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Resumo

GALVAO, Sara Fernandes, MSc., Universidade Federal de Vic@saréiro

de 2014 .Efeitos do nevoeiro acido em folhas de Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae): avaliacbes morfoanatémicas, fisioldgicas e quimicas
Orientadr: Luzimar Campos da Silva. Coorientadores: Aristéa Alves
Azevedo; Wagner Luiz Araujo.

Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) é uma espécie florestal de ampla
distribuicdo no territorio brasileiro e cujo potencial para uso como bioindicadora tem
sido recentemente estudado. O presente trabalho objetivou analisar
morfofisiologicamente e quimicamente a estrutura foliar e os nectarios extraflorais
de J. princeps expostos ao nevoeiro acido. No experimento |, mudas foram
submetidas ao nevoeiro acido corpSH); até o pH=3,0 e para controle, pH=6.0,
durante 21 dias. Durante o experimento foram realizadas analises: sintomatoldgica,
biométrica, de indice de clorofilometria por extensdo, de trocas gasosas e da
fluorescéncia da clorofila a. Ao final, foram coletadas amostras foliares para estudos
em microscopia de luz, microscopia eletrbnica de varredura e quantificacdo de
clorofilas e carotenoides. Os testes histoquimicos foram realizados a fim de detectar
a presenca de carboidratos, lipideos, terpenoides e proteinas. No experimento I,
plantas jovens foram submetidas ao nevoeiro acido (pH=3,0) e como referéncia,
utilizou-se plantas ndo expostas ao poluente. Neste experimento foram realizadas
analises sintomatologica, de pigmentos fotossintetizantes (clorofilometria e
concentracdo), da fluorescéncia da clorofila a, dos compostos organicos volateis
(COVs), das alteracdes anatdmicas em microscopia de histoquimica para
deteccdo da presenca de carboidrato, lipideos, alcaloides e terpenoides. No
experimento | o crescimento das folhas jovens foi menor em plantas expostas ao
nevoeiro acido. Estas apresentaram diminuicdo do indice de clorofilometria e
reducdo na razéo clorofila total/carotenoide. Nao houve diferenca significativa nos
parametros de tocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a entre os tratamentos. As
necroses causadas pelo nevoeiro acido apresentam-se como pontos negros nos
nectarios e como pontos negros com aréolas amarelas ou bronzeadas nosdoliolos.
surgimento das necroses iniciou ap0s a segunda exposicdo ao nevoeiro acido e
intensificou de forma exponencial entre o 7° e 13° dia, diminuindo posteriormente até
o equilibrio. As alteracbes anatbmicas observadas foram: colapso celular,
hiperplasia, hipertrofia e acimulo de compostos fendlicos. Nos nectarios de plantulas
submetidas ao nevoeigzido observolse o descolamento das ceras epicuticulares e
perfuracdes na cuticula. As células apresentaram aspecto plasmolizado e houve
aceleracdo da senescéncia dos nectarios no segundo né. Os testes histoquimicos
detectaram lipidios e proteinas estruturais, amido e terpenoides nos mesmos tecidos
de plantas de ambos os tratamentos, 0os quais apresentaram resultado negativo para
alcaloides. No experimento Il necroses venais e intervenais surgiram no segundo dia
de exposicdo ao nevoeiro acido nas folhas em expansao. As analises de pigmento
fotossintetizantes, fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram diferencas



estatisticamente significativas. Os testes histoquimicos detectaram amido, lipidios
estruturais e terpenoides nos mesmos tecidos de plantas de ambos os tratamentos.
Dos COVs coletados, 16 s&o comuns aos dois tratamentos, a saber: nonano; decano;
mesytilene;p-myrcene; acetato de 3-hexen-1-ol; limonepacimeno; hexanol-2-

etil; 4,8,dimetil-1,3,7-nonatrienalodecane; decanal; octadecano e ciclohexanol-5-
metil-2; tridecano; nonadecano; tetracontano. Func¢des distintas sédo atribuidas a estes
compostos, desde estruturais até infoquimicos, atuando na atracdo ou repulsdo de
artrépodes. As respostas elicitadas pelo nevoeiro acido acarretam o aparecimento de
necroses que podem ser observadas e contabilizadas. Os aspectos fisiolégicos e
quimicos permitem compreender a interacdo entre a planta e 0 ambiente na presenca
de nevoeiro &cido.



Abstract

GALVAO, SaraFernandesMSc., Universidade Federal de Vigosa, february
2014 Effects of acid mist on leaves Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae): morphological anatomic, physiological and chemical
evaluations Advisor: Luzimar Campos da Silv&oadvisors: Aristea Alves
Azevedo; Wagner Luiz Araujo.

Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) is a forest species widely distributed in
Brazil and whose potential for use as a bioindicator has been studied recently. The
present study aimed to analyze morfofisiologicamente and chemically leaf structure
and extrafloral nectaries J. princeps exposed to acid mist. In the first experiment,
seedlings were subjected to acid mist wigs8, until pH = 3.0 and control pH = 6.0

for 21 days. During the experiment analyzes were performed: symptomatology,
biometrics, index chlorophilometry by extension, gas exchange and chlorophyll a
fluorescence. Finally, leaf samples were collected for studies using light microscopy,
scanning electron microscopy and quantification of chlorophylls and carotenoids.
The histochemical tests were performed in order to detect the presence of
carbohydrates, lipids, proteins and terpenoids. In the second experiment, young
plants were subjected to acid mist (pH = 3.0) as a reference and was used plants not
exposed to the pollutant. In this experiment analyzes were performed:
symptomatology, photosynthetic pigments (chlorophyilometry and concentration),
the chlorophyll a fluorescence, volatile organic compounds (VOCs), anatomical
changes under light microscopy and histochemistry for the presence of
carbohydrates, lipids, alkaloids and terpenoids. In the first experiment the growth of
young leaves was lower in plants exposed to acid mist. These showed a decrease in
the rate of clorofilometry and reduction in the ratio total chlorophyll / carotenoid.
There was no significant difference on leaf gas and chlorophyll a fluorescence
parameters, between treatments. Necroses caused by acid mist appear as black spots
in nectaries and as black spots with yellow or tan circle around their. The emergence
of necrosis began after the second exposure to acid mist and intensified exponentially
between 7° and 13° days, decreasing thereafter until the balance. The anatomical
changes observed were: cellular collapse, hyperplasia, hypertrophy and accumulation
of phenolic compounds. Nectaries in seedlings subjected to acid mist was observed
detachment of the waxes and punctures the cuticle. Cells presented pkedmoliz
appearance and was accelerated senescence of nectaries on the second node.
Histochemical tests detected lipids and structural proteins, starch and terpenoids in
the same tissuds plants of both treatments, which were negative for alkaloids. In
experiment Il venal and interveinal necrosis appeared on the second day of exposure
to acid mist in expanding leaves. Analyses of photosynthetic pigment, chlorophyll a
fluorescence showed no statistically significant differences. The histochemical tests
detected starch, structural lipids, and terpenoids in the same plant tissues in both
treatments. VOCs collected, 16 are common to the two treatments, namely nonane;
Dean; mesytilene; p-myrcene; 3-hexen-at acetate; limonene; B-ocimene; -2-ethyl
hexanol; 4,8, dimethyl-1 ,3,7-nonatrieno; Dodecane; decanal; Cyclohexanol and
octadecane-5-methyl-2; tridecane; nonadecane; tetracontano. Different roles are
assigned to these compounds, structural and infochemicals, acting on the attraction or
repulsion of arthropods. The responses elicited by acid mist cause the onset of
necrosis that can be observed and recorded. The physiological and chemical aspects



allow us to understand the interaction between the plant and the environment in the
presence of acid mist.



Sumario

INEFOAUGEQ. ...ttt sttt b e st et b e b e s e s enes 1
Material € MELOUQS.......cveirireieeiee ettt te st s e eseessenseeenes 5
- Obtencao do material VEgELAL...........ccviieeeiiiieeeceeer et 5
- EXPOSICA0 @0 NEVOEIID ACIHOD.......c.eceieiiciieieeiseeeeese ettt 6
= ANALISE DIOMELIICA. .....ceuieeirieieeeeee ettt a e srenean 6
- SINtOMALOIOGIA VISUAL......cviiiieiieiieieeieeee e s 6
- Determinagao de PIgMENTOS.......ccceiririrerieieiee sttt ettt st ene e 7
- DeterminaCao das troCAS gASOSAS.......ccuevverrireereerteeeeisestesreereessesseessessesseessessessessenses 7
- Fluorescéncia da Clorofila.a........ccoueirirerieieieisesesee e 8
- CaracterizaGao anatOMICA..........ccueiriruerierieieieiese ettt se e s testesse e e esesseseens 8
= ANAlISES ESIALISHICAS ... cciiiiieieeceee ettt 10
- EXPOSIGAO 80 NEVOEIIO ACIHD......c.coveuiieiiieiiieieieieee et 10
- SINLOMALOIOGIA VISUAL......ceiieieiieieiereeee st 10
- Determinagao de PIgMENTOS.......cccoirirererieieiee sttt st ene e 11
- Fluorescéncia da Clorofila.a.........coceeirererieieieereseee e 11
- Andlise dos compostos OrganiCos VOIALEIS..........ceeceveeeeveniceceeee e 11
- Caracterizagao anNAtOMICA. .........eeeeruirrerieieieieere sttt sttt ettt sre b e saeene e 12
RESUITAAOS. ... ettt sttt b ettt ebe sttt se e eaen 13

............................................................................................................................................... 13
- ANAIISES ESLALISHICAS.....vevevieieeeieie et s 13
= ANAIISE DIOMELIICA......cveeeeeiieee et 13
- SINtOMALOIOGIA VISUAL........couieeeeiicieceeece ettt st st 13
- Determinagao de PIgMENTOS.......cceiririrerieieiee st se ettt sbe e e e sse s 14
- Determinagao das troCAS JASOSAS. .....cccurerieeeererertereeeeeeeeseeseeeeressessessenseseenessenes 14
- Fluorescéncia da Clorofila.a..........c.ccceveiveiniiiniiiniiiciceeeeee 14
- Caracterizagao anatOMICA..........ccveeeriieieeereseeee e see et esre e e e ste e e e estesreesaeseseeennens 14
- Alteracdes estruturais em microscopia de.lUzZ.........ccccceeveevereeeereneecene e 16
- AlteracOes estruturais em microscopia eletrénica de varredura............cccecveueeee. 17

Experimento II: Exposi¢éo de plantas jovens de Joannesia princeps ao nevoeiro acido por 3

DB ettt bttt h bt b et b et b e bt e et ene bt eee 17
- SINtOMAL0I0GIa VISUAL........ooiieieieeee e 17
- Determinacao de PIgMENTOS..........cocuerieieieriieieie e etese sttt et e e eeeseeseeeneens 17

- FIUOIreSCENCIA A ClOTOfIla.a. .. e e e e e 18



= COMPOSIOS VOIALEIS.....ccueeiiiieeeeeiieieeeere sttt sttt e b sre s e beeanenes 18

- Caracterizacao anatOMICA..........cceevveruireeeerieeeete e e sre e e et e e e s e sresreesaessesreennens 18
- Alteracdes estruturais em microscopia de.lUz...........coccoeveeirenineneneneeeneseeeee 19
o U357 L TSR 19
CONSIAEragOES fINAUS.......coveririiieieiie sttt s 26
RETEIBNCIAS. ... eviieieeeiet ettt sttt b st et e e ebeebesbenae e eneeneas 27

T [ 1RSSR 34



Introducéo
Com o aumento ak atividades antropogénicas que modificam a atmosfera

ampliasea busca por informacgdes sobre a sensibilidade das espécies arbdreas quanto
a precipitacdo acida (Shigihara et al., 2009). Diferentes paises tém estudado os
efeitos dos poluentes sobre as espécies nativas a fim de melhorar o manejo florestal e
impedir sua deplecéo.

Florestas e ecossistemas no sudeste do Brasil sdo potencialmente suacetiveis
problemas relacionados com a deposi¢do acida por causa do aumento nos produtos
derivados de petréleo, gas natural e carvdo usados para gerar energia nos diversos
setores econémicos na regido (Mello e Almeida, 2004).

Um exemplo é o Parque Estadual do Rio Doce (PERD), que € uma grande
area de floresta tropical semidecidua sob a protecao legal do estado de Minas Gerais.
O PERD esta localizadem uma area conhecida como “Vale do A¢o”, coexistindo
com muitas carvoarias e grandes industrias de ferro (Sant’Anna-Santos et al., 2006).
Andlises prévias demonstraram que o pH da precipitacdo nesta regido varia entre
3,47 e 7.62, podendo causar impacto sobre a vegetacdo local (Sant’ Anna-Santos et
al., 2006). Das cinco espécies coletadas e estudadas, Joannesia princeps foi a que
apresentou maior sensibilidade a chuva acida (Silva et al., 2000; Silva et al., 2005),
desde entdo tem sido alvo de estudos sobre respostas a poluicdo atmosférica.

Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) possui porte arbéreo, é encontrada
nas regides norte, nordeste e sudeste, em floresta pluvial de mata atlantica e €
popularmente conhecida como anda-acu, boleira, cotieira e geiggaqalo, dentre
outros nomes populares (Balbach, 1981; Souza e Lorenzi, 2005; Silva et al., 2006).
J. princeps € uma planta decidua, helitfita, caracteristica de terrenos secos da encosta
pluvial atlantica. Possui folnas compostas digitado-partidas com trés a cinco foliolos,
alternas, peciolo cilindrico, duas glandulas na base e no 4pice do peciolo, peciblulos
de coloragcdo carmim, sulcados na face adaxial e coloracdo verde claro na face
abaxial, foliolos membranéaceos, glabros e ovalados a elipticos (Carvalho, 2003). Os
frutos contém, geralmente, duas sementes (Balbach, 1981; Chaves e Davide, 1996),
gue possuem sabor agradavel parecido com o do amendoim (Nishioka e Escalante,
2007), mas sua ingestdo acidental pode causar efeitos tdxicos pincipalmente em

criancas (Souza e Lorenzi, 2005). Segundo Dos Anjos et al. (2012) J. princeps



requer uma alta demanda de luz e é tolerante a fotoinibicdo por estresse luminoso,
pois possui uma alta capacidade de dissipagéo de energia.

As glandulas presentes no peciolo de J. princeps sédo consideradas nectarios
extraflorais (Carvalho, 2003). Nectarios sdo estruturas secretoras que liberam um
liguido aquoso (néctar), que contém altas concentragcbes de mono e dissacarideos,
principalmente glicose, frutose e sacarose (Fahn, 1979; 1990; Buvat, 1989; Nicolson
et al., 2007). Pequenas quantidades de outras substancias também podem estar
presentes (Fahn, 1979; Evert et al., 2006, Nicolson et al., 2007). Na estrutura de
nectarios de espécies de Euphorbiaceae foram encontradas antocianinasesn R
communis, corpos proteicos cristalinos e material osmiofilico denso e taninos em
Euphorbia neriifolia (Nicolson et al., 2007).

Os nectéarios extraflorais podem estar presentes em caules e folhas e,
normalmente, ndo séo associados com a polinizacéo (Buvat, 1989; Evert et al., 2006,
Nicolson et al., 2007). A funcionalidade dos nectarios extraflorais como alternativa
de afastar visitantes indesejados das flores constitui a “hipotese da distracdo”, a qual
sugere a diminuicdo na visitacao de flores pelas formigas, que ndo sdo polinizadores
efetivos (Wagner e Kay, 2002). Nichol e Hall (1988) afirmaram que 0s nectarios
presentes no peciolo de folhas de Ricinus communis produzem néctar para formigas
que desencorajam predadores, introduzindo a idefhigétese da protegdao”. Apos
simulacdes de ataques de pragas, que alteram a homeostase em plantas de Ricinus
communis (Radhika et al. 2008) e Macaranga tanarius (Heil et al., 2001) com a
exposicdo ao acido jasmonico e de Catalpa bignonioides através da defoliacdo (Ness,
2003), ocorreu aumento da secrecdo de néctar e, concomitantemente, o
comparecimento de formigas e vespas. Estes fatos atestam que 0s nectarios
extraflorais atuam como mediadores entre herbivoros e membros do terceiro nivel
trofico, constituindo um tipo eficaz de defesa, citado também por Evert et al. (2006)
e Nicolson et al. (2007).

O néctar é uma recompensa pelo forrageamento, visto que estes visitantes sao
carnivoros ou predadores de herbivoros (formigas, vespas e aranhas), nao
constituindo a principal fonte de energia (Heil et al., 2007; Nicolson et al).2007
Além da existéncia do néctar, o sucesso na distribuicdo espacial para o
forrageamento em um mesmo individuo, a especificidade dos visitantes em cada

espécie de planta e em cada 6rgdo é facilitado por outro fator: a presenca dos



compostos organicos volateis (COV) produzidos pelas plantas, Ihes permitindo a
interacdocom o ambiente (Trigo et al., 2000; Heil et al., 2007; Lee et al. 2010)

Os COVs liberados estéo relacionados as sinalizacdes planta-planta e a que
envolve plantas, herbivoros e seus predadores (lriti e Faoro, 2009; Blande et al.,
2011). As plantas sdo capazes de identificar e priorizar cada via metabdlica
sinalizada, exercendo a estratégia de defesa mais apropriada a fim de minimizar um
dano presente ou futuro, desse modo, preservando o crescimento dos Orgaos
vegetativos e reprodutivos (Choudhary et al., 2008).

A poluicdo atmosférica é um dos fatores ambientais que contribuem para
alteracdes dos COVs na atmosfera, através da diluicdo e degradacdo dos compostos
sinalizadores, alterando a sinalizacdo planta-planta (Blande et al., 2011). O ozénio,
por exemplo, pode oxidar os compostos volateis que atraem parasitoides e assim,
diminuir a eficiéncia contra os ataques de herbivoros (Radhika, 2008; Peltonen et al.,
2010; Blande et al., 2011) e ainda, elicitar respostas idénticas a acdo de herbivoros
ou parasitas (Blande et al., 2010; Pinto et al., 2010).

O declinio das florestas tem sido alvo de estudos que apontem suas causas e
formas de mitigar os efeitos (Iriti e Faoro, 2009). O aumento das atividades
industriais e 0 uso de combustiveis fésseis elevam a liberacdo de subprodutos que
podem afetar negativamente o ambiente (Peiter e Tobar, 1998; Singh e Verma, 2007;
Seyyednjad et al., 2011; Ifeanyi e Ogbonna, 2012).

A precipitacdo acida caracteriga-por ter um pH <5,6, resultante das
interacdes entre gases lancados na atmosfera e o vapor de &gua, tendo como
intermedidrios compostos quimicos instaveis e muito reativos. O nevoeiro acido
interfere na organizacédo bioquimica, fisiolégica e morfolégica das plantas (Evans,
1984; Brena, 2009). Pode ocasionar nas folhas: lesGes necroticas, senescéncia
prematura, injarias nos estdomatos, alteragdes na molhabilidade, aumento no nimero
de tricomas e estdmatos por unidade de area em folhas jovensegléotifdracao
celular (hiperplasia) e alargamento celular anormal (hipertrofia) (Evans, 1982; Silva
et al, 2005; Sant’ Anna-Santos et al., 2006).

J. princeps foi estudada quanto a sensibilidade a poluentes atmosféricos,
especialmente a chuva acida, a chuva com fllos,eaméssfes de uma siderurgica,
tendo demonstrado seu potencial como bioindicadora (Silva 20@0; Sant’ Anna-

Santos e Azevedo, 2007; Castro, 2008). Plantas bioindicadoras sao as que, ao serem



expostas a poluentes, apresentam mudangas morfoldgicas, anatémicas, fisioldégicas
ou bioquimicas mensuraveis e assim, podem ser utilizadas para indicar estresses
ambientais (Neufeud et al., 1985; Klumpp et al., 2001; Silva et al., 2005; Larcher,
2006; Simon et al., 20)2

Os trabalhos de Silva et al. (20058ant’ Anna-Santos e Azevedo (2007)
descreveram 0s sintomas visuais e anatdmicos causados pela de chuva &cida nos
foliolos de J. princeps, mas ainda néo sao conhecidos os efeitos da chuva acida sobre
nectarios extraflorais, ao néctar exsudado e aos semioquimicos produzidos. Nao ha
descricbes sobrea plasticidade fenotipica owa sensibilidade nos nectarios
extraflorais de J. princeps quardaqrecipitacdo acida, visto que os experimentos
anteriores tinham como objetivo analisar a lamina dos foliolos.

Portanto, ndo havendo dados sobre possiveis alteracfes nos nectéarios, ndo se
pode inferir sobre interferéncias, causadas pela precipitacdo 4cida nos nectarios e se
isto pode alterar as relagbes entre as plantas e o ambiente mediadas por estas
glandulas.

O objetivo do presente trabalho foi verificar a ocorréncia de alteracdes
morfoanatdmicas, fisiolégicas e quimicas em folhas de Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae), e, principalmente, nos nectarios extraflorais, em resposta a

exposicao ao nevoeiro acido.



Material e métodos

- Obtencéao do material vegetal
O material biolégico utilizado nos experimentos teve a mesma origem com a

formacdo de uma populacdo mista a partir de sementes de Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae), obtidas de trés matrizes localizadas no campus da Universidade
Federal de Vicosa e na propriedade denominada "Fazendinha" localizada no
municipio de Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Para desinfestacdo, as sementes foram imersas em hipoclorito de sodio a 5%
durante 15 minutos, lavadas em &gua destilada trés vezes de dois minutos cada e
secas com papel toalha.

Para a quebra de dorméncia, as testas das sementes foram rompidas com
martelo. As sementes foram umidificadas, por 24 ha@agmeads em bandejas
contendo areia lavada.

As bandejas foram molhadas diariamente com agua. A germinagdo ocorreu
sete dias ap0s a semeadura. As plantulas permaneceram na bandeja com areia por um
més, periodo em que desenvolveram folhas em quatro nés acima dos cotilédones.

As plantulas foram transferidas das bandejas para vasos de dois litros
contendo substrato constituido por latossolo vermelho-amarelo e areia (3:1 v/v). As
plantulas foram cultivadas em casa de vegetacao (Figura 1 A) com a aplicacao de
solucéo nutritiva de Hoagland (1/4 de forca) a cada trés dias por seis meses.

Apoés a obtencdo das mudas, foram realizados dois experimentos, a saber:

e Experimento I: Exposicdo de plantulas de J. princeps (com
cotilédone) ao nevoeiro acido por 20 dias, com avaliacéo de:
o analise biométrica,
o sintomatologia visual;
o determinagdo de pigmentos;
o determinagéo de trocas gasosas;
o fluorescéncia da clorofila a;
o caracterizacao anatémica;
o andlises estatisticas.
e Experimentoll: Exposicdo de plantas jovens de J. princeps (sem
cotilédone) ao nevoeiro acido por 3 dias, com avaliagédo de:

o sintomatologia visual;



o determinacdo de pigmentos;

o fluorescéncia da clorofila a;

o caracterizacao anatémica;

o analise dos compostos volateis;

o analises estatisticas.

e Experimento |: Exposi¢éo de plantulas de Joannesia princeps ao nevoeiro
acido por 20 dias

- Exposicao ao nevoeiro acido

Mudas de J. princeps com trés meses de idade e possuindo quatro folhas
(n=10) fomam previamente selecionadas quanto ao tamanho e o estado fitossanitario.
Estas foram submetidas a nevoeiros preparados com agua acidulada com solucéo
H.SO, 1IN até pH=3,0 (tratamento com nevoeiro acido) e agua deionizada pH=6,0
(tratamento controle).

As simulagdes dos nevoeiros foram realizadas em duas camaras, adaptadas a
partir do modelo proposto por Evans et al. (1977) (Figura 1 B, C), uma para controle
e outra para o nevoeiro acido. As plantas foram submetidas, diariamente, a nevoeiros
simulados com duracdo de 15 minutos cada, durante 20 dias. Antes e depois da
simulagédo, as plantas ficaram expostas durante 15 minutos a um painel luminoso sob
irradiancia de 95W.m

- Andlise biométrica

O comprimento do foliolo apical foi aferido em folhas do segundo n6 das
mudas e as medidas foram realizadas antes da primeira exposi¢cao aos nefdeiros
horas apds o ultimo nevoeiro simulado. As folhas jovens, que surgiram apos o inicio
do experimento foram medidas 24 horas apds o ultimo nevoeiro simulado. A altura
das plantas foi medida antes da primeira exposi¢cdo aos neve@#dsoras apos o

ultimo nevoeiro simulado.

- Sintomatologia visual
O tipo, o aparecimento e a localizagdo dos sintomas visuais foram

acompanhados e registrados com camera fotogréfica digital (modelo DSC-W120,



Sony, China) ao longo do experimento. As imagens dos foliolos apicais, do primeiro
ao quarto no6 de cada individuo, foram transferidas para computador e a quantificacédo
das necroses foi realizada com o programa Anati Quanti 2.0.

- Determinacao de pigmentos

Durante o experimento, foi realizada diariamente a clorofilometria, aferindo,
diariamente, a intensidade de cor verde das folhas, expressa em na unidade indice
SPAD. Esta medida foi realizada no foliolo apical das folhas marcadas do segundo
no, entre 7 e 9h da manha, utilizareoe medidor portatil de clorofila SPAD
(modelo 502, Minolta, Germany). Foi realizada uma medida no foliolo apical da
folha marcada de cada planta e calculou-se a média para cada tratamento utilizando-
seo proprio medidor.

Os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides foram determinados com a
utilizacdo de dimetilsulféxido (DMSO) como extrator (Wellburn, 1994), sendo a
coleta realizada 24 horas apds o ultimo nevoeiro simulado. Trés discos foliares de 5
mm de diametro de cada repeticdo foram colocados em recipientes contendo 4ml de
DMSO saturado com carbonato de célcio. Apds 24 horas em banho-maria a 65°C, 0s
valores de absorbancias do extratoes¢A € Aesss para clorofilas ae b,
respectivamente e4fy para carotenoides) foram lidas em espectrofotdmetro (modelo
Genesys 2 PC, Thermo Spectronic, Canadd). Os teores dos pigmentos foram
determinados e expressos @mcm™? de acordo com a equacdo de Lichtenthaler
(1987).

- Determinacéo das trocas gasosas

Foi utilizado um sistema aberto com um analisador de gases a infravermelho
IRGA (modelo LI-6400XT, Li-cor Inc., EUA) para a determinacdo da taxa de
assimilacéo liquida do carbono (A, pmol Q82 s1), da condutancia estomatica, (g
mol H,O m?s?), da raz&o entre a concentracdo interna e externa d€dlOa,
pmol CQ mol™) e da transpiracéo (E, mmolas?). As medicdes foram feitas no
foliolo apical de folhas do segundo n6, em expanséao, de seis individuos, sendo as
leituras realizadas 24 horas ap0s a aplicacédo do ultimo nevoeiro acido, entre 8:00 e
12:00 horas da manha.



- Fluorescéncia da Clorofila a

Foram realizadas medi¢cBes das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, com
o auxilio de um fluorébmetro de pulso modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich,
Germany). As mesmas folhas utilizadas para avaliar trocas gasosas foram adaptadas
ao escuro, na noite anterior, e pela manha, foi realizada a leitura da fluorescéncia da
clorofila a.

Enquanto os centros de reacdo estiveram completamente abertos com perda
de calor minima foi medida a fluorescéncia iniciaj) (¢ a fluorescéncia maxima
(Fm). A partir desses valores, foi calculado o rendimento quantico potencial do PSII,
F/Fm = (Fn-Fo)/F (Genty et al., 1989).

Apoés a aplicacdo de uma iluminacdo actinica e um pulso de luz actinica
saturante foi avaliada a fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de
saturagdo (F) e fluorescéncia méxima em amostra adaptada &a,luzA(Fpartir
desses resultados, foi possivel calcular a fluorescéncia minima do 6rgéo iluminado
FO’ = Fo/[((Fm-Fo/Fm)+(Fo/Fm’)] (Oxborough e Baker, 1997). Foi calculado o
coeficiente de extincdo fotoquimico pela formula qlL=gp/H (Kramer et
al.,2004). A taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) foi calculada segundo
Bilger et al. (1995), ETR=YII.PAR.0,84.0,5, onde YlI(F~)Fy’; PAR=0,37 € 0
fluxo de fétons (mmol fAs?) incidente sobre a folha; 0,5 é o valor correspondente &
fracdo de energia de excitacao distribuida para o FSIl; 0,84 corresponde aéracéo
luz incidente que é absorvida pelas folhas. Foram realizadas cinco leituras, com
intervalos de quatro dias ao longo do experimento. A temperatura e a concentracao
de CO2 era ambiente, com uso de buffés leituras foram realizadas entre 8:00 e
12:00 da manha.

- Caracterizagédo anatdomica

Para a caracterizacdo anatbmica, os meristemas apicais caulinares, nectarios
peciolares e fragmentos do foliolo apical, de folhas do primeiro ao quarto né, foram
fixados em solugdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em
tampéao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 (Karnovsky, 1965, modificado).

Amostras de nectarios extraflorais do primeiro ao quarto nés também foram
fixadas com sulfato ferroso e formalina 4% (Johansen, 1940) por 48 horas com o

devido controle, para evidenciar os compostos fendlicos.



A fixacdo quimica foi seguida de desidratacdo em série etilica e a inclusao foi
em resina glicol-metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha)
de acordo com as instru¢Bes do fabricante. As amostras incluidas em metacrilato
foram seccionadas a 5um de espessura, transversal e longitudinalmente, em
micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems
Inc., Deerfield, USA), com utilizacdo de navalhas de vidro.

Para caracterizacdo estrutural, as laminas foram coradas com Azul de
Toluidina 0,025% em tampao Mcllvaine pH 4,0 (Vidal, 1977).

Para os testes histoquimicos, nectérios peciolares do primeiro ao quarto no e
fragmentos da lamina foliar do segundo nd, ndo submetidos a fixacdo, foram
seccionados longitudinalmente utilizando-se micrétomo de mesa (modelo LPC,
Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil).

Para os testessaamostras frescas seccionadas foram submetidas aos
reagentes com: Sudan Il (Pearse, 1980), para a deteccao de ligiisoReeagente
de Wagner (Furr e Mahlberg, 1981), para evidenciacdo de alcaldides; Reagente de
Nadi (David e Carde, 1964), para 0leos essenciais e oleoresinas (Jensen, 1962).

As amostras de nectarios incluidas em historesina foram submetidas aos
reagentes: lugol (Johansen, 1940), para deteccdo de amido; xylidine ponceau 1%
pH=2,5 (Vidal, 1970), para evidenciacdo de proteinas totais; vermelho de ruténio
(Johansen, 1940), para pectinas e mucilagens; azul de alcido pH=2,5 (Pearse, 1980),
para mucopolissacarideos acidos; sudan black B (Benes, 1964 modificado; Pearse,
1980, modificado), para localizacdo de lipidios estruturais. A deteccdo de compostos
fendlicos totais foi realizada com a fixacdo em sulfato ferroso e formalina 4% e a
posterior inclusdo em resina e seccionamento.

As laminas de material incluido em resina foram montadas em Permount
(Kraus e Arduin, 1997), e as utilizadas na histoquimica foram montadas em agua
(Johansen, 1940).

Amostras de meristemas apicais caulinares, da lamina foliar e de nectarios de
J. princeps, do primeiro ao quarto n6 de ambos tratamentos, foram analisadas ao
microscopio eletronico de varredura (MEV), a fim de avaliar a superficie. Para isto,
apos a fixacdo em Karnovsky (Karnovsky 1965, modificado), as amostras foram pos-
fixadas em tetroxido de 6smio a 1% preparado no mesmo tampao do Karnovsky

(Bozzola e Russel 1992). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série



etilica, e levadas a secagem ao ponto critico (Bozzola e Russel 1992), utilizando-se
equipamento (modelo CPD030, Bal-Tec Balzers, Liechtenstein). Ap6s a montagem
do material nos suportes, houve a deposicdo metalica com ouro (Bozzola e Russel
1992) utilizando-se equipamento Sputter Coater (modelo FDU 010 da Balzers,
Liechtenstein). A investigacio a&documentacdo do material foram realizadas em
microscépio eletrénico de varredura (modelo Leo 1430VP, Zeiss, Cambridge,

Inglaterra).

- Analises estatisticas
O experimento | consistiu de dois tratamentos: (i) nevoeiro &cido com

pH=3,0; e (ii) controle com pH=6,0, com 10 unidades amostrais por tratamento. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado e a unidade experimental foi
composta por uma planta por vaso.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), teste t e
regressao nao linear realizados nos programas Excel e SISVAR (P< 0,05).

o Experimento 1l: Exposicdo de plantas jovens de Joannesia

princeps ao nevoeiro acido por 3 dias

- Exposicao ao nevoeiro &cido

Mudas de J. princeps com seis a sete meses e possuindo quatro folhas (n=8),
previamente selecionadas, de acordo com o experimento |, foram submetidas,
diariamente, a nevoeiros acidos simulados com duracdo de 15 minutosAcada.
camara de simulacédo utilizada e os detalhes de aplicagdo do nevoeiro segue o0
explicado para o experimento I. Um grupo de mudas (n=8), ndo foi submetido aos
poluentes e permaneceu na casa de vegetacdo sendo utilizado como referéncia.

De cada tratamento, quatro individuos foram utilizados para a coleta dos

volateis e os outros, para as demais analises.
- Sintomatologia visual

A sintomatologia visual dos danos encontrados nas plantas expostas ao

nevoeiro acido foi avaliada, como relatada para o experimento |.
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- Determinacéo de pigmentos

O indice SPAD foi avaliado no foliolo apical das folhas marcadas no segundo
no, 24 horas apods a ultima exposicdo aos poluentes, utiliz@mloedidor portatil
de clorofila SPAD (modelo 502, Minolta Camera Co. Ltd.). Foram feitas trés leituras
no mesmo foliolo. Apds obtencdo da média para cada folha amostrada, foi calculada
a média para cada tratamento.

Os teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides foram
determinados com a utilizacdo do extrator dimetilsulféxido (DMSO), como realizado

no experimento |.

- Fluorescéncia da Clorofila a

As medicOes das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, foram realizadas,
como explicitado no experimento I, com o auxilio de um fluorébmetro de pulso
modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germanyfroram realizadas duas
leituras 24 horas apés a Ultima exposicdo aos poluentes. Para a primeira kitura, o
foliolos avaliados foram adaptados ao escuro na noite anterior a leitura da

fluorescéncia da clorofila a. Para a segunda leitura, os foliolos foram adaptados a luz

- Andlise dos compostos orgéanicos volateis

A coleta dos compostos organicos volateis (COV) da parte aérea das plantas
foi realizada com a utilizagdo de campanulas de vidro com fluxo constante de ar
filtrado promovido por compressor e bombas de succdo numa vazdo de 0.8 L/s. A
saida de ar das campéanulas foram colocados tubos com solucdo adsorvedora do tipo
Super Q (Figura 2 A). As aeracfes foram realizadas num periodo de 24 horas e, ao
final de cada aeracdo, os filtros foram lavados com 400uL de hexano. Aligquotas
desta solucdo foram injetadas em cromatrografo gasoso (modelo 17A v3, Shimadzu,
Ozaka, Japao), acoplado ao espectrometro de massa. A rampa de aguecimento do
forno do cromatografo utilizada teve temperatura inicial de 35°C, sendo
imediatamente aquecido a uma taxa de 5°C/min até chegar a temperatura de 280°C,
na qual permaneceu por 5 minutos, completando a rampa de aquecimento.

Os compostos foram identificados com o programa GCMS Postrun Analises
(GCMS Solution, version 2.7, Shimadsu, Ozaka, Jap&o), utilizando as bibliotecas
NISTO08.LIB, NISTO08s.LIB, Willey 7, LSClI e FFNSC 1.3, quantificados
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individualmente em relacdo ao peso vivo da parte aérea de J. princeps de acordo com

a érea interna de seus respectivos picos.

- Caracterizac&o anatdbmica
Os nectarios peciolares e fragmentos da lamina foliolar do primeiro ao quarto

nés foram fixados em solugcdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de
paraformaldeido em tampé&o fosfato de so6dio 0,1M pH 7,2 (Karnovsky, 1965,
modificado).

A fixacao foi seguida de desidratacdo em série etilca/butilica e a inclusdo em
Histosec®, conforme recomendacao do fabricante.

As amostras incluidas em Histosec foram seccionadas a aproximadamente
5um de espessura, transversal ou longitudinalmente, em micrétomo rotativo Spencer
(modelo 820, American Optica, EUA) com utilizacdo de navalhas de descartavei

Para caracterizagdo estrutural, as laminas foram coradas com Azul de
Toluidina 0,025% em tamp&o Mcllvaine pH 4,4 (Vidal, 1977).

Para os testes histoquimicos, nectarios peciolares do primeiro ao quarto nés
ndo submetidos a fixacdo e fragmentos de lamina foliar foram seccionados
utilizando-se micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Coreércio
Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil).

Amostras frescas foram seccionadas e coradas com Sudan Black B(Pearse
1980) para a deteccdo de lipidios totais; Reagente de Nadi (David & Carde, 1964),
para 6leos essenciais e oleoresinas; Reagente de Wagner (Furr & Mahlberg, 1981),
para evidenciacao de alcalbides, e lugol para detec¢édo de amido (Jensen, 1962).

A montagem das laminas de material incluido em parafina foi feita em
Permount (Kraus e Arduin (1997); as laminas utilizadas na histoquimica foram
montadas em agua (Johansen, 1940) ou em tampédo fosfato de acordo com a
indicagéo do teste.

Para analise e documentacdo fotogréfica foi utilizado o fotomicroscopio
(modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japao) equipado com o sistema Axio
Vision (Zeiss) localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade
Federal de Vigosa.
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Resultados

Experimento I: Exposicdo de plantulas de Joannesia princeps ao nevoeiro
acido por 20 dias

- Andlises estatisticas

O experimento Il consistiu de trés tratamentos: (i) nevoeiro acido com
pH=3,0; (i) referéncia, cujas plantas ndo foram expostas aos poluentes. Foram
utilizadas 4 unidades amostrais por tratamento. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e a unidade experimental foi composta por uma planta por
vaso.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste t
nos programas Sigma Plot 12.2 e SISVAR (P< 0,05).

- Andlise biométrica

O comprimento foliar (folha marcada) e o crescimento na altura das plantas
de J. princeps expostas ao nevoeiro acido ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo as plantas do tratamento controle (Figura 3
A, B). As folhas jovens, que surgiram ap0s o inicio do experimento, apresentaram

menor comprimento que as folhas do tratamento controle (Figura 3 C).

- Sintomatologia visual
As folhas das mudas de J. princeps submetidas ao nevoeiro com pH=6,0 n&o

apresentaram alteracdes visuais (Figura 4 A). Também ndo foram observadas
alteracdes nas folhas de J. princeps ap0s a primeira exposicdo ao nevoeiro acido.

Apds a segunda exposi¢cao ao nevoeiro acido, surgiram as primeiras necroses,
as quais se apresentam como pontos negros na nervura principal do foliolo apical. No
decorrer dos dias, formam-se aréolas bronzeadas ao redor dos pontos negros
(Figura 4 B).

Com o decorrer das exposi¢coes, novas necroses foram verificadas. Estas eram
pontuais, ocupando regides venais, intervenais e marginais da lamina foliar. Algumas
folhas ficaram encarquilhadas e enrugadas (Figura 4 B, C).

Apés as simulacbes aos nevoeiros, as gotas permaneciam aderidas aos
foliolos principalmente na face adaxial, na porcéo basal apiwlface adaxial; nas
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calhas da face adaxial nos peciolulos; e nos nectarios, envolvendo o par de glandulas
do &pice do peciolo (Figura 4 D, E), ou formando gotas menores no apice de cada
glandula (Figura 4 F, JGAs nervuras de folhas a partir do quarto né apresentaram
enegrecimento e (Figura 4)HOs nectarios apresentaram necroses pontuais,
principalmente em sua posicao lateral (Figura4 H, I, J

Com a exposicao diéria das plantas ao nevoeiro acido, o aumento no nimero
de necroses se intensificou entre o0 7° e 0 13° dia. ApoOs este periodo, a intensidade do

surgimento de necroses diminuiu (Figura 5).

- Determinacéo de pigmentos

A concentracdo de clorofila total pelo método SPAD, ao final do
experimento, foi maior em plantas do tratamento controle apresentando diferenca
significativa em relagdo as plantas do tratamento com nevoeiro acido (Figura 6A).
Entretanto, nas avaliacbes didrias ndo apresentarem diferenca significativa (Figura
6B).

Os teoes de clorofila total e carotenoides, bem como as razdes de clorofila
a/b ndo apresentaram diferenca significativa das plantas expostas ao nevoeiro acido
em relacdo ao tratamento controle (Figura 6 B, D, E), enquanto a razao clorofila
total/carotenoide foi menor no tratamento com nevoeiro acido em relacdo ao controle
(Figura 6 F).

- Determinacao das trocas gasosas
As andlises dos parametros de trocas gasosas realizadas ndo apresentaram

diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos (Figura 7).

- Fluorescéncia da clorofila a
Os parametros de fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram diferencas

estatisticas significativas entre os tratamentos (Figura 8).

- Caracterizagcédo anatdomica
As folhas deJ. princeps sdo dorsiventrais e hipoestomaticas, com uma
camada de parénquima pali¢cadico e cinco a seis camadas de parénquima lacunoso. A

nervura principal possui uma camada de colénquima angular subjacente a epiderme
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abaxial e um feixe que forma uma cunha sob a epiderme adaxial. O feixe vascular da
nervura principal é colateral. Ocorrem laticiferos e idioblastos cristaliferos contendo
drusas ou compostos fendlicos dispersos pela lamina foliar (Figura 9 A).

Os nectarios de J. princeps possuem pedunculo e porcédo secretora (Figura
9B). No pedunculo (Pd), a epiderme € tabular e subjacente a esta ocorre parénquima
clorofiliano envolvendo o sistema vascular, que é constituido por feixes vasculares
qgue delimitam uma medula parenquimatica. A porcdo secretora (S) é dilatada, o
apice € achatado e na borda possui células epidérmicas ordinarias tabulares rodeando
a epiderme secretora constituida de células altas formando uma palicada. A epiderme
secretora é recoberta por cuticula espessa a qual apresenta por¢cdes maisedelgadas
flanges conspicuas. Ha formacéo de camara subcuticular com deposicédo de secrecao
com posterior rompimento e liberacdo do exsudado (Figura 9 C).

Subjacente a epiderme secretora hd camadas de parénquima nectarifero, cujas
paredes se coram diferencialmente das demais células parenquimaticas, assumindo a
coloracao azul claro com azul de toluidina e ndo se coram com vermelho de ruténio e
azul de alcidao. Ocorrem laticiferos ramificados articulados adjacentes ao floema
desde a base até a porc¢ao distal do nectéario (Figuya 9 D

Os testes histoquimicos realizados para detectar a presenca de acucares
redutores e pectinas nos tecidos dos nectarios tiveram resultado positivo para as
paredes celulares da epiderme secretora no primeiro nd, nas paredes do parénquima.
A presenca de mucopolissacarideos acidos foi evidenciada pelo azul de alcido em
idioblastos cristaliferos e na camara subcuticilavermelho de ruténio corou as
paredes da epiderme secretora nos nectarios do primeiro né e as pased@dad
parenquimaticas de nectarios do primeiro ao quarto n6. Nos nectarios, em ambos 0s
tratamentos, os testes para alcaloides apresentaram resultado negativo e o teste para
proteinas evidenciou proteinas estruturais (Figura 9 C). Os testes para lipideos
reagiram positivamente na cuticula, evidenciado a por¢do mais espessada desta sobre
as células secretoras no apice da glandula.

Na lamina foliar, a reacdo para terpenoides foi positiva na cuticula, nos
cloroplastos no mesofilo e na nervura principal, em gotas nos laticiferos, nas paredes
dos elementos de vaso em ambos os tratamentos. Nas folhas de plantas expostas ao
nevoeiro acido houve reacado positiva para terpenoide nos espacos intercelulares. No

nectario, a reacéo foi positiva nas células epidérmicas em ambos os tratamentos e
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subjacentes a estas, nos nectarios expostos ao nevoeiro acido. As células marcadas de
azul, com o reagente de Nadi, ndo foram marcadas em testes para deteccéo de
lipideos. A reacao para resinas foi negativa com o reagente de Nadi.

Na lamina foliar, o teste com lugol foi positivo no parénquima palicadico e
lacunoso. Na nervura principal, a reagéo foi positiva no parénquima. Nos nectarios
em ambos os tratamentos, o lugol ndo evidenciou acimulo de amido.

Em ambos os tratamentos foram evidenciadas gotas de compostos fendlicos
no parénquima palicadico e idioblastos no parénquima lacunoso na lamina foliar. No
nectario, houve reacdo positiva nas células ordinarias da epiderme, em idioblastos
nos tecidos parenquimaticos. Nas folhas expostas nevoeiro acido houve acumulo de

compostos fenolicos em células adjacentes as necroses.

- Alteragdes estruturais em microscopia de luz

As plantas expostas a chuva &cida apresentaram alteracdes morfologicas
observadas em microscopia de luz e eletrénica.

Na lamina foliar ocorreram necroses em areas com acumulo de compostos
fendlicos, colapso celular, e aspecto pldsado das célulagntre a area necrosada
e a area saudavel, foram encontradas hiperplasia, com multiplicacdo celular
desordenada e hipertrofia celular, com células de tamanho maior que as demais.

As necroses do pedunculo dos nectarios se caracterizam por afastamento de
células parenquiméticas subjacentes a epiderme com extravasamento de contetdo
celular e acumulo de secrec¢éo entre as paredes. Ha contelido com aparéueia gra
e/ou fibrilar no interior das células. Houve a formacdo de espacos subepidérmicos
com ou sem o rompimento da epiderme (Figura 12 A), a qual pode apresentar-se
como uma superficie. A cuticula foi afetada tanto na lateral da glandula como na
superficie secretora, destacando totalmente ou desprendendo placas.

Em nectarios do segundo n6 ocorreu a formagao de zona de abscisao na base
dos nectérios (Figura 12 B, C), cujo tecido de cicatrizacao continha em média de seis
camadas celulares (Figura 12 C). Na porgdo secretora, houve acimulo de compostos

fenolicos na epiderme secretora (Figura 12 D, E).
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- Alteragbes estruturais em microscopia eletrbnica de varredura

Os meristemas das plantulasJderinceps submetidos ao nevoeiro 4cido néo
apresentaram diferenca estrutural em relacéo aos do controle (Figura 13

No nectario do primeiro no, de plantas submetidas ao nevoeiro com p=6,0
epidermeé homogénea e sem desprendimento de ceras epicuticulares (Figura 13 A).
Do segundo ao quarto nd, ocorre secrecdo sobre a epiderme, a qual apresenta
desprendimentos das ceras nos locais onde ocorrem hifas fungicas (Figura 13 D, G,
J).

Nos nectarios do primeiro né de plassubmetidas ao com pH=3,0, a cera
epicuticular se desprende parcialmente expondo perfuragfes na cuticula (Figura 13
e C). No segundo no, sdo observadas fendas nas laterais do nectério, onde as hifas
fungicas crescem ocupando o lume (Figura 13 F). No terceiro ndé, ha acamulo de
secrec¢les junto com as placas de cera descoladas (Figura 13 H e ). No quarto no,
ocorreu enrugamento e descolamento parcial das ceras epicuticulares com
deslocamento da secrecao (Figura 13 L) e células com aspecto plasmolizado (Figura
13M).

Experimento II: Exposi¢cdo de plantas jovens de Joannesia princeps ao
nevoeiro acido por 3 dias

- Sintomatologia visual

Ao final do experimento as mudas de Joannesia princeps de referéncia néo
apresentaram alteracdes visuais (Figura 14A).

Apds a terceira exposicdo das mudas ao nevoeiro acido, seus foliolos
apresentaram necroses caracterizadas como manchas negras pontuais, intervenais e
marginais nas laminas foliares de folhas jovens (Figura 14 B). Necroses foram

observadas em peciélulos e peciolos, incluindo os nectarios.

- Determinacéo de pigmentos
O indice SPAD, os teores de clorofila total e carotenoides, bem como as

razbes de clorofila a/b e clorofila total/carotenoides, ndo apresentaram diferenca
significativa das plantas expostas ao nevoeiro acido em relagdo ao tratamento

controle (Figura 15).
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- Fluorescéncia da clorofila a
Para os parametros da fluorescéncia da clorofilay,a~fFm, F’/Fm’, oPSII,

ETR, gL, gP) nédo ouve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos (Figura
16).

- Compostos volateis
Dos 54 compostos organicos volateis identificados, 16 sdo comuns aos dois

tratamentos, a saber: nonano; decano; mesytipengjrcene; acetato de 3-hexen-1-
ol; limoneno; B-ocimeno; hexanol-2-etil; 4,8,dimetil-1,3,7-nonatrieno; dodecane;
decanal; octadecano e ciclohexanol-5-metil-2; tridecano; nonadecano; tetracontano;
Nas plantas jovens de J. princeps do tratamento referéncia foram identificados 49
compostos organicos volateis (COV) (Figura 12 A). Os compostos mais
proeminentes foram 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene (EDMTT ou DMNT); metil
salicilato; B-ocimeno; triacontano e hexametiltetracosano (esqualeno) (Figurp.17 A
Nas plantas jovens de J. princeps expostas ao nevoeiro acido foram
identificados 51 COY¥ (Figura 12 B). Os compostos mais proeminentes sao
triacontano; hexacosano; pentacosano; benzene carbinol (fenilcarbinol) e tridecano
(Figura 17B).

- Caracterizagao anatdomica
Os resultados dos testes do segundo tratamento apresentam-se semelhantes

aos do primeiro experimento, apesar de utilizar técnicas diferentes.

Nos nectarios das plantas de referéncia, a coloracdo com azul de toluidina
corou de azul escuro as paredes celulares dos nectérios e a cuticula; de azul claro a
ciano as paredes das células do parénquima nectarifero e elementos de vaso; de verde
o conteudo das células com compostos fendlicos; e um matiz de azul até roxo a
secrecdo acumulada na camara subcuticular, indicando a presenca de polissacarideos
acidos (Figura 18

Nos nectarios das plantas expostas ao nevoeiro, a coloragdo com azul de
toluidina corou de azul escuro as paredes celulares e a secrecdo na camara
subcuticular; de azul claro a ciano as células do parénquima nectarifero e a cuticula;
de verde o conteudo de células com compostos fendlicos. As células secretoras se

apresentarem mais integras em relacdo as dos nectérios da referéncia, apesar das
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demais células apresentam paredes disformes, com aparéncia de desidratacdo do
protoplasto e também das paredes.

Em ambos tratamentos foram evidenciados compostos fenolicos em células
epidérmicas ordinarias e secretoras, principalmente em locais onde houve o
deslocamento da cuticula para a formacdo da cémara. Laticiferos, células
parenquimaticas subjacentes a epiderme e adjacentes aos tecidos vasculares também
assumiram coloracéo castanho escuro a negro com cloreto férrico.

As amostras submetidas ao Sudan black B evidenciaram a cuticula e lipideos
estruturais nos tecidos foliares, tanto no limbo quanto na glandula em ambos
tratamentos.

A reacdo com o NADI foi positiva, corando de azul gotas que ndo reagiram
com Sudan black B na epiderme e mesofilo dos foliolos, nos laticiferos, no
parénquima fundamental, nas células secretoras e ordinarias da epiderme dos
nectarios.

A reacao para deteccao de alcaloides nao foi positiva em ambos tratamentos.

As células do mesofilo e do parénquima fundamental na nervura principal dos
foliolos reagiram positivamente com o lugol, ndo houve reacdo nas células dos

nectarios assim como no experimento 1.

- Alterac@es estruturais em microscopia de luz
As alteracBes observadas sobre nervuras como pontos negros margeados por

uma aréola amarela ou marrom, em corte transversal, apresentam-se como
enegrecimento e rupturas na cuticula e parede periclinal externa de células
epidérmicas; formacdo de uma cunha composta de camadas de células
parenquimaticas com paredes disformes subjacentes a epiderme; citoplasma com
numerosas gotas de coloracdo castanho (Fif)raujas células que as apresentam
correspondem as que reagiram positivamente aos testes para deteccao de compostos
fendlicos e formavam a aréola amarela ou bronzeada ao redor da necrose nas

amostras do experimento 1.

Discusséo
As alteragbes morfolégicas e quimicas encontradas neste trabalho

demonstram que o nevoeiro acido pH=3,0 afeta a estrutura foliar de Joannesia
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princeps, assim como ja relatado para a chuva acida pH=3,0 nesta espécie (Silva et
al., 2005; Castro, 2008).

Em J. princeps, o crescimento foliar varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento, apresentando maior sensibilidade em folhas mais jovens. De fato,
as folhas que ja se encontraram desenvolvidas quando as plantas foram expostas ao
nevoeiro acido tendem a ter maior resisténcia do que as folhas que se desenvolvem
enguanto as simulacfes ocorrem, tendo em vista que a estrutura anatdmica ainda nao
esta totalmente diferenciada nas plantulas.

A auséncia de alteragdes no crescimento em altura observado no experimento
| também foi observada por Castro (2008) ao submeter plantulas de J. princeps ao
nevoeiro acido simulado com pH=4,5. Individuos de Helianthus annuus expostos a
chuva acida com pH=5,7; 4,5 e 3,0 (lealSingh, 2012) e plantulas de espécies
arbdreas, como a macieira, ao serem expostas a precipitacdo com pH abaixo de 2,75
(Evans, 1984,), apresentaram o mesmo comportamento. Silva et al. (2005), apo6s
expor plantulas e mudas de princeps a chuva &acida com pH=3,0, encontraram
menor crescimento nas plantulas expostas a chuva acida, mas nas mudas nao houve
diferenca significativa. Os dados deste trabalho corroboram os dados de Silva et al.
(2005) e deve-se ressaltar a importancia do estadio de desenvolvimento das plantas
na sensibilidade de J. princeps a chuva acida.

A aparéncia das necroses observadas em J. princeps tem o aspecto e
localizacdo semelhante ao descrito por Fan e Wang (2000) para cinco espécies
arboreas submetidas a chuva &cida simulada, todavia, este ndo tenha descrito
surgimento de necroses venais.

Os resultados das andlises de pimentos refletem o dano acumulado e a
tendéncia de diminuicdo dos teores de pimentos fotossintetizantes. Os teores d
pigmentos aferidos estdo de acordo com o indice SPAD medido ao final do
experimento. De acordo com Giri (2013), os pigmentos existem em um equilibrio
sob reagfes fotoquimicas como oxidacao, reducao, feofitinizacdo e branqueamento
reversivel.

A baixa razéo clorofila total/ carotenoides no tratamento com nevoeiro acido
em relacdo ao controle esta relacionado ao estresse (Giri et al., 2013). Individuos de
Azadirachta indica, Mangifera indica, Nerium oleander e Delbergia sissoo também

apresentaram valores da razao clorofila total/carotenoide mais baixos em plantas
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expostas a poluentes atmosféricos em relagcdo ao controle (Giri et al., 2013).
Entretanto, Petrova (2011) apresentou dados sobre estudos de poluicdo atmosférica
utilizando Betula pendula, os quais demonstram aumento no teor de clorofilas em um
grupo de plantas e decréscimo em outro grupo, em testes no mesmo periodo, mas em
locais diferentes da cidade de Plovdiv. Segundo este autor, houve apenas a
degradacdo de pigmentos de algumas plantas e em outras, concomitante a
degradacéo dos pigmentos, houve também aumento dos pigmentos como mecanismo
compensatorio.

Os parametrogde trocas gasosas deste estudo indicam que ndo houve
alteracao na resisténcia estoméatica, assim como foi observado por Castro (2008) ao
expor J. princeps em campo as emissdes de uma siderurgica. Em plantas cuja
resisténcia estomatica diminui em resposta a precipitacdo acida, ha propensdo ao
estresse hidrico e aumento na sensibilidade aos poluentes gasosos (Evans, 1984).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a n&o apresentaram alteracdes em
J. princeps. O intervalo de tempo entre a exposicdo ao nevoeiro e as analises, pode
ter afetado a deteccéo de episodios de fotoinibicdo dindmica. O periodo de 24 horas &
suficiente para o reestabelecimento de equilibrio da concentracdo dos pigmentos,
pois esta espécie € tolerante a altas taxas de irradiagdo solar e ndo apresenta variacéo
da taxa de assimilacdo aparente de carbono (A) em condicdes de estresse luminoso
(Dos Anjos et al., 2012) .

O rompimento de ceras epicuticulares e orificios observados na cuticula
foram decorrentes do nevoeiro acido, o qual modifica a estrutura quimica e as
propriedades da cuticula através contato direto com a superficie da planta,
aumentando a permeabilidade aos iofieHB, conforme citado por Baker e Hunt
(1986). A cuticula pode repelir a agua e pearngtie a folha se seque rapidamente,
evitar a lixiviacdo de ions e solutos polares da planta e diminuir a formacéo de
ambiente propicio para a colonizacdo por microrganismos potencialmente
prejudiciais (Riederer, 2006; Shigihara et al. 2009), além de prevenir a perda de
hidratacdo (Shigihara et al. 2009). Porém, a deposicdo acida acelera a fuséo e a
erosdo de ceras e muda a composicdo quimica, aumentando a possibilidade de
difusdo de H para o interior da folha, a lixiviagdo dos nutrientes, alterando o

equilibrio i6nico e iniciando o processo de morte celular (Shigihara et al., 2009).
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No mesofilo, entre as células necrosadas e as saudaveis, ocorre multiplicacao
celular formando um tecido de cicatrizacao. Adjacentes a estas, ocorrem células com
acumulo de compostos fendlicos. Estes tipos celulares ocupam a area correspondente
as aréolas bronzeadas ao redor dos pontos negros vistos na lamina foliar. As necroses
observadas nas folhas de J. princeps, sdo semelhantes as descritas por Silva et al.
(2005), apés expor plantulas de J. princeps a chuva acida com pH=3,0 e semelhantes
as descritas por Castro (2008), ao expor plantulas de J. princeps, em campo, as
emissdes de uma siderurgica e ao nevoeiro simulado com pH=4,0. Contudo, néo foi
descrito tecido de cicatrizagao nas necroses visualizadas em folhgs iteeps no
trabalho de Castro (2008).

J. princeps responde nevoeiro acido com um periodo inicial de adaptacao,
provavelmente utilizando compostos previamente existentes na planta, sejam esses
constitutivos ou induzidos. Com a continuidade da exposicdo, o sistema de reparo
celular se torna insuficiente para impedir injarias e estas aumentam em ndamero
exponencial no tecido foliar. A intensidade do surgimento de necroses diminui apos
alguns dias provavelmente, pela expressdo de genes e modificacdo de proteinas,
elicitados pelo nevoeiro acido. Estas respostas estdo de acordo com os padrbes
biolégicos de defesa discutidos por Barnes et al. (2007). O aumento de necroses na
lamina foliar de J. princeps, ao longo da exposi¢cao ao nevoeiro acido nao ocorre de
forma linear como foi exposto Evans (1982; 1984jartir dos dados obtidos em
experimentos com outras espécies tanto arbéreas quanto herbaceas.

Com relacao as alteracBes observadas nos nectarios, muitas destas ocorreram
ao longo do pedunculo e, provavelmente, decorrentes do acumulo as gotas de chuva,
favorecida pelo relevo da superficie. As alteracbes ocorreram de forma mais
acentuada nas laterais dos nectarios e em alguns locais da superficie secretora,
provavelmente nos locais onde a cuticula € menos espessa. Além da cuticula espessa
e com flanges conspicuas (Silva et al., 2005, a secrecdo pode estar protegendo
superficie secretora. De acordo com Evans (1984), a capacidade de tamponamento
nas superficies das plantas pode diferir e a acidez das gotas pode ser alterada por
compostos quimicos como 0 néctar existente na superficie do nectario, visto que os
acucares podem reagir com o nevoeiro acido, diminuindo o niumero de protons livres.

A auséncia de alcaloides nos nectarios de J. princeps pode ser entendida

como uma estratégia de defesa presente em espécies perenes e de crescimento lento,
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as quais investem em outros compostos como os taninos (Feeny, 1992; Trigo et al.,
2000)

O teste com lugol ndo evidenciou acumulo de amido nos tecidos do nectario
de J. princeps em ambos 0s experimentos, indicando que o nevoeiro acido nao altera
este padréo erd. princeps e corrobora com Pacini et al. (2003), o qual afirma que
em nectérios extraflorais a producéo dos carboidratos do néctar é resultado direto da
fotossintese sem o armazenamento destes em forma de amido na glandula das
espécies estudadas.

Nas amostras foram evidenciados sitios com terpenoides que n&o foram
marcados com testes para lipideos, estas devem conter terpenoides néo lipidicos.
Provavelmente, os cloroplastos tiveram reacao positiva com o Reagente de Nadi pela
presenca dos pigmentos fotossintetizantes clorofi@bae carotenoides que séo
terpenoides de cadeias pesadas. As gotas presentes nos laticiferos podem ser latex ou
guta, porém, sdo necessarios testes especificos para a identificacdo destes compostos.

Verificou-se que apés a exposicao de J. princeps ao nevoeiro acido simulado,
além das alteracdes na lamina foliar observadas anteriormente, ocorrem também
necroses nos nectarios do apice do peciolo.

No experimento I, os sintomas apresentados por J. princeps ap0s exposicao
ao nevoeiro acido, foram perceptiveis principalmente nas folhas como necroses
pontuais em folhas jovens causadas por chuva acida seguindo o padréo de respostas
visuais apresentado por trabalhos anteriores em J. princeps (Silva et al, 2005) e
outras espécies (Evans, 1987; Esposito et al., 2009).

Dos compostos organicos volateis (COV) coletados em J. princefees
mais proeminentes no controle [4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene (EDMTT ou DMNT);
metil salicilato; p-ocimeno] estdo relacionados a interacdo planta-planta,
responsaveis por elicitar a resposta a ataques de herbivoros, sendo induzidos por
herbivoria(Arimura et al., 2009).

O DMNT é predominante em Vignha ungiculata e tem o aumento de sua
producdo induzido por peptideos presentes na saliva da larva de Spodoptera
frugiperda. Este volatil é detectado em numerosas vespas parasitoides e atrai
inimigos naturais de herbivoros (Holopainem, 2004; Schmelz et al, 2Qd2senca

de DNMT na familia Euphorbiaceae néo foi citada nos registros como constituinte de
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plantas intactas apenas seus precursores ( p-farnesene en- farnesene) foram
encontrados em espécies do género Croton (Pino et al., 2006).

O DMNT encontrado em J. princeps, provavelmente foi produzido
inicialmente, pelos dois grupos de plantas, que estavam sob as mesmas condi¢des de
cultivo. O mecanismo que elicitou tal composto néo foi elucidado, visto que nao foi
verificada a presenca de herbivoros nem areas afetadas na parte aérea das plantas.
Supbe-se que jasmonatos provenientes de culturas senescentes presentes na casa de
vegetacdo possam ser os elicitores do DMNT. A diferenca na quantidade deste
composto aferida nos dois grupos, provavelmente esta atrelada a mudancas
metabdlicas induzidas pelo nevoeiro acido, as quais implicaram na diminuicdo de
DMNT e podem prejudicar o sistema de defesa contra herbivoros em J. princeps.

Os compostog-ocimeno e o 6-metil-5-hepten-2-ona encontrados em J.
princeps foram encontrados também em trés das espécies estudadas por Pino et. al.
(2006), como componentes constituivos das espécies de Croton estudadaspO COV
ocimeno foi encontrado em ambos os tratamentos, porém em maior quantidade em
individuos da referéncia. Sabe-se que a via de sintese deste composto € dependente
da luz e este é emitido por folhas intactas durante o dia (Frost et al., 2008), enquanto
o COV 6-metil-5-hepten-2-ona foi encontrado somente em plantas expostas ao
nevoeiro &cido.

O COV 3-hexen-1-ol (zBHOLE derivado do acido linolénico por um ramo
da via octadecanoide, € um precursor do volatil de folhas verdes cis-3-hexenil acetato
(zZBHAC), cuja transformacdao final é realizada pela enzima aciltransferaseséendo
conteudo aumentado na planta mediante herbivoria ou recepcéo (Frost et al., 2008).
Ambos estao presentes em J. prinaegdo associadas a regulacédo de genes como as
proteinases que inibem a producdo de proteinas no intestino de herb#&voros;
deidroflavonol redutase, que atua na biossintese de taninos condensadosngue deté
muitos herbivoros; a isoflavona redutase, que catalisa fitoalexinas, as quais séo
potentes antifungicos (Frost et al., 20@}erceiro composto mais proeminente nas
arglises de J. princeps, ocorrendo em todos os tratamentos foi o triacontano, o qual
constitui-se de uma cadeia linear com 30 carber®sescrito como constituinte da
cuticula de diversas espécies. Os picos identificados pelo CG-MS como triacontanos,
foram observados mais de uma vez em diferentes tempos de retencao,

provavelmente, pela presenca de isbmeros. Os maiores picos foram encontrados nas
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plantas do tratamento com nevoeiro acido pH=3,0, provavelmente, causado pela
reacdo de hidrolise de moléculas presentes na superficie foliar, favorecenda assim,
degradacéo das ceras epicuticulares e a formacao de orificios na cuticula.

Os carotenoides, particularmente a xantofila zeaxantina, facilitam a dispersao
térmica (NPQ), na auséncia desta molécula, ha aumento nos danos foto-oxidativos
gerando necroses e até a morte (Demming-Adams e Adams, 2000).

Conclui-se que as folhas mais jovens apresentam sensibilidade diferenciada
ao nevoeiro acido, com o aparecimento precoce de sintomas distintos aos
apresentados pelas folhas maduras. A sintomatologia visual tem demonstrado
resultados expressivos com relacdo aos parametros fisiolégicos e quimicos. As
necroses sao facilmente detectaveis e passiveis de quantificacdo. Os testes
histoquimicos, a quantificacdo e a identificacdo dos COVs sdo métodos mais
refinadose indicam como a planta reage ao estresse causado pelos poluentes. As
informagdes provenientes deste trabalho permitem compreender a ocorréncia de
estratégias diferentes como resposta para 0s poluentes atmosféricos em Joannesia

princeps.
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Consideracoes finais

Ao final deste trabalho podemos afirmar que:

o As alteracOes estruturais causadas pelo nevoeiro acido em Joannesia
princeps, inicialmente, sdo perceptiveis ao nivel celular, requerendo o
uso de técnicas de anatomia vegetal para a visualizacdo e
compreensao dos danos;

o A exposicao prolongada das plantas ao nevoeiro acido torna o dano
visivel, aumentando o numero de necroses por todo o foliolo e
nectério no decorrer dos dias;

o Os nectarios extraflorais de J. princeps apresentam necroses pontuais,
nas laterais da glandula, principalmente no peddnculo, quando
expostos ao nevoeiro 4cido;

o O nevoeiro &cido acelera a senescéncia dos nectarios, havendo o
desprendimento da glandula em folhas ainda em expanséao;

o O indice SPAD se mostrou eficiente e pratico na deteccdo de
alteracdes na concentracéo de clorofila ao longo das exposicdes, visto
gue requer pouco tempo, é um método nao invasivo ou destrutivo;

o O nevoeiro acido modifica a quantidade dos compostos organicos
volateis constitutivos e aumenta a volatilizacdo de moléculas
provenientes da quebra de moléculas da cuticula e ceras
epicuticulares;

Verificando as alteragcbes morfologicas e quimicas, podemos inferir que a
relacdo entre o ambiente e individuos de Joannesia princeps expostas ao nevoeiro
acido, pH=3,0, pode ser modificada. Outros estudos poderdo informar, com maior
precisdo, as consequéncias na variacdo dos infoquimicos e da recompensa energética
através dos nectarios e assim compreender a possibilidade de prejuizos e estratégias

para mitigar estes eventos.
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Figuras

Figura 1-(A) Plantulas de Joannesia princeps sobre bancadas na casa de ve{R}acao.
Disposicéo das plantulas antes de iniciar o nevoeiro. (C)- Visédo geral das caitzadasit
para nevoeiro simulado: (1) controle pH=6,0 e (2) nevoeiro acido pHAS,@spersores;

Sa solugéo acida; Sc- solugcdo controle; Si- sistema de iluminacao artificial.
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®

Figura 2- Esquema do sistema de coleta de compostos organicos volateis. 1- Compressor de
ar; 2- filtro de carvao; 3-medidor de vazao; 4- umidificador do @arBpénula de vidro

envolvendo a parte aérea da planta; 6- placa de teflon; 7- vaso contendo solo; 8- tubo

contendo adsorvente; 9- bomba de succao de ar.
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Figura 3- Biometria das folhas de Joannesia princeps expostos a nevoeiro pH=6,&)contro
e nevoeiro acido pH=3,0. (A) Altura da planta. (B) Comprimento do foliolo apical rea folh
marcada. (C) Comprimento do foliolo apical da folha jovem.(*) ANOVA P< 0,05.
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Figura 4- Aspecto das folhas de Joannesia princeps expostos a nevoeiro pH=6,0 (controle) e
nevoeiro acido pH=3,0. (A, D) Tratamento controle; (B-C, E-l) Tratamento com nevoeir
acido. (A-C) Aparéncia dos foliolos. (D-F) Disposicéo das gotas apds exposi¢cao aconevoeir
(G-I) Aparéncia dos nectarioblt- Nectarios extraflorais. Seta- Necroses. Estrela- Meristema

apical caulinar com necrose pontual.
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Figura 6-Concentracdo de clorofila total (indice SPAD) e teores de clorofila ea,
carotenoides em Joannesia princeps expostas com nevoeiro simulado controle (pH=6,0) e
nevoeiro &cido (pH=3,0). (A) Clorofila total, indice SPAD acumulado. (B)dflartotal,

indice SPAD do dia da coleta. (C) Teor de clorofila total ug.di) Teor de carotenoides
ng.cn’. (E) Razdo clorofila a/b pg.6m (F) Razdo clorofila/carotenoide pg:ém(*)

ANOVA P< 0,05.
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Figura 8- Parametros de fluorescéncia da clorofila a em plantulas de Joannesias princep
expostas ao nevoeiro controle (pH=6,0) e ao nevoeiro &cido (pH=3,0).(A) Quantificacdo da
fluorescéncia inicial (§; (B) Rendimento quantico maxin(&v/Fm); (C) Rendimento
quantico potencial do PSII¢RSII); (D) Dissipacdo ndo fotoquimicNPQ); (E)
Dissipacdo fotoquimidgp); (F) Eficiéncia de captura de elétrons pelos centrosde reacdo
abertogFv’/Fm’); (G) Taxa aparente de transporte de elétrons (E[FR)Coeficiente

de extin¢do fotoquimicay(),
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Figura 9- Lamina foliar de Joannesia princeps e nectarios peciolares. (&) segsversal

de lamina foliar. (B) Seccao longitudinal do nectario do &pice do peciolo evidenciando duas
regides. Coloracao: Azul de toluidina. (C) Detalhe do corte longitudionatectario com
cuticula rompida camara subcuticular (*). Coloragédo: Xylidine ponceau. (D) Seccéo
longitudinal do nectario com feixes vasculares e laticiferos. Coloraca@b:daztoluidina.

Pp- parénquima palicadico; PI- parénquima lacunoso; S- por¢éo secretora; Pd- pedunculo; C-
cuticula; Es- epiderme secretora; Pn- parénquima nectarifero; L- laticiferos.
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100um

Figura 10- Histoquimica de folhas de Joannesia princeps utilizadas no experin{@ak 1.
SeccgBes longitudinais de nectarios extraflorais do &pice do peciolo. (G-H) sSeccde
transversais do limbo do foliolo apicéA e G) Branco (sem reagente). (B) Coloragéo: Azul
de alcido pH=2,5. (C) Coloracdo: vermelho de ruténio. (D e H) Coloracdo: Redgente
NADI. (E) Coloragdo: Sudan Ill. (F e I) Coloracdo: Lugetlidioblasto cristalifero; *-
Céamara subcuticular; Es- Epiderme secretora; C- Cuticula; Pp- Paranquicaaipaji PI-
Parénquima lacunoso; L- laticifero.
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Figura 11- Corte transversal da lamina do foliolo apical de Joannesia princep®li{&
exposta ao nevoeiro controle, pH=6,0. (B) Folha exposta ao nevoeiro acido, pH=3,0. Pp-
parénquima palicadico, PI- parénquima lacunoso, Ht- hipertrofia, Hp- hiperplasia, Cf-

composto fendlico. Coloragéo: Azul de toluidina.
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Figura 12-Nectarios de Joannesia princeps expostos a nevoeiro acido, pH=3,0. (A) Seccédo
longitudinal do nectario. (B) Secc¢dao longitudinal de nectario do segundo n6 senefente. (
Detalhe da seccédo longitudinal do nectério evidenciando o tecido de cicatrizagédo. (D, E)
Detalhes da seccao longitudinal do nectério. (A,B,C, E) Fixacdo com sulfatsofefy)
Branco com metanol e fixacdo com sulfato ferroso. *- Camara subcuticular; Z-zona de
abscisao; Tc- tecido de cicatrizacdo; Es- epiderme secretora; Fv- feixe vascular.
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Figura 13-Nectéarios de Joannesia princeps expostos ao nevoeiro simulado controle (pH=6,0)
e nevoeiro acido (pH=3,0). Microscopia eletrénica de varredura. (A, D, G,atmianto
controle. (B-C, E-F, H-Il, LM)- Tratamento com nevoeiro acido.
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Figura 14- Aspecto do foliolo apical de Joannesia princeps. (A)Foliolo de referéntia, se
exposicao a poluente. (B) Foliolo exposto ao nevoeiro acido, pH=3,0. (C) Detalhe ampliado

da imagem B mostrando necroses pontuais.
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Figura 15- Pigmentos fotossintetizantes em J. princeps sem exposicdo a poluente

(Referéncia)e exposta ao nevoeiro &cido. (A) Clorofila total, clorofilometria com indice
SPAD.(B) Teor de clorofila total pg.cfy (C) Teor de carotenoides. (D) Razao clorofila a/b
ng.cm. (E) Razéo clorofila/carotenoide pg:ém
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Figura 16- Parametros de fluorescéncia da clorofila a em plantulas de Joannesiasprinc
sem exposicao a poluente (Referéncia) e expostas ao nevoeiro acido. (A) Quantificacdo
fluorescéncia inicial (§; (B) Rendimento quantico maxin(&v/Fm); (C) Rendimento
quantico potencial do PSII¢pRSIl); (D) Dissipacdo ndo fotoquimicNPQ); (E)
Dissipacao fotoquimi€gp), (F) Eficiéncia de captura de elétrons pelos centros de reagdo
abertogFv’/Fm’); (G) Taxa aparente de transporte de elétrons (E[HR)Goeficiente

de extingao fotoquimicay(),

Referéncia Nevoeiro
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Figura 17- Cromatografias dos compostos organicos volateis emitidos pela parte aérea de
plantas jovens de Joannesia princeps A- Planta do grupo de referéncia. B- Planta a a
nevoeiro acido (pH=3,0). (1) Mesitileno; (2) B-mirceno; (3) Acetato de 3-hexersl-(4) B-
ocimeno; (5) 4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno; (6) Metil salicilato; (7) Hexdtagticosano; (8)
Fenilcarbinol; (9) Tridecano; (10) Triacontano.
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Figura 18- Histoquimica de folhas de Joannesia princeps utilizadas no experin{@ak) 1.
SecgOes longitudinais de nectérios extraflorais do &pice do peciolo. (G-H) Seccbes
transversais do limbo do foliolo apical. (A e G) Branco (sem reagentefo{Blacao: Azul

de alcido pH=2,5. (C) Coloracdo: vermelho de ruténio. (D e H) Coloracdo: Redgente
NADI. (E) Coloracdo: Sudan Ill. (F e I) Coloracdo: Lugstldioblasto cristalifero; *-
Céamara subcuticular; Es- Epiderme secretora; C- Cuticula; Pp- Paranquicaaipaji PI-
Parénquima lacunoso; L- laticifero.
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Figura 19- Anatomia de necrose venal em folha de Joannesia princeps em corte transversal.
«-|dioblasto cristalifero;>» - Gota&;- Parede periclinal externa e cuticula rompidecs;
Epiderme adaxial;Fx- Feixe vascular; L- LaticiferoPl- Parénquima lacunosd®p
Paranquima palicadico; N- Necrose.
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