de S. terebinthifolius expostos ao cimento (Bujokas et al., 2010). Este sintoma pode ser uma
resposta ao estresse e a elevacdo da producdo de etileno, denominado de “etileno de estresse”
(Taiz e Zeiger, 2013), em fungéo do contato direto do cimento com a parte aerea da planta.

O surgimento de necroses foliares como descrito para G. ulmifolia e T. hirta, tem sido
reportados em resposta a estresses por flior e nevoeiro acido (Sant’ Anna-Santos et al., 2006a,b;
Sant’ Anna-Santos et al., 2012, 2014), bem como & poeira de cimento (Farmer, 1993).

A formacéo de protuberancias na superficie epidérmica de T. hirta parece resultar da
variacdo na intensidade de luz incidente sobre a superficie foliar, em funcdo do sombreamento
imposto pela crosta de cimento, o qual promove expanséo diferencial nas células do mesofilo e
consequentemente, a formacéo de protuberancias somente nas folhas que se desenvolveram e

expandiram sob acao da poeira.
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A aglomeracdo de drusas na regido dos tecidos foliares afetados de T. hirta, pode
constituir uma barreira e consequentemente, impedir o progresso da necrose para os tecidos
sadios, assemelhando-se ao relatado para meristema de cicatrizacdo em plantas submetidas a
outros tipos de poluentes (Dickson, 2000; Sant’ Anna-Santos et al., 2006b; Siqueira-Silva et al.,
2012).

A poluigdo ambiental constitui um dos principais fatores que causam alteragcGes na
morfoanatomia foliar (Lukjanova et al., 2013). Estudos empregando variaveis morfoanatémicas
sdo importantes para estabelecer o grau de tolerancia e seletividade de espécies vegetais a
ambientes impactados, gerando contribuicbes em pesquisas de biomonitoramento e
biorremediagdo (Lizieri et al., 2012), bem como na escolha de espécies a serem empregadas na
revegetacdo de areas impactadas pela atividade industrial.

Futuros estudos in situ serdo necessarios para confrontar com os dados aqui obtidos em
condicBes controladas, os quais indicaram que em um curto periodo de exposicao a poeira de
cimento e previamente a alcalinizacdo e desequilibrio nutricional do solo, ocorrem danos
foliares em decorréncia do contato da poeira com a parte aérea, como demonstrado em G.

ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta.

5. Conclustes

G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta, embora tenham apresentado injurias foliares em
funcdo do contato direto do cimento com a superficie foliar, foram resistentes a poeira alcalina.
Os sintomas morfoanatdmicos encontrados nas folhas das espécies estudadas ndo permitem
indicar um biomarcador de tolerancia especifico para poeira de cimento, uma vez que as
principais alteracbes encontradas j& haviam sido descritas em resposta a outros estresses

ambientais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Entre as quatro espécies investigadas, C. fissilis apresentou maior sensibilidade a poeira
de cimento, podendo desempenhar papel promissor na avaliagdo do impacto ambiental das
atividades de industrias cimenteiras.

Nos foliolos de C. fissilis, a exposicdo a poeira alcalina ocasionou alteracoes
morfoanatdémicas (clorose e necrose foliar, reducdo na espessura da lamina foliar, perda da
turgidez das células, obliteracdo do poro estomatico e colapso celular), fisiologicas (reducédo de
pigmentos fotossintéticos, alteragdo na composi¢do nutricional dos foliolos com reducdo do
teor foliar de Fe, queda na condutancia estomética e no rendimento quantico potencial do
fotossistema 11, senescéncia e abscisao foliar precoce) e bioquimicas (aumento da atividade de
enzimas do sistema antioxidante - catalase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase).

Em G. ulmifolia, M. urundeuva e T. hirta, a exposi¢do a poeira causou alteracdes nos
teores de pigmentos e de nutrientes foliares, conduzindo a elevacédo do teor foliar de Ca em G.
ulmifolia e reducédo de Fe em todas as espécies. Houve também obliteracdo do poro estomatico
e bloqueio de parte da luz incidente nas trés espécies, abscisdo foliar precoce, mudanca na
organizacao e contedo das células da nervura mediana (T. hirta), erosdo da cera epicuticular
(M. urundeuva) e alteracdo em seu padrdo de deposicao (G. ulmifolia), além de necrose foliar
(G. ulmifolia e T. hirta), desenvolvimento de protuberancias e alteracdo no relevo celular (T.
hirta). Ndo foram detectadas alteracfes ultraestruturais nas células epidérmicas e no mesofilo,
e também nas atividades das enzimas do sistema antioxidante das trés espécies, exceto para a
enzima superoxido dismutase em M. urundeuva, na concentragdo maxima de cimento sobre a
folha e solo, a qual teve sua atividade elevada.

Os sintomas foliares desenvolvidos nas espécies estudadas dificultam a indica¢do de um
biomarcador especifico para a poeira de cimento, uma vez que as principais alteracdes
encontradas ja haviam sido descritas em resposta a outros estresses ambientais. Em termos
gerais, os principais danos foliares foram anteriores a alcalinizacdo do solo e alteracdo na
composicao nutricional do mesmo, sendo causados em fungéo principalmente do contato da

poeira de cimento com a superficie foliar.
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