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RESUMO

O intenso crescimento da urbanizacao e industrializagao tem causado variadas
mudancas nas condi¢gdes ambientais, afetando diretamente a qualidade do ar. Dentre
as substancias responsaveis pela poluicdo atmosférica, aquela causada por metais
pesados tem se destacado como um problema em ambientes urbanos e rurais. A
bioindicacdo e o biomonitoramento sao alternativas favoraveis na avaliagdo do
impacto da poluicdo atmosférica. Objetivou-se com esse estudo, avaliar o potencial
de Microgramma squamulosa (Kaulf.) de la Sota e Pleopeltis astrolepis (Liebm.)
E.Fourn. (Polypodiaceae) como bioindicadoras e biomonitoras da poluicdo
atmosférica por metais pesados, através da analise da concentracdo desses
elementos nas folhas, bem como no substrato e verificar se a poluicdo promove
alteracdes na anatomia foliar nessas espécies em ambientes com diferentes graus de
urbanizagcdo. As amostras foram coletadas em quatro pontos, sendo duas areas
verdes urbanas e dois fragmentos de floresta estacional semidecidual em municipios
da Regido Sudeste do Brasil. As folhas foram analisadas quanto a area foliar
especifica e parametros de superficie foliar e de cortes transversais. Foi utilizado um
espectrometro de emissao o6tica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) para realizar as analises dos elementos quimicos Ag, Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, Ni e Zn. Em M. squamulosa houve um acumulo maior de Cr nas folhas
coletadas no ambiente mais préximo de areas rurais em relagdo ao ambiente mais
antropizado. Ja em P. astrolepis foi encontrada diferenga significativa apenas no
elemento Ca, que teve uma concentragdo maior no ambiente mais urbanizado. Além
disso, foi encontrada também uma correlacdo negativa entre varios caracteres
anatdbmicos e a concentragao de Cu em P. astrolepis. Em ambas as espécies houve
alteracbes nos tecidos foliares, podendo-se destacar as alteragdes estomaticas e de
superficie foliar. Porém apenas em P. astrolepis foram observadas alteracdes
significativas entre os ambientes com maior e menor intervengédo antrépica na area
foliar especifica, na espessura dos tecidos clorofilianos e na espessura total da folha.
Portanto, foram observadas respostas aos ambientes, com possiveis reagdes nao so

a poluigao atmosférica urbana, mas também a poluigao rural.

Palavras-chave: Anatomia foliar. Areas verdes urbanas. Biomonitoramento. Floresta

estacional semidecidual. Metais pesados. Poluicdo atmosférica.



ABSTRACT

The intense growth of urbanization and industrialization has caused several
changes in environmental conditions, directly affecting air quality. Among the
substances responsible for air pollution, that caused by heavy metals has emerged as
a problem in urban and rural environments. Bioindication and biomonitoring are
favorable alternatives for assessing the impact of air pollution. The aim of this study
was to evaluate the potential of Microgramma squamulosa (Kaulf.) de la Sota and
Pleopeltis astrolepis (Liebm.) E.Fourn. (Polypodiaceae) as bioindicators and
biomonitors of air pollution by heavy metals, by analyzing the concentration of these
elements in the leaves, as well as in the substrate, and verifying whether the pollution
promotes changes in leaf anatomy in these species in environments with different
degrees of urbanization. The samples were collected at four points, being two urban
green areas and two fragments of seasonal semideciduous forest in municipalities in
the Southeast Region of Brazil. Leaves were analyzed for specific leaf area and leaf
surface and cross-section parameters. An inductively coupled plasma optical emission
spectrometer (ICP OES) was used to analyze the chemical elements Ag, Al, Ca, Cd,
Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni and Zn. In M. squamulosa there was a greater
accumulation of Cr in the leaves collected in the environment closer to rural areas
compared to the more anthropized environment. In P. astrolepis, a significant
difference was found only in the element Ca, which had a higher concentration in the
more urbanized environment. Furthermore, a negative correlation was also found
between several anatomical characters and the Cu concentration in P. astrolepis. In
both species there were alterations in the leaf tissues, highlighting the stomatal and
leaf surface alterations. However, only in P. astrolepis significant changes were
observed between environments with greater and lesser human intervention in the
specific leaf area, in the thickness of chlorophyllian tissues and in the total thickness
of the leaf. Therefore, responses to the environments were observed, with possible

reactions not only to urban air pollution, but also to rural pollution.

Keywords: Leaf anatomy. Urban green areas. Biomonitoring. Semideciduous

seasonal forest. Heavy metals. Atmospheric pollution.
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1 INTRODUGAO

A poluigao pode ser considerada um dos agentes causadores de alteragdes na
biodiversidade (Markert et al., 2003). O aumento das areas urbanas e industriais em
substituicio ao ambiente natural causa inumeras mudancas nas condigdes
ambientais, reduzindo a qualidade do ar (Uttara et al., 2012). A liberagdo de novas
substancias no ambiente esta diretamente relacionada a influéncia antropica, sendo
algumas dessas substancias perigosas e liberadas em grande quantidade (Markert et
al., 2003). As cidades e centros urbanos sdo os principais emissores de poluentes do
ar devido a alta concentragéo de atividade humana (Sokhi e Kitwiroon, 2008).

Dentre as substancias responsaveis pela poluicao atmosférica, a poluicdo por
metais pesados tem se destacado como um problema em ambientes urbanos e rurais.
As principais fontes deste tipo de poluicdo estdo relacionadas a atividades
antropogénicas, como o uso de combustiveis fosseis e o trafego de veiculos, além da
atividade industrial (Ghori et al., 2019). De acordo com o estudo de Suvarapu e Baek
(2016), a concentragdo de metais pesados na atmosfera se mostra maior em paises
em desenvolvimento do que em paises desenvolvidos. Nesses paises, as areas
industriais sao frequentes nas adjacéncias de residéncias, aumentando as fontes de
poluicdo nos centros urbanos (Sokhi e Kitwiroon, 2008). Por outro lado, nos ambientes
rurais a aplicacao de fertilizantes e pesticidas também pode representar uma fonte de
metais pesados (Gimeno-Garcia et al., 1996; Campos, 2011).

A preocupagao com os metais pesados se deve ao fato de esses poluentes
possuirem efeitos tdxicos mesmo em baixas concentragdes, sendo prejudiciais tanto
para a saude humana quanto para os ecossistemas (Rascio e Navari-lzzo, 2011;
Tchounwou et al., 2012). Essa ameacga se deve principalmente a caracteristicas dos
metais pesados como toxicidade, tendéncia a bioacumulagdo e persisténcia nos
ecossistemas (Shahid et al., 2017).

Os metais pesados nao sao removidos naturalmente do ambiente. Entretanto,
alguns destes elementos sdo moveis, podendo ser transportados e bioacumulados.
Plantas bioacumuladoras extraem do substrato e do ambiente metais pesados que
podem ou ndo ser uteis ao seu metabolismo. Acredita-se que o espaco entre a parede
celular e a membrana plasmatica seja o principal local de acumulo, evitando que estes

elementos passem para o interior da célula. Além disso, a planta também pode
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distribuir os metais pesados por varios 6rgaos, reduzindo sua concentragao (Rascio e
Navari-1zzo, 2011; Ghori et al., 2019).

A absorgcdo dos metais pesados nao ocorre somente pelas raizes, sendo
possivel também pelos 6rgaos aéreos, como as folhas. Nas folhas, essa absorgao
pode ocorrer por deposi¢cao de particulas atmosféricas na superficie foliar. Alguns
metais, como o Fe (ferro), Cu (cobre), Mn (manganés) e Zn (zinco), podem penetrar
nas cuticulas e se acumular nos tecidos foliares (Shahid et al., 2017).

O acumulo desses elementos pode ser influenciado pela morfologia da planta,
ou seja, a concentracdo dos elementos metalicos nas folhas, por exemplo, pode
depender dos paréametros morfologicos e anatdomicos foliares (Kardel et al., 2010;
Shahid et al.,, 2017). Ademais, a folha € o 6rgéo da planta que apresenta maior
plasticidade, sendo capaz de alterar sua estrutura ao longo do desenvolvimento dos
primordios foliares, adaptando-se a diferentes condigcbes ambientais (Dickison, 2000).

Dessa forma, ha a possibilidade de utilizar plantas em projetos de avaliagao
ambiental, através de analises quimicas e morfoanatémicas. A bioindicagdo e o
biomonitoramento sdo alternativas favoraveis na avaliacdo do impacto da poluigao
atmosférica devido ao baixo custo, facil implementacao e por permitir o estudo de
amplas areas com um esfor¢co amostral reduzido (Namiesnik e Wardencki, 2002;
Wolterbeek, 2002). Plantas vém sendo utilizadas, passiva ou ativamente, em
pesquisas de biomonitoramento (e.g., Becker et al., 2017; Schreck et al., 2019;
Turkyilmaz et al., 2019; Mendoza-Ramos et al., 2021). Além disso, caracteres
anatbmicos também tém sido utilizados como parametro para avaliagdo ambiental
(e.g., Cabrera et al., 2009; Arriaga et al., 2014; Allahnouri et al., 2018).

Nesse contexto, as epifitas representam um grupo em destaque para o
biomonitoramento. As epifitas sao plantas que vivem sobre outras plantas, os fordfitos,
utilizando-os apenas como suporte mecéanico, sem deles retirar nutrientes (Benzing,
1990). Dessa forma, ndo apresentam contato com o solo e, consequentemente, estao
diretamente expostas aos poluentes do ar, inclusive absorvendo-os pelas raizes ou
folhas (Dubuisson et al., 2009; Zheng et al., 2021).

Apesar da ampla gama de estudos na literatura sobre biomonitoramento da
poluicdo atmosférica, poucos foram realizados com samambaias, principalmente
samambaias epifitas, e com mais de um parametro, sendo mais comum a avaliagao
isolada da concentracdo dos metais ou dos caracteres anatémicos (e.g., Rocha et al.,

2014; Sharma e Uniyal, 2016). Dessa forma, foi realizada uma investigacdo de



11

biomonitoramento passivo, combinando a avaliacdo de efeito e de acumulo. Esse tipo
de abordagem ¢é dificiimente realizado, pois as espécies normalmente utilizadas sao

encontradas apenas em um tipo de ambiente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMONITORAMENTO E INTERACAO METAIS/PLANTAS

A emisséo de poluentes devido ao rapido desenvolvimento econdmico causou
um deterioramento significativo na qualidade da atmosfera, aumentando a
concentracao de metais pesados no ambiente (Uttara et al., 2012). Dentre os metais,
destacam-se o Pb (chumbo), o Cd (cadmio) e o Hg (mercurio) devido a caracteristicas
como a toxicidade, a capacidade bioacumulativa e a natureza persistente. O Pb é um
metal de alta toxicidade e ja foi um importante poluidor através dos automéveis, porém
a proibicdo desse elemento na composi¢gdo da gasolina fez com que as suas
concentragdes atmosféricas tivessem um forte declinio (Suvarapu e Baek, 2016). Em
seu lugar, Ba (bario) e Zn parecem ser marcadores eficazes do trafego automotivo
(Monaci et al., 2000). Ha também os metais que podem estar relacionados com a
atividade agricola e utilizagao de pesticidas e fertilizantes, como Mn, Cr (cromo) e Fe
(Bermudez et al., 2009; Sharma e Uniyal, 2016; Defarge et al., 2018).

Alguns metais, como Cu, Mn e Fe, sao essenciais ao metabolismo das plantas,
porém existem aqueles que nao possuem funcado biolégica e mesmo em baixas
quantidades podem ser altamente toxicos, como Cd, Pb e Hg (Nagajyoti et al., 2010).
Algumas plantas sdo resistentes a esses metais, e existem, ainda, as espécies
hiperacumuladoras, ou seja, que acumulam quantidades excessivas de metais
pesados, sendo que estes metais s&o translocados para todo o corpo da planta e elas
nao apresentam sinais de fitotoxicidade (Rascio e Navari-lzzo, 2011).

O dano mais comum causado por metais € a inibi¢ao do crescimento (Nagajyoti
et al., 2010). Em Medicago sativa L. (Fabaceae), a capacidade das sementes
germinarem reduziu a medida que as concentragbes dos metais Cd, Cr, Zn, Cu e Ni
(niquel) aumentaram no meio de cultivo (Aydinalp e Marinova, 2009). Além disso, uma
das consequéncias mais comuns do estresse causado por metais pesados € a
producao em excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs), originada por uma
reducdo no oxigénio molecular (Rascio e Navari-lzzo, 2011; Ghori et al., 2019). A
estratégia mais comum desenvolvida pelas plantas é evitar o acumulo excessivo de
metais pesados, prevenindo o surgimento de sinais de toxicidade (Hall, 2002).
Geralmente, os metais pesados sao acumulados nas células radiculares devido ao

bloqueio causado nas estrias de Caspary (Ghori et al., 2019).
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As plantas também podem produzir metabdlitos secundarios como resposta ao
estresse, sendo os mais importantes os compostos fendlicos (Ghori et al., 2019). O
nuamero de idioblastos contendo compostos fendlicos e a quantidade desses
compostos aumentaram na endoderme, além de outras alteragdes anatOmicas
associadas ao aumento da concentracdo de Cd na macrofita Polygonum ferrugineum
Wedd. (Polygonaceae) (Souza et al., 2009). Com foco na poluicdo atmosférica, as
caracteristicas estomaticas possuem um alto potencial para o biomonitoramento, ja
que as alteragcdes dessas caracteristicas em resposta ao ambiente sdo relevantes
para controlar a absorgdo de poluentes pelas plantas (Gostin, 2009; Kardel et al.,
2010; Crispim et al., 2014). Porém, os impactos dos poluentes nos estdbmatos sao
muito complexos. O mesmo poluente pode causar diferentes respostas em diferentes
espécies ou mesmo em individuos de uma unica espécie (Robinson et al., 1998).

Mesmo entre as plantas ja utilizadas em biomonitoramento, o acumulo de
metais pode ser muito variavel entre as espécies, por isso os estudos com mais de
uma espécie tém ganhado importancia (Reimann et al., 2007; Weerakkody et al.,
2018). Os resultados do estudo de Liang et al. (2017) com 12 plantas utilizadas em
paisagismo indicaram que a concentragao de metais pesados nas folhas é afetada
significativamente pela urbanizacao, entretanto as espécies apresentaram diferentes
resultados. Assim como no estudo de Turkyilmaz et al. (2018a) com plantas
paisagisticas, em que a concentragdo dos metais estudados foi maior em areas com
trafego intenso de veiculos, porém foram observadas diferengas entre as espécies,
sendo que cada uma possui potencial para acumular diferentes metais pesados. Isso
pode estar relacionado com diferengas nos parametros morfolégicos e anatdbmicos
das folhas. Ha também a abordagem de biomonitoramento integrado, como a
empregada por Cocozza et al. (2016), em que foram utilizados tragos quimicos e
processos ecofisiologicos de espécies com diferentes formas de vida, liquenes e
arvores, além de uma analise temporal e espacial.

Para avaliar o impacto da polui¢do nos ecossistemas e no ser humano € preciso
conhecer qualitativa e quantitativamente o agente causador da poluicdo. Em
consequéncia disso, a bioindicagédo pode ser considerada uma ferramenta da biologia
da conservagdo (Markert et al., 2003). Os conceitos de bioindicacdo e
biomonitoramento se diferenciam por estarem relacionados com as analises
qualitativas e quantitativas do ambiente, respectivamente (Namiesnik e Wardencki,

2002; Markert et al., 2003). Aléem disso, pode-se classificar a bioindicagao de metais
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de acumulacdo e de efeito, ou seja, organismos que acumulam metais em seus
tecidos e organismos que demonstram uma resposta ao poluente. Essa resposta pode
ser morfoldgica, histologica, celular, fisioldgica e etc. Porém, uma esta relacionada a
outra, pois em alguns casos os efeitos s6 se tornam visiveis quando uma certa
concentragdo da substancia acumulada é atingida nos organismos (Markert et al.,
2003). Ha também a classificacédo em bioindicagdo passiva, em que o organismo ja
ocorre naturalmente naquele ambiente, e bioindicagédo ativa, em que o organismo €
levado ao ambiente a ser testado (Markert, 2007).

Para que um organismo seja selecionado como biondicador sdo elencados
alguns critérios, como a ampla distribuic&do, tolerancia aos poluentes investigados,
facilidade no transporte, entre outros (Namiesnik e Wardencki, 2002). Wolterbeek
(2002) também lista como um dos critérios a ocorréncia comum dos biomonitores.

Deve-se lembrar que os dados encontrados em amostras bioldgicas sao
resultado de uma complexa relagao entre o organismo e fatores bidticos e abidticos,
ou seja, as informagdes obtidas ndo sdo exatamente um reflexo do ambiente. Além
disso, o individuo pode estar sujeito a agdo de muitos poluentes, sendo dificil

identificar qual deles causa a alteragao (Markert, 2007).

2.2 EPIFITISMO E SAMAMBAIAS

Como ja foi brevemente apresentado, as epifitas representam um grupo
relevante para o estudo de poluentes aéreos. Diversos trabalhos ja demonstraram a
capacidade de espécies epifiticas de acumular metais pesados em diferentes
concentracdes em relacao a distancia de areas urbanas e areas com maior trafego de
veiculos (e.g., Bermudez et al., 2009; Marques et al., 2018). Becker et al. (2017)
observaram que a riqueza e a cobertura epifitica diminuiram a medida que a
urbanizagdo aumentou, 0 que sugere que essas plantas sado sensiveis a alteragao
ambiental causada pela urbanizagéao.

Entretanto, estudos com samambaias epifitas ainda sdo escassos, havendo um
foco maior em samambaias terricolas. Destaca-se a utilizacido dessas espécies no
biomonitoramento de As (arsénio), como no estudo de Chang et al. (2009) em areas
de mineragao abandonadas. No trabalho de Campos et al. (2018) foram avaliadas as
respostas morfolégicas e anatdmicas de Pityrogramma calomelanos (L.) Link

(Pteridaceae), espécie hiperacumuladora de As, expostas a esse elemento. Os
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resultados indicaram caracteristicas adaptativas de raizes e folhas para sobreviver em
locais com altos niveis de As, como a translocacao do elemento entre raiz e folhas e
a presencga de células margeando as pontas das raizes. Além disso, a alta tolerancia
dessa espécie pode estar relacionada a alta quantidade de fendis, o que pode reduzir
os danos oxidativos causados pelo estresse.

Alguns estudos com samambaias epifitas indicam um potencial para o
biomonitoramento de Hg atmosférico. As folhas de Lepisorus thunbergianus (Kaulf.)
Ching (Polypodiaceae) se mostraram adequadas para a estimativa dos niveis
atmosféricos desse metal (Kono e Tomiyasu, 2009), assim como Asplenium nidus L.

(Aspleniaceae) (Kono et al., 2012).
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3 HIPOTESES

a) A concentragao dos elementos quimicos nos 6rgaos vegetais e no substrato
€ maior nos ambientes com um nivel maior de urbanizacéo;
b) Ha alteragdes no desenvolvimento dos tecidos vegetais foliares em relagao

ao grau de urbanizagéo do local em que os individuos vivem.
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4 OBJETIVO

Avaliar o potencial de Microgramma squamulosa (Kaulf.) de la Sota e Pleopeltis
astrolepis (Liebm.) E.Fourn. (Polypodiaceae) como bioindicadoras e biomonitoras da
poluicdo atmosférica por metais pesados, através da analise da concentragdo desses
elementos nas folhas, bem como no substrato e verificar se a poluicdo promove
alteragdes na anatomia foliar nessas espécies em ambientes com diferentes graus de

urbanizacgao.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 AREA DE ESTUDO

As coletas foram realizadas em quatro pontos distribuidos em areas verdes
urbanas ou florestas em dois municipios, Juiz de Fora e Lima Duarte, no estado de
Minas Gerais, Brasil (Figura 1). Em ambos os municipios, os fragmentos florestais
estao localizados em uma transi¢cao entre area urbana e rural, ou seja, ha proximidade
com a area mais povoada e com a regido rural. Toda a area de estudo esta localizada
na Zona da Mata mineira e incluida no dominio da Floresta Atlantica.

Em Juiz de Fora, as coletas foram realizadas na praca Presidente Garrastazu
Medici (Area verde em Juiz de Fora: AVJF), conhecida popularmente como praca do
Bom Pastor, e no Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora
(Fragmento florestal em Juiz de Fora: FJF), que apresenta um fragmento de floresta
estacional semidecidual localizada em perimetro urbano. J& em Lima Duarte, os
pontos de coleta foram a praca Juscelino Kubitschek (Area verde em Lima Duarte:
AVLD), localizada no centro do municipio, e em fragmentos de florestas estacionais
semideciduais no distrito de Conceicdo do Ibitipoca (Fragmento florestal em Lima
Duarte: FLD).

Juiz de Fora possui 573.285 habitantes estimados pelo IBGE, sendo que 98,8%
vivem em ambiente urbano. Se destaca por ser o principal centro econémico e urbano
da Zona da Mata mineira. Além disso, a frota veicular da cidade era de 269.176 em
2018 (IBGE, 2021). O clima é classificado como Cwa, segundo o sistema de
classificagao de Képpen, ou seja, com verdes chuvosos e invernos secos (Martins et
al., 2018). A qualidade do ar esta comprometida, podendo ser classificada como
inadequada ou critica pela Fundacéo Estadual do Meio Ambiente (FEAM) em horarios
de maior trafego de veiculos (Torres e Martins, 2003).

Em Lima Duarte a populagao estimada é de 16.724 habitantes, com cerca de
76,5% vivendo em ambiente urbano. Em 2018, a frota veicular era de 6.595 na cidade
(IBGE, 2021). O clima é classificado como Cwb, segundo o sistema de classificacbes
de Kdppen, ou seja, mesotérmico umido com invernos secos e verdes chuvosos e
amenos. Em ambos os municipios, a temperatura e a precipitagdo média anual é de
18,9°C e 1500 mm, respectivamente (Cetec, 1983).
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5.2 ESPECIES ESTUDADAS

As espécies selecionadas para este estudo, Microgramma squamulosa e
Pleopeltis astrolepis, sdo samambaias epifitas da familia Polypodiaceae, que possui
cerca de 65 géneros e 1600 espécies (PPG |, 2016). Microgramma squamulosa possui
um rizoma longo-reptante, carnoso e folhas inteiras, dimorficas, com diferenca
morfoldgica entre as férteis e inférteis (Almeida, 2020) (Figura 2). A sua distribuigao é
restrita a América do Sul, estando presente em paises como Argentina, Bolivia, Brasil,
Paraguai, Peru e Uruguai (Tryon e Stolze, 1993). Pleopeltis astrolepis possui rizoma
longo-reptante, delgado, folhas inteiras e peciolo curto (Souza e Salino, 2020) (Figura
3). A distribuicao de P. astrolepis é neotropical (Mickel e Smith, 2004).

Microgramma squamulosa € uma espécie sensivel a dessecagao, e por isso
possui estratégias, como tecidos armazenadores de agua e a propria protegao
cuticular, que contribuem para minimizar o estresse hidrico (Rocha et al., 2013).
Diferentemente disso, P. astrolepis possui uma estratégia de tolerancia a dessecagao,
denominada poiquiloidria. A tolerancia a dessecacéo é a capacidade de sobreviver a
perda de até cerca de 90% do conteudo de agua dos tecidos, voltando ao estado
turgido logo que a umidade do ar aumente (Mehltreter et al., 2010). Na condicéo de
dessecacdo completa, as atividades metabdlicas ficam abaixo dos niveis
mensuraveis, sendo esse estado chamado de anabiose (Rothschild e Mancinelli,
2001).
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(Fotos: L. Menini Neto; S.G. Furtado).
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Figura 3 — Pleopeltis astrolepis (a-d) (Fotos: L. Menini Neto; S.G. Furtado).
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5.3 COLETA

As coletas foram realizadas entre os meses de junho e dezembro de 2019.
Foram amostrados cinco individuos de cada espécie em cada um dos pontos de
coleta, totalizando 40 individuos. Foram coletadas folhas estéreis completamente
desenvolvidas e amostras das cascas dos forofitos em que as epifitas se
encontravam, correspondendo ao substrato.

Mesmo nos ambientes florestais, as coletas foram realizadas em regides de
borda para padronizar o nivel de luminosidade recebida pelos individuos. Todos os
individuos foram coletados entre 1 e 3 metros de altura. Como as folhas de P.
astrolepis possuiam diferentes graus de hidratagcdo devido a poiquiloidria, todos os
individuos coletados foram reidratados overnight, como forma de padronizagao do

estado de turgidez dos tecidos.

5.4 ANALISE FOLIAR

Para verificar se ha alteragcbes no desenvolvimento dos tecidos foliares, as
folhas foram analisadas quanto a area foliar especifica e caracteristicas anatédmicas.
Para o calculo da area foliar especifica (AFE: mm?2/mg) foram coletadas cinco folhas
de cada individuo, levadas ao laboratorio, digitalizadas para o calculo da area (A: mm?)
e colocadas para secar até peso constante (peso seco (P): mg), sendo estes dados
utilizados na férmula: AFE=A/P (Cornelissen et al., 2003).

Para a avaliagao das caracteristicas anatdomicas, foram coletadas amostras da
regido mediana de seis folhas de cada individuo e fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato de sddio 0,05M pH 7,2-7,4 por, no minimo, 24 horas.

Apods lavagem em tampao fosfato para retirada do fixador, as amostras de trés
folhas foram desidratadas em série etilica crescente, diafanizadas com xilol e incluidas
em parafina (Johansen, 1940). Foram obtidas seccgbes transversais de 8 ym em
micrétomo rotativo (Leica RM2155). Esses cortes obtidos foram desparafinizados e
corados com fucsina basica e azul de astra (Kraus et al., 1998), sendo montadas
laminas permanentes em verniz vitral incolor (Paiva et al., 2006). Além disso, para
visualizagdo de estruturas epidérmicas, as outras trés folhas foram submetidas ao

processo de diafanizagdo (Johansen, 1940) e, posteriormente, coradas com fucsina
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basica e montadas em laminas semipermanentes. Para a classificagdo dos estdbmatos
utilizou-se a classificagédo de Van Cotthem (1973).

A observacéao e a digitalizagao das imagens foram realizadas em microscépio
Zeiss Primo Star, com uma camera Canon acoplada, para os cortes transversais; e
em microscoépio de epifluorescéncia Olympus BX51TF, acoplado a camera fotografica
digital Olympus DP72, com o auxilio do software CellSens, para as amostras de
diafanizacao.

Para cada individuo foram obtidas 30 mensuragdes da espessura total da folha,
a espessura dos parénquimas palicadico e lacunoso, a espessura das hipodermes
(presentes apenas em M. squamulosa), a espessura da epiderme e da cuticula nas
faces adaxial e abaxial, e o tamanho dos estdbmatos. Para o tamanho do estdmato,
foram consideradas as medidas polares e equatoriais da célula-guarda, evitando a
diferenga entre os estdmatos abertos e fechados. Também foi calculado o indice
estomatico em 24 campos para cada individuo. Além disso foi feito o calculo da razao
entre as espessuras do parénquima palicadico e do parénquima lacunoso.

Todas as mensuracoes, incluindo o calculo da area foliar, foram realizados no

software ImageJ.

5.5 ANALISE QUIMICA

Folhas estéreis completamente desenvolvidas e saudaveis de cinco individuos
de cada espécie foram coletadas em cada ponto amostral para analise quimica, assim
como o substrato onde elas ocorrem. Excetua-se a amostra de P. astrolepis em FLD,
em que nao foram feitas as analises quimicas.

As amostras foram secas a cerca de 70°C em forno de convecgao THELCHO,
modelo 130DM (Precision Scientific, Chicago, IL, EUA) e moidas em moinho analitico
IKA, modelo A11B (IKA, Wilmington, NC, EUA). Para a digestdo das plantas, foi
utilizado um bloco digestor com capacidade para o aquecimento simultaneo de 40
tubos (Solab, Sao Paulo, Brasil). Para isso, 0,59 de amostra dos tecidos vegetais
foram pesados em frasco de digestdo de vidro, adicionando 5 mL de HNOs. As
pesagens foram efetuadas com balanga analitica Marte-Shimadzu, modelo AW220
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). As amostras foram colocadas em pré-digestao
por pelo menos 12 horas e posteriormente aquecidas a 170°C. Apds isso, esperou-se

cessar o desprendimento de NO2 e a reducéo do volume. Entdo, depois que o frasco
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de digestao estava frio, o volume foi completado para 25 mL com agua deionizada e
transferido para outros frascos.

As analises dos elementos Ag (prata), Al (aluminio), Ca (calcio), Cd (cadmio),
Cr (cromo), Cu (cobre), Fe (ferro), K (potassio), Mg (magnésio), Mn (manganés), Na
(sodio), Ni (niquel) e Zn (zinco), foram realizadas pelo Grupo de Eletroanalitica,
Espectroanalitica, Automacao e Ambiental - GPEAA da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), utilizando-se um espectrdmetro de emissao 6tica com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) sequencial, da marca Horiba Jobin Yvon
(Longjumeau, Franga), modelo Ultima 2, equipado com o mostrador automatico AS
421. As aquisicbes de dados foram feitas pelo software Analyst JY 5.4. O limite de

quantificacéo (LOQ) foi calculado para garantir a confiabilidade dos valores indicados.

5.6 ESTATISTICA

Os dados obtidos nas analises quimicas e micromorfométricas foram
comparados estatisticamente entre os locais de coleta através do teste de ANOVA
com um intervalo de confianga de 5% ou teste de Kruskal-Wallis para os dados que
nao atendiam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias.
Verificou-se também a correlacédo linear através do coeficiente de Pearson. Foi

utilizado o software R com interface RStudio.
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6 RESULTADOS

Em vista frontal, os estdbmatos sdao anomociticos (Figura 4 c,d) e estédo
localizados apenas na face abaxial da folha, ou seja, as folhas sao hipoestomaticas.
As células epidérmicas apresentam paredes anticlinais sinuosas em ambas as faces
da folha (Figura 4). As folhas de ambas as espécies apresentam epiderme
uniestratificada e mesofilo heterogéneo dorsiventral, com parénquima diferenciado em
palicadico e lacunoso (Figura 5 a,c). Os estdmatos estdo posicionados no mesmo
nivel das demais células epidérmicas. Os feixes vasculares séo colaterais, exceto na
nervura central, onde s&o anficrivais (Figura 5 b,d,f) envoltos por uma camada
circumendodermal com espessamento das paredes em “U” (Figura 5f). Nos feixes da
nervura principal, o xilema esta disposto em formato de “V’ em M. squamulosa,
enquanto que em P. astrolepis o xilema é reto. Na nervura central ha parénquima com
espessamento de parede (Figura 5 b,d). Nas folhas de Microgramma squamulosa ha
uma hipoderme nas faces adaxial e abaxial (Figura 5a). Pleopeltis astrolepis
apresenta escamas peltadas com apéndices alongados (Figura 5 c,e). Nao foram
observadas alteracdes qualitativas da caracterizagao anatdbmica em relagcao aos locais
de coleta. As comparacdes dos caracteres anatdmicos da folha entre os locais de
coleta sdo apresentadas na Figura 6. A tabela referente a esses resultados é
apresentada no Apéndice A.

Dentre os elementos quimicos analisados, Ag, Cd, Fe e Na ndo apresentaram
valores significativos acima do limite de quantificagdo em nenhuma das amostras.
Apesar disso o Fe mostrou uma tendéncia a maiores concentracdes nas amostras de
M. squamulosa e no substrato em FLD. Da mesma forma, o Al também mostra essa
tendéncia ao considerar as amostras de M. squamulosa, mas as concentracoes foram
menores que o limite de quantificagdo. Além desses, Al, Cr, Mg e Ni também
possuiram valores de concentracdo menores que o limite de quantificacdo nas
amostras de substrato. Os resultados das comparagdes das concentracdes dos

elementos nas folhas entre os locais de coleta sao apresentados na tabela 1.
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Figura 4 - Caracterizagéo da epiderme foliar em vista paradérmica. a-b. Face adaxial; c-d. Face abaxial. Microgramma squamulosa
(a e c) e Pleopeltis astrolepis (b e d). Setas: estdbmatos. Barra de escala = 50 micrometros (um).
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Figura 5 - Caracterizagado anatémica da folha em vista transversal. a-b. Microgramma
squamulosa; c-f. Pleopeltis astrolepis. Regiao da ala (a e c) e regido da nervura
principal (b e d). Detalhes da escama (e) e do feixe vascular anficrival na nervura
principal (f). Setas: estdbmatos; estrela: escama; e: epiderme; h: hipoderme; pp:
parénquima palicadico; pl: parénquima lacunoso; cc: camada circumendodermal.
Barra de escala = 50 micrometros (um).
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Figura 6 — Comparagdo das médias dos parametros anatémicos foliares. Letras
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Foi encontrada correlagdao significativa (p<0,05) nas amostras de M.
squamulosa entre a espessura do parénquima paligadico e espessura total da folha
(r=0,85) e entre a espessura do parénquima lacunoso e espessura total da folha
(r=0,86). Para P. astrolepis, correlagdes significativas (p<0,05) foram encontradas
entre a area foliar especifica e a espessura do parénquima paligadico (r=-0,74), a
espessura do parénquima lacunoso (r=-0,79), e a espessura total da folha (r=-0,78),
entre a espessura do parénquima lacunoso e a espessura do parénquima paligadico
(r=0,80), entre a espessura do parénquima palicadico e a espessura total da folha
(r=0,93) e entre a espessura do parénquima lacunoso e a espessura total da folha
(r=0,93). Além disso, nessa espécie foi encontrada correlagéo significativa (p<0,05)
entre a concentragao de Ca nas folhas e o indice estomatico (r=-0,67) e a espessura
do parénquima palicadico (r=-0,68). Também foi observada correlacao significativa
(p<0,05) entre a concentragdo de Cu nas folhas e o indice estomatico (r=-0,64), a
espessura da cuticula nas faces adaxial (r=-0,81) e abaxial (r=-0,83), a espessura da

epiderme na face adaxial (r=-0,67), a espessura do parénquima paligadico (r=-0,76),
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a espessura do parénquima lacunoso (r=-0,71) e a espessura total da folha (r=-0,75).

Os gréficos das correlagbes sdo apresentados no Apéndice A.

Tabela 1 - Comparagcdo das médias de concentracdo dos elementos quimicos nos
tecidos vegetais. Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05). AVJF: area verde em Juiz de Fora; AVLD: area verde em Lima
Duarte; FJF: fragmento florestal em Juiz de Fora; FLD: fragmento florestal em Lima
Duarte.

Microgramma squamulosa

Concentragao (mg/Kg) AVJF AVLD FJF FLD
Ca 4508,00a | 5611,88a | 4217,52a | 4406,86a
Cr 0,45a 1,63ab 1,46ab 3,26b
Cu 2,42a 3,33a 2,24a 2,13a
K 17758a 14297a | 17630a| 17011a
Mg 1824,47a | 2612,50a | 2025,15a | 3816,31a
Mn 76,06a 32,42a| 108,04a | 153,87a
Ni 0,11a 0,71a 0,36a 0,36a
Zn 27,99a 9,97a 10,68a 10,06a
Pleopeltis astrolepis

Concentragado (mg/Kg) AVJF AVLD FJF -

Al 639,16a 716,03a | 210,95a -
Ca 4016,90a | 3861,50ab | 3081,35b -
Cr 1,61a 2,31a 1,65a -
Cu 3,37a 2,80a 1,91a -
K 15745a 14831a | 13306a -
Mg 2018,14a | 2138,39a | 1446,25a -
Mn 21,99a 19,57a 28,29a -
Ni 0,16a 0,62a 0,07a -
Zn 32,45a 19,03a 13,63a -

Substrato

Concentragcao (mg/Kg) AVJF AVLD FJF FLD
Ca 16668a 18175a | 15827a| 10351a
Cu 7,52a 5,73a 4,30a 18,62a
K 1584,30a | 1527,75a | 1923,71a | 2916,34a
Mn 76,85a 67,77a| 112,91a| 215,67a

Zn 23,12a 9,86a 12,53a 13,73a
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7 DISCUSSAO

A primeira hipétese do presente estudo era que a concentragado dos elementos
quimicos nos 6rgéos vegetais e no substrato seria maior nos ambientes com um nivel
maior de urbanizagao, o que nao foi observado, sendo essa hipotese recusada. Ja a
segunda hipotese foi aceita, ja que ha alteragdes no desenvolvimento de alguns dos
tecidos vegetais foliares em relagéo ao local em que os individuos foram coletados. O
biomonitoramento pode levar em consideracdo informagdes sobre alteragbes do
organismo monitor ou das concentragdes de substancias em seus tecidos
(Wolterbeek, 2002).

A caracterizacdo anatdbmica das espécies demonstrou que nao houve
alteracdes qualitativas entre os ambientes. Pleopeltis astrolepis apresenta uma
estrutura anatdmica foliar semelhante a outras espécies do mesmo género, como
Pleopeltis hirsutissima (Raddi) de la Sota (Ferrari, 2019) e Pleopeltis macrocarpa
(Bory ex Willd.) Kaulf. (Lagoria et al., 2018). As trés espécies possuem folhas
hipoestomaticas com epiderme uniestratificada, estdbmatos anomociticos, mesofilo
heterogéneo dorsiventral e feixes vasculares envoltos por uma camada
circumendodermal. Além disso, apresentam escamas, porém a morfologia dessas
estruturas varia entre as espécies.

Tanto P. astrolepis quanto P. hirsutissima apresentam ampla ocorréncia em
ambientes urbanos e antropizados (Alvim et al., 2020; 2021; Costa et al., 2020), porém
0 mesmo nao ocorre em P. macrocarpa. A principio a semelhancga estrutural interna
poderia indicar que sao espécies adaptadas ao mesmo tipo de ambiente, porém isso
nao ocorre, o que pode estar relacionado com a tolerancia a poluicdo ou com outros
fatores que caracterizam o ambiente urbanizado.

Estudos frequentemente mostram um aumento no indice estomatico, como
encontrado em Ligustrum lucidum Aiton f. (Oleaceae) (Bruno et al., 2007) e algumas
espécies de Fabaceae (Gostin, 2009); ou densidade estomatica, como observado em
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (Alves et al., 2008), Ficus maroma Castell (Moraceae)
(Cabrera et al., 2009) e Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt (Commelinaceae)
(Crispim et al., 2014), em locais mais poluidos ou urbanizados. Nesse estudo, n&o foi
encontrada diferenca significativa no indice estomatico entre os ambientes em

Pleopeltis astrolepis. Ja em Microgramma squamulosa, esse indice foi maior em
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AVJF, o local onde espera-se maior poluicdo atmosférica em decorréncia do maior
nivel de urbanizacgao.

Uma estratégia comumente observada para evitar poluentes é o aumento da
densidade estomatica associada a uma diminuigdo do tamanho dos estdmatos, como
foi observado por Kardel et al. (2010) em Plantago lanceolata L. (Plantaginaceae).
Diferentemente disso, no estudo de Pourkhabbaz et al. (2010) com Platanus orientalis
L. (Platanaceae) foi observada uma densidade estomatica menor em area urbana,
além de uma diminuigdo na largura estomatica. Alves et al. (2001) observaram a
diminui¢cdo do tamanho dos estdmatos com o aumento da poluicdo para Tradescantia
sp., assim como também foi identificado por Allahnouri et al. (2018) em relagéo a
distdncia de uma rodovia com trafego intenso de veiculos para Morus alba L.
(Moraceae) e Fraxinus rotundifolia Lam. (Oleaceae).

O tamanho dos estdmatos variou em ambas as espécies estudadas. Em M.
squamulosa a medida polar foi maior em AVJF e a equatorial foi menor em FLD, a
area com menor intervencao antropica. Portanto, nessa espécie, os estdbmatos foram
maiores e mais frequentes na area mais urbanizada, o que pode estar relacionado
com a poluig¢ao, ja que o estdmato é a via de interacdo entre a planta e a atmosfera.
Enquanto que em P. astrolepis a medida polar foi maior em FJF e menor em AVLD, e
a equatorial também foi menor em AVLD, diferentemente do esperado, ja que estes
locais seriam os intermediarios em relagéo a urbanizagao.

Pourkhabbaz et al. (2010) encontraram uma espessura mais fina da cuticula no
ambiente urbano em Platanus orientalis, enquanto que no estudo de Cabrera et al.
(2009) com Ficus maroma, foi observado um aumento na espessura da cuticula na
face adaxial da folha no local mais poluido. Pode-se perceber que as espécies
possuem diferentes respostas aos ambientes. A cuticula na face adaxial de M.
squamulosa apresentou espessura maior em AVJF em relacdo aos outros locais,
enquanto a espessura da cuticula na face abaxial ndao mostrou diferenca entre AVJF
e FLD, sendo menor em FJF. Ja para P. astrolepis, a espessura da cuticula em ambas
as faces foi menor em AVJF.

A cuticula é uma camada estruturalmente complexa que desempenha um
importante papel no controle hidrico nas superficies foliares (Dickison, 2000). Como a
superficie cuticular é a principal barreira entre o ambiente e os tecidos da planta, ha o
contato direto com os poluentes atmosféricos (Gostin, 2016). Além disso, a cuticula

pode desempenhar fungdes contrastantes em relagao a poluicdo, sendo uma camada
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protetora ou uma via de absorcdo dos metais pesados, o que pode ser relativo ao
tamanho das particulas (Shahid et al., 2017).

Gostin (2009) encontrou uma espessura maior da cuticula no local mais
poluido, assim como uma espessura menor da epiderme. Ja Dos Santos et al. (2019)
no seu estudo com Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. (Euphorbiaceae)
encontraram epiderme mais espessa nas plantas controle, ou seja, sem poluigdo. Em
P. astrolepis, a espessura da epiderme em ambas as faces foi maior em FLD em
relacdo a AVJF. Ja em M. squamulosa, a espessura da epiderme na face adaxial
apresentou diferenca entre FJF e FLD, porém ndo em relagcdo aos outros locais,
enquanto a espessura da epiderme na face abaxial foi maior em FLD.

A diminuicdo da espessura total da folha em locais mais poluidos e/ou
urbanizados foi observada por Alves et al. (2001; 2008); Gostin (2009). Além disso,
Gostin (2009) também encontrou uma espessura menor do parénquima paligadico no
local mais poluido. De forma diferente, no estudo de Cabrera et al. (2009) foi
identificada maior espessura do parénquima palicadico no local mais poluido. Em P.
astrolepis, a espessura dos parénquimas palicadico e lacunoso e a espessura total da
folna apresentaram resultados semelhantes, sendo maiores em FLD. Para M.
squamulosa, nao foi observada diferenca entre as espessuras dos parénquimas
palicadico e lacunoso e a espessura total da folha entre AVJF e FLD, sendo que os
maiores valores foram encontrados em FJF. Bruno et al. (2007) observaram um menor
valor da razao entre as espessuras dos parénquimas palicadico e lacunoso no local
mais poluido em Ligustrum lucidum, enquanto que em P. astrolepis essa razao foi
maior em FLD, demonstrando maior investimento no parénquima palicadico nesse
ambiente.

O aumento da AFE nos ambientes urbanos é relatado em alguns estudos, como
os de Balasooriya et al. (2009), com Taraxacum officinale L. (Asteraceae) e Kardel et
al. (2010), com Plantago lanceolata. Além do aumento da AFE, Dos Santos et al.
(2019) encontraram menores espessuras do parénquima lacunoso e espessura total
da folha no ambiente poluido em Alchornea glandulosa. Da mesma forma, no estudo
de De Melo Junior et al. (2014) com Tibouchina granulosa (Desr.) Cogn.
(Melastomataceae) observou-se maior valor de AFE no ambiente mais poluido,
enquanto o parénquima pali¢gadico, parénquima lacunoso e espessura total da folha
foram menores nesse ambiente. A area foliar especifica (AFE) se apresentou

constante em M. squamulosa, porém foi menor em FLD para a P. astrolepis.
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A diferenca encontrada nas respostas anatdbmicas das duas espécies pode
estar relacionada as diferentes estratégias adotadas por elas. P. astrolepis possui
como estratégia de tolerancia a seca a poiquiloidria. Assim, quando a umidade relativa
do ar esta reduzida ha também acentuada redugdo de seus niveis metabdlicos, ou
seja, ha poucas trocas gasosas, o que pode reduzir a entrada de poluentes nos tecidos
(Mehltreter et al., 2010). Ja M. squamulosa é sensivel a dessecac¢ao, mantendo o
metabolismo estavel mesmo em ambientes secos. Para isso, a espécie possui
caracteristicas como a presenca de hipoderme, que auxiliam na manutengao do
conteudo de agua nos tecidos (Levitt, 1980; Larcher, 2003).

Rocha et al. (2014) realizaram um estudo comparativo da anatomia foliar de M.
squamulosa no ambiente urbano e rural. Nas folhas estéreis, foi observada maior
espessura da epiderme adaxial e maior area de estdbmato no ambiente rural, enquanto
no ambiente urbano as folhas apresentaram menor espessura total, e menores
espessuras da epiderme adaxial e do parénquima clorofiliano. Esses resultados foram
um pouco diferentes dos encontrados no presente estudo, em que o tamanho dos
estdbmatos foi maior nos ambientes mais urbanizados, a espessura dos parénquimas
e a espessura total da folha foram maiores no ambiente intermediario em relagao a
urbanizagao e a espessura da epiderme adaxial ndo apresentou uma diferencga clara
entre os ambientes urbanos e rurais. Becker et al. (2017) demonstraram que a riqueza
e a cobertura epifitica diminuem a medida que o nivel de urbanizacdo aumenta.
Apesar disso, a abundancia de M. squamulosa foi maior nos ambientes mais
urbanizados, sugerindo que essa espécie deve ser altamente adaptada as areas
urbanas.

Foram encontradas correlagdes positivas entre a espessura total da folha e
tecidos clorofilianos para ambas as espécies, € negativas entre a area foliar especifica
(AFE) e a espessura total da folha e espessura dos parénquimas em P. astrolepis.
Essas correlagdes reforgam que o investimento foi feito em tecidos fotossintetizantes
€ nao em outros tecidos, como esclerénquima, por exemplo.

Algumas alteragbes anatdbmicas encontradas podem nao estar diretamente
relacionada a poluentes e sim a outros agentes. A plasticidade fenotipica das plantas
esta sujeita a varios fatores, como disponibilidade hidrica, incidéncia luminosa e
temperatura (Valladares et al., 2007). Tendo em vista o habito epifitico, ha ainda
fatores como a altura em que os individuos se desenvolvem no fordéfito. Nas coletas

realizadas, esforgou-se para que houvesse uma padronizagao dos locais, porém ainda
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representam ambientes naturais ndo controlados, em que os individuos estavam
expostos a variagdes nesses fatores.

Diversos estudos identificaram concentracbes maiores de metais pesados em
locais com maior intensidade de trafego ou ambientes mais urbanizados (e.g., Sharma
e Uniyal, 2016; Becker et al., 2017; Liang et al., 2017; Marques et al., 2018; Turkyilmaz
et al.,, 2018ab; Aricak et al., 2019; Turkyilmaz et al., 2019; Yu et al., 2020),
diferentemente do que foi encontrado no presente estudo. Alguns metais que sao
diretamente relacionados com a poluigdo como, Ag, Cd e Fe apresentaram valores
abaixo do limite de quantificacdo, o que pode indicar que os locais de coleta nao
apresentam uma elevada poluigdo atmosférica, ou que essa poluicdo ndo esteja
representada nos elementos amostrados, ou ainda, que as espécies estudadas
possuem barreiras anatdbmicas ou fisiolégicas para evitar a absor¢do desses
elementos. Essas barreiras podem ser simplesmente as raizes, que em muitas plantas
restringem a captagado de metais através das estrias de Caspary (Ghori et al., 2019).

Em uma area verde localizada no centro de Juiz de Fora, onde ha um grande
fluxo urbano, verificou-se que a ocorréncia de liquens era menor nas ruas com maior
fluxo de veiculos, uma possivel resposta a baixa qualidade atmosférica (Moreira et al.,
2018). Ja em uma area industrial desse mesmo municipio foi verificada a influéncia
antropogénica no aumento das concentragbes de As, Cd, Cu, Pb e Zn no material
particulado atmosférico (Mimura et al., 2020). Além disso, a populagdo do municipio
de Juiz de Fora (pontos AVJF e FJF) é 34 vezes maior que a de Lima Duarte (pontos
AVLD e FLD), sendo a frota veicular cerca de 41 vezes maior também, o que justifica
o gradiente de urbanizagao proposto.

Em relagdo a concentracdo dos elementos quimicos amostrados, nao foi
encontrada diferenga entre os locais de coleta nas amostras de substrato. Ja em M.
squamulosa, a concentracdo de Cr foi maior em FLD (a area mais afastada do
ambiente urbano e com maior influéncia rural) em relagdo a AVJF (a area encontrada
no maior centro urbano amostrado). Defarge et al. (2018) identificaram a presencga de
Cr e outros metais toxicos na formulagao de diversos pesticidas, inclusive em alguns
a base de glifosato, um dos herbicidas mais utilizados no mundo. Bermudez et al.
(2009) em seu estudo com epifitas expostas a poluicdo atmosférica, identificou a
atividade agricola como fonte de poluicao do ar, além de observar que o Fe estava
associado a atividade industrial e agricola. Dessa forma, a tendéncia encontrada de

concentracbes maiores de Fe e a maior concentracdo de Cr nas folhas de M.
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squamulosa nos locais menos urbanizados podem estar relacionadas a atividade
agricola.

Foi observada a presenca de Cr, Mg e Ni nas folhas, apesar de nao terem sido
encontradas concentragdes confiaveis desses metais nas amostras de substrato. Isso
pode indicar que a absorcdo desses metais acontece diretamente pelas folhas.
Diferentemente da absorcéao pela raiz, a absorcgao foliar de metais pesados ainda nao
€ muito bem entendida (Shahid et al., 2017). Em espécies do género Tillandsia
(Bromeliaceae), a absorcao de agua e nutrientes e, consequentemente, de poluentes,
€ exclusivamente pela folha, com o auxilio das escamas, ja que suas raizes possuem
funcdo apenas de fixacdo ao substrato (Benzing e Bennett, 2000; Benz e Martin,
2006). Zheng et al. (2021) observaram que a maior concentragao de metais nas folhas
de Tillandsia brachycaulos Schltdl. estava localizada nas escamas, sugerindo que
esta seria a forma de absorcao desses elementos. Pleopeltis astrolepis, assim como
outras espécies de Polypodiaceae, possui escamas com caracteristicas morfoldgicas
semelhantes as escamas das bromélias, e que também podem estar relacionadas a
captacéo de agua (Hietz e Briones, 1998), e possivelmente dos metais atmosféricos.

Em P. astrolepis foi encontrada correlagdo negativa entre a concentragao de
Ca e o indice estomatico e a espessura do parénquima palicadico. O Ca é um nutriente
essencial para as plantas, porém em quantidades excessivas pode ser toxico e reduzir
o crescimento vegetal (White e Broadley, 2003).

Também foi observada uma correlagdo negativa entre a concentragdo de Cu e
varios caracteres anatdbmicos em P. astrolepis. Em individuos com maiores
concentracdes de Cu nas folhas, foi identificada uma redug¢ao no indice estomatico,
na espessura da cuticula em ambas as faces, na espessura da epiderme na face
adaxial, além de reducéo na espessura total da folha e nos tecidos fotossintetizantes.
O Cu é um metal pesado essencial para as plantas, desempenhando funcdes
principalmente na fotossintese (Yruela, 2005). Entretanto, quantidades excessivas de
Cu tornam o metal téxico, podendo causar estresse oxidativo e inibicdo do
crescimento, por exemplo (Nagajyoti et al., 2010; Ghori et al., 2019).

No estudo de Martins et al. (2016), foram analisadas as alteragbes causadas
pelo Cu em Billbergia zebrina (Herb.) Lindl. (Bromeliaceae) em condigdes in vitro,
sendo observada uma reducgao dos tecidos parenquimaticos foliares e da espessura
total da folha com o aumento do aporte do metal, porém houve um aumento no indice

estomatico. No presente estudo n&do foram analisados outros parametros ambientais,
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entdo ndo é possivel confirmar a relacdo entre os parametros anatémicos e o Cu;
porém, pode-se admitir a hipétese que o acumulo do metal pesado nos tecidos causou

algum tipo de estresse nos individuos.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Com esse estudo foi possivel confirmar que espécies diferentes reagem de
formas diferentes as alteracbes ambientais, nesse caso, a urbanizacdo. Em
Microgramma squamulosa houve um acumulo maior de Cr nas folhas coletadas no
ambiente mais préximo de areas rurais em relacdo ao ambiente mais antropizado. Ja
em Pleopeltis astrolepis foi encontrada diferencga significativa apenas no elemento Ca,
que teve uma concentragdo maior no ambiente mais urbanizado. Além disso, foi
encontrada também uma correlagdo negativa entre varios caracteres anatémicos e a
concentracdo de Cu em P. astrolepis. Em ambas as espécies houve alteracdes nos
tecidos foliares, podendo-se destacar as alteragdes estomaticas e de superficie foliar.
Porém apenas em P. astrolepis foram observadas alteragdes significativas entre os
ambientes com maior e menor intervencao antropica na area foliar especifica, na
espessura dos tecidos clorofilianos e na espessura total da folha.

Desse modo, de acordo com os resultados obtidos pode-se inferir um potencial
bioindicador em ambas as espécies. Foram observadas respostas aos ambientes,
com possiveis reagdes nao so a poluigdo atmosférica urbana, mas também a poluigao
rural. Ainda assim, sdo necessarios mais estudos para confirmar a relagdo das
alteragcdes morfoanatdbmicas analisadas com os parametros ambientais. Pode-se
sugerir que os estudos sejam ampliados para um gradiente ambiental ainda maior, em
que o contraste entre os locais seja mais intenso, incluindo areas industriais, e dessa
forma evidenciando as respostas bioldgicas. Outra sugestdo € a realizagdo de um
estudo comparativo com analise das raizes dessas plantas, de forma a identificar se
ha a retencdo de metais pesados absorvidos nesse 6rgao ou se os elementos sio

distribuidos por todo o corpo dos individuos.
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APENDICE A — Comparagao das médias dos parametros anatémicos foliares

Tabela 2 - Comparagdo das médias dos parametros anatdémicos foliares. Letras
diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05). AVJF: area
verde em Juiz de Fora; AVLD: area verde em Lima Duarte; FJF: fragmento florestal
em Juiz de Fora; FLD: fragmento florestal em Lima Duarte.

Microgramma squamulosa

AVJF AVLD FJF FLD
Area foliar especifica (mm?/mg) 10,32a | 10,01a 9,98a| 10,10a
indice estomatico 0,07a 0,06b 0,05b 0,06b
Medida polar do estémato (um) 28,54a | 27,30b | 27,67b| 27,67b
Medida equatorial do estémato (um) 11,01a| 10,96a | 11,16a| 10,71b
Cuticula adaxial (um) 4,35a | 3,85bc 3,77b 3,99c
Epiderme adaxial (um) 21,34ab | 21,83ab | 20,70a | 22,71b
Hipoderme adaxial (um) 31,80a | 34,74a | 39,86b | 42,18b
Parénquima palicadico (um) 68,43a| 61,36b | 79,76c| 68,57a
Parénquima lacunoso (um) 107,98a | 99,30b | 128,96¢c | 109,98a
Hipoderme abaxial (um) 29,21a| 28,61a| 32,77b| 31,96b
Epiderme abaxial (um) 21,14a | 21,21a| 20,44a| 22,48b
Cuticula abaxial (um) 7,92a 7,47b 7,01c 8,08a
Espessura total (um) 286,19a | 269,97b | 322,76¢ | 295,88a
Razéao parénquimas palicadico/lacunoso 0,65a 0,63a 0,63a 0,63a

Pleopeltis astrolepis
AVJF AVLD FJF FLD

Area foliar especifica (mm?/mg) 11,27ab | 13,33a| 10,74b 8,09c
Indice estomatico 0,06a 0,07a 0,06a 0,06a
Medida polar do estémato (um) 35,15a | 31,91b| 3593c| 34,33d
Medida equatorial do estémato (um) 11,33a| 10,53b | 11,56a | 11,50a
Cuticula adaxial (um) 4,42a 473b | 4,91bc 5,08c
Epiderme adaxial (um) 39,81a | 43,89bc | 41,63ab | 44,08c
Parénquima paligadico (um) 152,59a | 146,49a | 191,25b | 268,20c
Parénquima lacunoso (um) 283,74a | 260,38a | 338,62b | 444,96¢c
Epiderme abaxial (um) 38,59a | 39,94ab | 39,11ab | 40,61b
Cuticula abaxial (um) 4,30a 4.51b 4.91c 4,99c
Espessura total (um) 512,49a | 481,94a | 598,57b | 792,11c

Razao parénquimas palicadico/lacunoso 0,54a 0,57a 0,57a 0,61b
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APENDICE B - Graficos de correlagio
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Figura 7 — Correlagao entre os parametros anatdmicos foliares e a concentragdo dos elementos quimicos nos tecidos vegetais.
AVJF: area verde em Juiz de Fora; AVLD: area verde em Lima Duarte; FJF: fragmento florestal em Juiz de Fora; FLD: fragmento
florestal em Lima Duarte; a-b: correlagdo entre a espessura do parénquima paligadico (um) e a espessura total da folha em

Microgramma squamulosa (r=0,85); c-d: correlagao entre a espessura do parénquima lacunoso (um) e a espessura total da folha em
Microgramma squamulosa (r=0,86).
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Figura 7 - (cont.); e-f: correlagéo entre a area especifica foliar (mm?/ mg) e a espessura do parénquima palicadico em Pleopeltis
astrolepis (r=- 0,74); g-h: correlagéo entre a area especifica foliar (mm#mg) e a espessura do parénquima lacunoso em
Pleopeltis astrolepis (r=- 0,79).
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Figura 7 — (cont.); i-j: correlagéo entre a area especifica foliar (mm?mg) e a espessura total da folha (um) em Pleopeltis astrolepis

(r=-0,78); k-I: correlagao entre espessura do parénquima paligadico (um) e a espessura do parénquima lacunoso (um) em Pleopeltis
astrolepis (r=0,80).
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Figura 7 — (cont.); m-n: correlagao entre a espessura do parénquima paligadico (um) e a espessura total da folha (um) em Pleopeltis
astrolepis (r=0,93); o-p: correlagdo entre espessura do parénquima lacunoso (um) e a espessura total da folha (um) em Pleopeltis
astrolepis (r=0,80).
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Figura 7 — (cont.); g-r: correlagéo entre a concentragao de Calcio (mg/Kg) e a indice estomatico em Pleopeltis astrolepis (r=- 0,63);
s-t: correlagdo entre a concentragdo de Caélcio (mg/Kg) e a espessura do parénquima palicadico (um) em Pleopeltis astrolepis (r=-
0,68).
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Figura 7 — (cont.); u-v: correlagéo entre a concentragéo de Cobre (mg/Kg) e o indice estomatico em Pleopeltis astrolepis (r=- 0,64);

w-x: correlagéo entre a concentragdo de Cobre (mg/Kg) e a espessura da cuticula na face adaxial (um) em Pleopeltis astrolepis (r=-
0,81).
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Figura 7 — (cont.); y-z: correlagdo entre a concentragdo de Cobre (mg/Kg) e a espessura da cuticula na face abaxial (um) em
Pleopeltis astrolepis (r=- 0,83); aa-bb: correlagao entre a concentragao de Cobre (mg/Kg) e a espessura da epiderme na face adaxial
(um) em Pleopeltis astrolepis (r=-0,67).
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Figura 7 — (cont.); cc-dd: correlagdo entre a concentragdo de Cobre (mg/Kg) e a espessura do parénquima paligadico (um) em
Pleopeltis  astrolepis (r=- 0,76); ee-ff: correlagéo entre a concentragéo de Cobre (mg/Kg) e a espessura do parénquima lacunoso
(um) em Pleopeltis astrolepis (r=-0,71).
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Figura 7 — (cont.); gg-hh: correlacdo entre a concentragdo de Cobre (mg/Kg) e a espessura total da folha (um) em Pleopeltis
astrolepis (r=- 0,75).



