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Resumo

A toxicidade de poluentes atmosféricos as plantas deve-se ao seu alto poder oxidativo, gerando um
quadro de estresse devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Contra a agdo
oxidativa das ERO, as células vegetais possuem um sistema de defesa antioxidante. Avaliar as
respostas antioxidantes das espécies vegetais permite indicar o seu potencial de tolerdncia aos
fatores de estresse oxidativo de origem ambiental. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
conhecer o perfil e a variacdo espacial e sazonal da atividade das enzimas antioxidantes (ascorbato
peroxidase - APX, glutationa redutase - GR, catalase - CAT, superdxido dismutase - SOD) em
Astronium graveolens, Croton floribundus e Piptadenia gonoacantha, e avaliar se estas sdo capazes
de impedir ou restringir danos celulares por meio da analise de indicadores de danos bioquimicos
(perdxido de hidrogénio - H,O,, hidroperdxido dieno conjugado - HPDC e teores de pigmentos).
Para tanto, plantas das espécies citadas foram coletadas em trés fragmentos florestais da Regido
Metropolitana de Campinas e avaliadas quanto ao seu sistema antioxidante e indicadores de danos
bioquimicos As coletas foram realizadas nas esta¢fes secas e chuvosas, dos anos de 2012 e 2013. A
caracterizacdo do ambiente (condigdes meteoroldgicas e qualidade do ar) também foi realizada e o
conjunto de dados obtidos foi analisado estatisticamente. Entre os fragmentos florestais ndo foi
possivel observar uma tendéncia clara de que em algum deles as plantas estivessem sob maior ou
menor efeito do estresse provocado pelas condi¢cdes ambientais. Na estacdo Umida as plantas
tiveram maior atividade de SOD e contetdo de HPDC, tais resultados foram atribuidos & maior
temperatura, radiacdo solar e concentracdo de Os;. Na estacdo seca, as espécies apresentaram alta
concentracdo de H,0O,, que atuou como sinalizador para atividade de APX e CAT, ocasionando
baixa concentracdo de HPDC. Tais respostas possivelmente estiveram relacionadas as elevadas
concentracdes de SO,, NO,, MP1,. Comparando as espécies, A. graveolens teve menor atividade de
APX e GR, elevadas concentragcbes de pigmentos e altos valores de HPDC. C. floribundus
apresentou valores intermedidrios da atividade de enzimas e conteddo de pigmentos. P.
gonoacantha teve maior atividade de APX e GR e baixos teores de pigmentos. Analisando
comparativamente o potencial de tolerdncia das espécies estudadas, pode-se concluir que A.

graveolens é a menos tolerante e P. gonoacantha a mais tolerante.



Abstract

The air pollution is toxic to plants because it is a powerful oxidizing agent that causes stress due to
the formation of the reactive oxygen species (ROS). Against oxidative action of ROS, plant cells
have an antioxidative defense system. Evaluating the antioxidative responses of plant species is
possible to indicate the tolerance potential of them to oxidative stress in response to environmental
stresses. Thus, the present study intended to know the activity profile and the spatial and seasonal
variations of antioxidant enzymes (ascorbate peroxidase - APX, glutathione reductase - GR,
catalase - CAT, superoxide dismutase - SOD) in Astronium graveolens, Croton floribundus and
Piptadenia gonoacantha, and to evaluate if these enzymes could avoid cell damages measured
through biochemical indicators (hydrogen peroxide - H;O,, hydroperoxide diene conjugated -
HPDC and pigment content). For this, plants were collected in three forest fragments in the
Campinas Metropolitan Region and were evaluated in relation to their antioxidant system and
biochemical indicators. Samples and environmental (meteorological and air quality) data were
collected in the dry and rainy seasons of 2012 and 2013. The set of results were statistically
analyzed. Plants from the different forest fragments did not show a clear tendency of greater or
lesser stress condition caused by local environmental factors. During the wet season, plants had
higher SOD activity and HPDC contents that could be attributed to higher temperature, solar
radiation and concentration of Oz. In the dry season, the species showed higher H,0;
concentrations, which acted as a signal to stimulate the APX and CAT activities, causing low
HPDC levels. Such responses were possibly related to the high concentrations of SO,, NO, and
MPy, in the air. Comparing the species, A. graveolens had lower activity of APX and GR and
higher concentrations of pigments and HPDC. C. floribundus showed intermediate values of
enzymes activity and pigments. P. gonoacantha had higher APX and GR activity and lower
pigments contents. In general, A. graveolens was less tolerant and P. gonoacantha more tolerant in

relation to environmental stresses.



1. Introducéo

A poluicdo tem sido objeto de diversos estudos nas ultimas décadas. A intensidade e
velocidade de seu aumento em grandes concentracbes urbanas e em areas rurais tém sido
consideradas as principais causas de desequilibrio ambiental global, pois seus efeitos afetam de
diversas formas os ecossistemas, 0s materiais e a saide humana (Klumpp et al. 2000, Domingos et
al. 2002, Emberson 2003).

A poluicdo atmosférica e o0 agravamento na qualidade do ar em paises em desenvolvimento
sdo evidentes. O aumento da densidade populacional, a maior circulacdo de veiculos automotores, o
rapido crescimento econdmico e maiores indices de consumo de energia agravam ainda mais essa
realidade (Deniz & Duzenli 2007).

Segundo a Resolugdo CONAMA n°003, de 28/06/1990, poluente atmosférico pode ser
qualquer forma de matéria ou energia com intensidade e em quantidade, concentracdo, tempo ou
caracteristicas em desacordo com 0s niveis que tornam ou possam tornar improprio, nocivo ou
ofensivo a salde, inconveniente ao bem estar publico, danoso aos materiais, a fauna e a flora ou
prejudicial a seguranca, ao uso e gozo da propriedade e as atividades normais da comunidade
(CONAMA, 1990).

A poluicdo do ar pode ter origem natural, por exemplo, através da emissdo de grandes
quantidades de dioxido de enxofre (SO;) por atividade vulcanica ou a liberacdo de géas sulfidrico
(H2S) em processos de decomposicdo, e também antrépica, como a emissao de hidrocarbonetos e
dioxido de carbono (CO;) através da queima de combustiveis fésseis (Manahan 1999, Morais
2002). As fontes poluidoras podem ser moveis, aquelas que emitem os poluentes ao longo de um
curso com maior contribuicdo dos veiculos automotores, ou estacionarias, que produzem carga
pontual de poluentes como a producdo industrial, a geracdo de energia e a queima de florestas

(Baek et al. 1991).



Os poluentes sdo classificados de acordo com sua origem, estado fisico e composi¢do
quimica (Domingos et al. 2002, Esposito et al. 2009). Basicamente séo distinguidos em primarios,
aqueles emitidos diretamente pela fonte poluidora, como o material particulado (MP),
hidrocarbonetos e 6xidos de enxofre (SOy) e nitrogénio (NOy), e secundarios, formados a partir das
interacdes entre os poluentes primarios ou entre estes e 0s constituintes naturais da atmosfera em
determinadas condi¢cdes meteoroldgicas, por exemplo, temperatura e luminosidade, como no caso
do o0zbnio (O3) e &cido nitrico (HNO3) (Braga et al. 2006, Derisio 2007, CETESB 2012).

Em relacdo ao seu estado fisico, os poluentes atmosféricos podem apresentar-se sob a forma
gasosa, liquida e sélida. Entre os gasosos tém-se 0 monoxido e dioxido de carbono (CO e COy), 0
ozo6nio (Ogz), os Oxidos de enxofre (SOy) e de nitrogénio (NOy). J& na forma liquida, citam-se
principalmente as névoas e, sob a forma solida as poeiras, fumaca, fuligem e material particulado
(MP) em suspenséo (Saldiva et al. 1995).

A composicdo e variacdo da concentracdo dos poluentes na atmosfera dependem de
componentes temporal e espacial, de acordo com as condi¢fes meteorologicas e a localizacdo das
fontes de emissdo (Miguel 1992, Pefiuelas et al. 1999). Por exemplo, a circulacdo do ar depende de
fatores como: brisa maritima, circulacdo provocada pelo relevo (vale e montanhas) e efeitos urbanos
como barreiras provocadas pelas construgdes civis e ilhas de calor (Oliveira et al. 2003). Também, a
interacdo entre as concentracdes de poluentes emitidos no ar pelas diversas fontes e as condicdes
climaticas locais determina a qualidade do ar (INEA 2010), que também pode mudar em funcéo das
condi¢bes meteoroldgicas que determinam uma maior ou menor diluicdo dos poluentes (CETESB
2012).

Em S&o Paulo, por exemplo, altas concentracdes de SO e MP ocorrem no inverno, periodo
com clima ndo favoravel a dispersdo de poluentes. J& no verdo, pelas condi¢des climaticas

permitirem maior circulacdo atmosférica, as concentracdes desses poluentes sdo reduzidas,



enquanto hd maior formacdo de ozénio devido a maior incidéncia de radiacdo solar (CETESB
2012).

O smog fotoquimico, possivelmente uma combinagdo das palavras em inglés smoke (fumaca) e
fog (neblina), € um fenbmeno que assinala o que foi descrito acima, pois é caracterizado pelo
acumulo de poluentes no ar em consequéncia de inversdes térmicas, condicdo topografica local ou
persisténcia de sistemas atmosféricos de alta pressdo que ocorre sob determinadas condicdes
meteoroldgicas, iniciado pela acdo da luz solar, na presenca de NOx e compostos organicos volateis
(COVs), promovendo uma complexa cadeia de reacbes capaz de produzir Os, nitrato de
peroxiacetila (PAN), peroxido de hidrogénio (H,O,), entre outros. (Seinfeld 1985; Krupa &
Manning 1988; Miguel 1992; Souza & Carvalho1998; Sawyer et al. 2000; Oga 2003).

A maioria das atividades humanas realizadas em larga escala influencia a composicédo de
substancias da atmosfera tornando-a prejudicial a satde e ao desenvolvimento dos ecossistemas, no
qual a qualidade de vida depende (Morais 2002). Muitos dos constituintes atmosféricos podem
influenciar o rendimento das safras agricolas tanto diretamente, prejudicando crescimento e
qualidade, quanto indiretamente, alterando a resisténcia da planta a estresses bioticos e abidticos
(Weigel & Bender 2009), ocasionando grandes perdas econdmicas. Além dos cultivos, os poluentes
também podem afetar espécies nativas pertencentes a diferentes grupos funcionais e a vegetacao
como um todo, resultando em alteracdes em comunidades e ecossistemas (Freedman 1995, Agrawal
& Agrawal 1999).

O efeito que um determinado poluente provoca encontra-se no final de uma cadeia de
eventos, comecando com a emissdo do poluente pela fonte emissora, seguida por sua dispersdo no
ambiente pela acdo de fatores climaticos, que finalmente determinam as concentragdes que atingem
e afetam os organismos vivos ou materiais (Klumpp et al. 2001). No entanto, a magnitude do dano e
0 tipo de resposta dependem de caracteristicas quimicas e fisicas de cada poluente, da concentracao

e duragdo da exposicdo, das condigdes climaticas e de caracteristicas intrinsecas da espécie



estudada, que pode ser sensivel, resistente ou tolerante a cada poluente. A resposta pode, inclusive,
variar entre individuos de uma mesma espécie, em diferentes variedades ou frequéncias génicas.
Caracteristicas como habito, forma de crescimento, idade, fase de atividade e vigor geral da planta
também sdo importantes (Krupa et al. 2001, Manning 2003, Klumpp et al. 2006).

Dentre as diversas consequéncias da exposicdo a poluicdo aérea, pode-se destacar a
diminuicdo da fotossintese com alteracdes nas membranas e nos tilacoides do cloroplasto,
mudancas na fluorescéncia da clorofila, e principalmente a queda na concentracdo e inativacao da
enzima ribulose-bisfosfato carboxilase oxigenase (Rubisco), que apresenta grande sensibilidade ao
aumento do O3 (Iriti & Faoro 2007, Dizengremel et al. 2008); alteracdes na eficiéncia hidrica, com
diminuicdo da entrada de agua e sais pelas raizes; aumento de infec¢des por patdgenos (Klumpp et
al. 2006, Heath 2008); efeitos deletérios na floracédo e na formacéo do tubo polinico gerando perda
na produtividade (Sharma & Davis 1997); e por fim aceleracdo da senescéncia foliar (Krupa &
Manning 1988). Estes efeitos em processos bioquimicos e fisioldégicos causam danos ndo somente
em nivel celular, mas também podem afetar os individuos da floresta, podendo leva-los a morte
(Tausz et al. 2003, Tausz et al. 2007). Dependendo da intensidade do estresse e sensibilidade das
espécies, podem ocorrer mudancas na estrutura da populacdo e comunidade. Como consequéncia, a
relacdo de competicdo entre espécies é alterada, assim como 0S processos sucessionais, podendo
ocorrer também reducdo da diversidade bioldgica, simplificacdo e degradacdo do ambiente
(Domingos et al. 2002, Shriner & Karnosky 2003).

Os poluentes gasosos entram nas plantas através dos estbmatos durante o processo de trocas
gasosas, seguindo, por exemplo, 0 mesmo caminho do CO, dentro da folha e sofrendo as mesmas
resisténcias que este gas para entrar nas células do mesofilo, ou por meio da absorcéo nas raizes
quando depositados no solo (Igbal et al. 1996, Massman et al. 2000, Singh et al. 2010).

Dentro do tecido foliar, podem sofrer reagdes que formam espécies reativas de oxigénio

(ERO). O apoplasto é o primeiro local de formagéo e agdo das ERO, que séo consideradas como



indutoras das respostas celulares. Elas apresentam oxigénio em sua composicdo e sdo bastante
oxidativas. Podem ser radicais, que sdo moléculas que possuem elétrons desemparelhados, ou néo
radicais. E por serem altamente oxidativas, atacam rapidamente moléculas vitais, como lipideos,
acidos nucleicos, proteinas, membranas, pigmentos e outros componentes dentro e fora das células
vegetais, causando distarbios celulares que podem até acarretar na morte celular (Lascano et al.
1998, Halliwel & Gutteridge 2007, Overmyer et al. 2009).

No entanto, as ERO também sdo produzidas naturalmente nas plantas através de seus
processos metabolicos (Gill & Tuteja et al. 2010). Elas sdo formadas durante certas reacfes de
oxidacdo e reducédo (redox) e durante a reducdo incompleta do oxigénio ou oxidacdo da agua pela
cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto ou na mitocéndria (Bray et al. 2000). Organelas
como cloroplastos, mitocondrias ou peroxissomos com uma atividade metabdlica altamente
oxidante ou com intenso fluxo de elétrons sdo uma importante fonte de ERO em células vegetais
(Gill & Tuteja 2010).

A producao de ERO nas células vegetais é reforcada por condicGes bidticas e abidticas que
limitam a fixacdo de CO,, como a seca, salinidade, deficiéncia de nutrientes, extremos de
temperatura — calor e frio, e pela combinacdo desses fatores com alta luminosidade, além da
poluicdo aérea como mencionado anteriormente. Todas essas condicdes geram o estresse oxidativo
(Foyer & Noctor 2003, Miller et al. 2008, Gill & Tuteja 2010).

Entre as principais ERO que causam danos celulares, destacam-se radical superdxido (O,"),
radical hidroxila (OH") e as formas ndo-radicais (moleculares) peréxido de hidrogénio (H.0,) e
oxigénio singleto (*O,) (Bray et al. 2000, Pastori & Foyer 2002, Gill & Tuteja 2010).

O 0," é formado quando elétrons sdo mal direcionados e doados ao oxigénio. Sua formacédo
é resultante da transferéncia de elétrons no cloroplasto ou mitocondria e oxida varias moléculas
organicas, como o ascorbato, ou atua como redutor de metais, como o ferro. Pode ser produzido na

planta por meio de varios mecanismos (Deuner et al. 2008). Acredita-se que o O," possa ser



substrato para outros radicais toxicos, tornando sua remocao essencial para a integridade da célula
(Yunus & Igbal 1996).

Os OH sdo os mais potentes oxidantes conhecidos, embora tenham meia vida curta,
possuem alta afinidade com biomoléculas no seu sitio de producdo (Halliwell & Gutteridge, 2007).
Causam sérios danos aos componentes celulares e em macromoléculas, além de peroxidacao
lipidica, mutacdo de DNA e desnaturacdo de proteinas, podendo acarretar disfuncdes metabdlicas
irreparaveis e até a morte celular (Scandalios 1993).

O H,0, é uma das mais estaveis formas de ERO, embora moderamente reativa. Pode oxidar
proteinas, por exemplo, através da conversdo de grupos tiois para acidos sulfénicos (SOH) e atraves
da inativacdo de grupos ferro-enxofre (Mhamdi et al. 2012). E gerado durante o estresse oxidativo e
é formado nos peroxissomos como parte da via fotorrespiratoria (Neill et al. 2002). Possivelmente
desempenha uma funcdo na sinalizacdo de resposta de defesa, ndo s6 contra patdgenos, mas
também para estresses abioticos, como alteracdes térmicas ou excesso de luz, devido a sua alta
estabilidade e longa meia vida (Vranova et al. 2002, Gratdo et al. 2005). Outros processos
bioldgicos que utilizam a sinalizacdo do H,O, também sdo a morte celular programada e o
fechamento estomatico (Neill et al. 2002).

O 'O, predominantemente é gerado nos cloroplastos por meio de transferéncia de elétrons
de uma clorofila foto-excitada para o elétron do oxigénio molecular. Reage com a maioria das
moléculas bioldgicas, sendo altamente destrutivo. No entanto, a maioria dos danos ocorre proximo
ou em seu sitio de producédo (Foyer et al. 1994).

Assim como a formagdo das ERO é um fendmeno natural na célula, as plantas também
possuem um sistema de defesa natural contra o efeito oxidante das ERO, conhecido como sistema
de defesa antioxidante. Estes estdo situados em diversos compartimentos subcelulares e sdo capazes
de evitar os danos causados pelo estresse oxidativo, demonstrando a importancia da desintoxicacéo

das ERO para a sobrevivéncia celular (Halliwell & Gutteridge 2007).



Os poluentes de origem antrépica podem provocar a producdo excessiva de ERO causando
danos diversos (Pedroso 2006, Bray et al. 2000). A intensidade desses as plantas dependera de sua
capacidade de oxi-reducédo e da eficiéncia do sistema celular antioxidante em manter o equilibrio
oxidante-antioxidante (Bray et al. 2000). Plantas com conteudos altos e/ou alta capacidade de oxi-
reducdo sdo mais tolerantes a poluicdo aérea (Guzy & Heath 1993, Igbal et al. 1996, Gadallah
2000).

O sistema de defesa antioxidante tem papel fundamental na aquisicdo de tolerancia pelas
plantas. Entre as principais funcfes desse sistema destacam-se a protecdo ao aparato fotossintético,
remocdo de radicais livres, preservacdo de membranas e protecdo de biomoléculas contra possiveis
danos em suas estruturas, entre outras (Halliwell & Gutteridge 2007, Deuner et al. 2008).

De acordo com Rendon et al. (2013), os principais componentes do sistema de defesas
antioxidantes podem ser divididos em enzimaticos, encontrados principalmente em meio
intracelular (superoxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase, ascorbato peroxidase, glutationa
redutase, entre outras) e pequenas moléculas ndo-enzimaticas, que podem ser subdivididas em
soltveis em &gua (&cido ascorbico, bilirrubina e glutationa) ou soltveis em lipidios (a-tocoferol, B-
caroteno e licopeno).

O processo de defesa antioxidante, contra a acdo das ERO, é iniciado com a enzima
superoxido dismutase (SOD), considerada a primeira linha de defesa em nivel celular atuando como
importante protecdo contra o O,", dismutando esse radical a H,O, e O, (Favaretto et.al 2011). As
SODs sdo metaloenzimas que ocorrem em trés isoformas diferentes nos vegetais, de acordo com o
metal presente no sitio ativo, sendo manganés SOD (MnSOD), cobre/zinco SOD (Cu/ZnSOD) e
ferro SOD (FeSOD) (Culotta 2001, Alscher et al. 2002).

O H,0,, formado na reacdo catalisada pela SOD, é convertido em &gua por meio da
oxidacdo do &cido ascérbico a &cido monodeidroascorbico, em reacdo catalisada pela enzima

ascorbato peroxidase (APX). A enzima catalase (CAT) igualmente contribui para a conversédo de



H,0, em &gua e oxigénio molecular. A oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) também permite a
remocdo de H,0,, ainda previne a peroxidacdo dos lipidios, elimina o radical hidroxila (OH") e
oxigénio singleto (*O,). A reducdo do acido monodeidroascorbico (MDHA) a &cido ascorbico (AA)
ocorre por acdo da enzima monodeidroascorbato redutase (MDHR) nos cloroplastos ou por sua
dismutacdo espontanea, por ser uma molécula instavel, a dehidroascérbico (DHA), que reage com a
glutationa (GSH), produzindo AA e glutationa oxidada (GSSG). A GSSG, por sua vez, é reduzida
pela glutationa redutase (GR), por meio do consumo de NADPH. Na condicdo reduzida, acido
ascorbico e glutationa podem ser novamente utilizados, caracterizando o denominado Ciclo Foyer-
Halliwell-Asada (ou simplesmente ciclo ascorbato-glutationa). Para completar as defesas, os danos
provocados pelo oxigénio singleto e ions hidroxila podem ser também minimizados por outros
antioxidantes ndo enzimaticos, entre os quais o-tocoferol e carotendides. A figura 1.1 ilustra parte
das reacdes que acontecem no ciclo ascorbato — glutationa e também como as defesas antioxidantes
funcionam de forma integrada (Bray et al. 2000, Dizengremel et al. 2008, Halliwell & Gutteridge
2007).

Quando as ERO néo estdo em excesso no tecido celular, o ciclo ascorbato — glutationa
mantém o equilibrio pré-oxidante/antioxidante nas células. O aumento na producdo das ERO pelos
fatores ambientais ja mencionados, causadores de estresse oxidativo, pode levar a alteracdo desse
equilibrio, momento em que os danos oxidativos podem acontecer (Muggli 1993, Bray et.al 2000).
Sendo assim, a andlise das respostas antioxidantes ao estresse oxidativo, bem como de danos
causado por esse, podem contribuir para a descri¢do e avaliacdo do potencial redox das espécies
vegetais aos multiplos estresses aos quais 0s ecossistemas florestais estdo submetidos, mostrando

sua capacidade de tolerancia e perpetuacdo nesses ecossistemas.
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Figura 1.1. Sistema de defesa antioxidante nas células na presenca de espécies reativas de oxigénio
(adaptado de Halliwell, 2009). Radical superdxido (O,”); oxigénio singleto (*Oy), radical hidroxila
(OHY); enzima superoxido dismutase (SOD); enzima catalase (CAT); peroxido de hidrogénio
(H20,); enzima ascorbato peroxidase (APX); monodehidroascorbato (MDHA - forma
intermediaria); monodehidroascorbato redutase (MDHR); glutationa (forma reduzida — GSH e
forma oxidada — GSSG); enzima glutationa redutase (GR).

Ecossistemas florestais estdo sujeitos a diversos tipos de estresses impostos por oscilagdes
climéaticas na regido onde se encontram, como por exemplo, extremos de temperatura, déficit
hidrico e excesso de radiacdo solar (Tausz et al. 1998, Tausz et al. 2007). No entanto, quando
consideramos fragmentos florestais préximos a locais com grande atividade antropica, devemos
acrescentar a esses estresses climaticos, os também causados pela poluicdo atmosférica oriunda de
tais atividades. Pesquisas acerca dos efeitos de poluentes atmosféricos em mata nativa sdo escassas
(Bender et al. 2006, Furlan et al. 2008), mas sabe-se que além dos danos imediatos como a necrose
foliar, ha reducéo do crescimento e diminuigéo da alocacdo de recursos, diminuindo a producéo de
sementes podendo afetar a manutencao da populacdo (Ashmore 2005, Bender et al. 2006) e levar ao

declinio de florestas, como ja observado nos Estados Unidos, em paises da Europa (Percy et al.

2003) e no México (Bauer & Tejeda 2007).



Observa-se que grande parte dos estudos sobre os efeitos da poluicdo sobre florestas séo
realizados no Hemisfério Norte (Emberson et al. 2001, Emberson 2003) . Ainda € muito dificil
delimitar a magnitude dos danos causados por poluentes em comunidades vegetais naturais nos
paises de clima tropical, simplesmente por falta de conhecimento das espécies, apesar de ja terem
sido verificados niveis de poluicdo ambiental suficientemente altos para causarem efeitos
perceptiveis em espécies isoladas ou em comunidades vegetais. A situacdo no Brasil, em particular,
ndo é diferente (Klumpp et al. 2000, Domingos et al. 2002).

No Brasil, o nivel de contaminacdo ambiental por fontes antrdpicas é extremamente
variavel, em funcéo da forte diferenciacdo no desenvolvimento industrial e urbano ao longo de seu
extenso territério. O planejamento inadequado para instalacdo dos complexos industriais e o
crescimento desordenado das cidades podem restringir a dispersdo dos poluentes, resultando em um
acréscimo ainda maior na contaminacao atmosférica. As praticas agricolas e a queima da vegetacao
sdo fatores adicionais que também contribuem para o aumento dos niveis de contaminacao
ambiental em algumas regides do Brasil (Domingos et al. 2002, Molina & Molina 2004), como
pode ser observado na Regido Metropolitana de Campinas (RMC) (Boian & Andrade 2012).

O monitoramento de respostas antioxidativas em plantas que vivem em locais poluidos
oferece uma boa indicacdo do potencial de tolerancia das plantas aos fatores de estresse oxidativo
de origem ambiental e, em ultima analise, de sua condicdo de sobrevivéncia. Na literatura, existem
alguns trabalhos que avaliaram as respostas antioxidantes de espécies vegetais em florestas
submetidas a poluicdo atmosférica. Entre eles podem ser citados os diversos estudos realizados em
florestas de Pinus ponderosa em San Bernadino, na Califérnia (Tausz et al. 1998, Tausz et al. 2001,
Tausz et al. 2003), em florestas da india (Agrawal & Singh 2000) e em florestas de clima
temperado da Alemanha (Tausz et al. 2007). No entanto, no Brasil, tal abordagem metodoldgica

nunca foi aplicada.
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2. Objetivos

Tendo em vista as consideracfes acima apresentadas, este trabalho teve por objetivos:

o Conhecer o perfil da atividade enzimatica antioxidante (enzimas ascorbato
peroxidase, glutationa redutase, catalase, superoxido dismutase) de espécies arboreas nativas de
Floresta Estacional Semidecidual (Astronium graveolens Jacg., Croton floribundus Spreng e
Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr) e avaliar se estas sdo capazes de impedir ou restringir
danos celulares, indicados por meio dos teores de pigmentos e do acumulo de perdxido de

hidrogénio e hidroperéxido dieno conjugado;

o Determinar a variagdo espacial - diferentes fragmentos de Floresta Estacional

Semidecidual atingidos por diferentes tipos e niveis de contaminantes atmosféricos - e sazonal -

periodo seco e chuvoso - nestas mesmas reacdes indicadoras de estresse oxidativo;

o Analisar comparativamente o potencial das atividades enzimaticas antioxidantes das

espécies estudadas.
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3. Material e Métodos

3.1 Areade Estudo

A Regido Metropolitana de Campinas (RMC) situa-se no Planalto Paulista e esta incluida na
faixa de vegetacdo abrangida pelo Dominio Atlantico, sendo referida como Mata Atlantica sensu
lato (s.I.). A RMC, formada por 19 municipios, possui cerca de 2,3 milhGes de habitantes e ocupa
uma area de 3348 km?. Esta situada na regido sudeste do Estado de S&o Paulo e distante cerca de
130 km da capital, com altitudes variando de 550 a 680 metros. Seu clima é caracterizado como
tropical de altitude, com verdo chuvoso e inverno seco, sendo que 0 municipio de Campinas, sede
da regido, apresenta temperatura média anual de 21,4 °C, com a média das temperaturas minimas
no més mais frio de 11°C e a média das temperaturas maximas nos meses mais quentes de 29°C. A
precipitacdo media anual é de 1470 mm, sendo que aproximadamente 80% ocorrem no periodo de
outubro a mar¢o (Gutjahr & Tarifa 2004; Prezotti & Tresmondi 2006; Ferreira et al. 2007, Boian &
Andrade 2012).

Muitos dos municipios da regido possuem alto grau de industrializacdo, de servigos e
desenvolvimento agricola. Todas essas atividades trouxeram diversos problemas de ordem
ambiental. Destacam-se a cidade de Campinas, com populacgéo superior a um milh&o de habitantes e
frota veicular aproximada de 1,1 milhdo de veiculos, responsavel por parte significativa da poluicdo
atmosférica, e o municipio de Paulinia, que conta com um grande parque industrial, constituido
principalmente por inddstrias petroquimicas. Nessa regido também se encontram varias areas onde
séo realizadas queimas de palha de cana-de-agUcar, fonte tambem significativa de poluentes para a
atmosfera. (Prezotti & Tresmondi 2006, CETESB 2012).

Estudos realizados na area de influéncia do Parque industrial de Paulinia, que abrange varios
municipios da RMC, indicam elevadas concentracGes de poluentes (Clemente 2000, Tresmondi

2003). O desenvolvimento de atividades econémicas na regido teve inicio com a instalacdo do Pdélo
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Petroquimico de Paulinia. O municipio abriga a Refinaria do Planalto Paulista (REPLAN) desde
1972, que transformou a cidade em pdlo industrial gerando grande crescimento populacional e
urbano (Gutjahr & Tarifa 2004, Prezotti & Tresmondi 2006). O desenvolvimento industrial
acelerado da regido intensificou o transporte por meio de veiculos movidos a combustivel fossil,
contribuindo para o declinio da qualidade do ar (Carmo & Hogan 2006). E frequente na RMC picos
de concentracdo de Oz acima dos limites propostos pelo padréo de qualidade do ar (CETESB 2009),
assim como, elevadas concentracdes de oxidos de enxofre (SOx) e nitrogénio (NOx) (Carmo &
Hogan 2006), representando risco a saude humana, fauna e flora da regido (Klumpp et al. 2000;
Derisio 2007).

Na RMC, grande parte da floresta remanescente esta fragmentada em pequenas areas, na
maioria das vezes, isoladas umas das outras. No meio rural, permanecem nos locais mais ingremes,
nos terrenos alagados ou nos topos de morro e estdo cercados pelo uso agricola, geralmente
plantacdes de cana-de-acUcar (Moura 2013). Parte dos remanescentes de vegetacdo nativa esta
inserida em unidades de conservacdo como, por exemplo, a Area de Relevante Interesse Ecoldgico
(ARIE) Mata de Santa Genebra, no municipio de Campinas e a ARIE Matdo de Cosmopolis, no
municipio de Cosmopolis (Carmo & Hogan 2006).

Entre esses remanescentes, foram escolhidos trés fragmentos florestais para a realizacdo
deste projeto (Figura 3.1), os quais estdo citados abaixo. Sua localizacdo geografica e siglas séo
apresentadas na tabela 3.1:

- ARIE Mata de Santa Genebra, situada em area urbano-rural no municipio de Campinas, e
exposta principalmente a poluentes oriundos do trafego de automoveis e, de acordo com Boian &
Andrade (2012), também por poluentes transportados da Regido Metropolitana de S&o Paulo;

- ARIE Matdo de Cosmdpolis, em Cosmopolis, localizada na direcdo predominante dos
ventos vindos da regido do Polo Industrial, fortemente influenciada pelos poluentes advindos desta

e também por poluentes oriundos da atividade agricola presente no seu entorno.
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- Fragmento florestal na Fazenda Meia Lua, em Paulinia, localizado proximo da refinaria de

petréleo e cercado por plantacdo de cana de agucar e soja.

Tabela 3.1. Siglas dos fragmentos florestais estudados, sua area de ocupacdo e localizacdo
geografica.

Municipio Sigla Area Localizacao
(ha) (coordenadas)
22°36'59.52"S

Cosmopolis ~ FCO 1199 -0 gy a1y
22°42'50.23"S
Paulinia FPA 1889 470 518,50 W
22°49'36.81"S
Campinas FCA 2335 47° 5'18.59"W
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Figura 3.1. Foto de satélite da Regido Metropolitana de Campinas. Em detalhe os fragmentos
florestais (verde) e a Refinaria do Planalto Paulista — REPLAN (vermelho). FCO - Cosmopolis (A),
FPA — Paulinia (B), FCA - Campinas (C). Fonte: Google Maps. Acesso em julho de 2013.

3.2 Especies Estudadas

O estudo foi realizado com trés espécies nativas, previamente escolhidas através de
levantamento floristico realizado nos locais de estudo. As espécies estudadas foram Astronium
graveolens Jacg., Croton floribundus Spreng. e Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr (Figura
3.2), por apresentarem grande representatividade nestes fragmentos e pertencerem a estagios

sucessionais diferentes.
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O Astronium graveolens Jacq., conhecido popularmente como Guaritd, pertence a familia
Anacardiaceae e é considerada uma espécie secundaria tardia na sucessdo ecologica. Ocorre em
Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombroéfila Densa e Mista e também em matas ciliares.
Sua distribuicdo geografica vai da regido sudeste até a nordeste, nos estados BA, ES, MG, PR, RJ e
SP. Sua dispersao é anemocoérica e a floragdo ocorre do inicio do inverno ao inicio da primavera e a
frutificacdo na primavera. E uma espécie decidua, perdendo suas folhas antes da floracdo. As folhas
novas aparecem juntamente com as flores no final da estacdo seca (Engel et al. 1984, Carvalho
1994, Lorenzi 2002, Guaratini et al. 2008).

Croton floribundus Spreng. é conhecido popularmente Capixingui, pertence a familia
Euphorbiaceae e sua ocorréncia é principalmente na Floresta Estacional Semidecidual. E
classificado como espécie pioneira na sucessdo ecologica. Ocorre nos estados MG, MS, PR, SP e
RJ. Apresenta crescimento muito rapido e ciclo de vida curto, muito abundante em formacdes
secundarias, repovoando clareiras e proliferando em bordas de mata. A floracdo ocorre de meados
do inverno ao inicio da primavera e a frutificacdo ocorre em meados do verdo a meados do outono.
(Engel et al. 1984, Carvalho 1994, Lorenzi 2002, Durigan et al. 2002, Guaratini et al. 2008).

Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr, € uma espécie conhecida popularmente como Pau
Jacaré ou Angico, pertence a familia Fabaceae. E considerada secundaria inicial na sucessdo
ecologica. Ocorre em Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombroéfila Densa e Mista, com
distribuicdo nos estados BA, ES, MG, MS, PR, RJ, SC e SP. A floragdo ocorre da primavera ao
outono e a frutificacdo vai do inverno ao verdo. No caule ha presenca de aculeos, caracteristicos da
espécie, com até 2cm de comprimento em maior ou menor quantidade. (Engel et al. 1984, Carvalho

1994, Lorenzi 2002, Guaratini et al. 2008).
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Figura 3.2. Especies nativas analisadas neste estudo. Astronium graveolens Jacq. (A), Croton
floribundus Spreng.(B) e Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr (C). Fonte: Google imagem/
www.ib.usp.br.

3.3 Coletas

As coletas foram feitas nas estacdes chuvosas (periodo Umido) e secas (periodo seco) entre
fevereiro de 2012 e agosto de 2013, totalizando quatro amostragens, conforme Tabela 3.2. Cada
uma foi realizada durante oito dias em duas semanas consecutivas (quatro dias por semana). As
coletas diarias foram divididas em dois horéarios, as 10h e as 13h ou as 11h e as 14h, quando em
horério de verao.

As amostras das espécies vegetais foram coletadas em estado vegetativo de individuos
arbdreos presentes na borda norte dos fragmentos florestais, com PAP > 30 ¢cm, por meio do uso de
tesoura de alta poda (podao). Foram utilizadas folhas de 5 a 6 individuos de cada espécie, de acordo
com a disponibilidade, para formar uma amostra composta. Foram retiradas folhas totalmente
expandidas, maduras, sem herbivoria e expostas ao sol. A escolha dos individuos presentes neste
lado da borda possibilita coletar folhas que estdo sob maior exposicdo ao sol, e possivelmente,
interagindo mais com a atmosfera devido aos processos fotossintéticos. Sendo assim, ha maior
possibilidade de entrada dos poluentes nestes individuos. Este procedimento foi baseado em estudos

de efeitos de poluentes atmosféricos em florestas na Europa (ICP 2005).
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Apds a coleta, as amostras foliares foram homogeneizadas, separadas em aliquotas,
identificadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e levadas ao laboratério do Nucleo
de Pesquisa em Ecologia do Instituto de Botéanica do Estado de S&o Paulo. No laboratorio, todo
material vegetativo foi armazenado em freezer -80°C, para a realizacdo das analises bioquimicas das
enzimas antioxidantes e indicadores de danos bioquimicos, por meio de métodos previamente
testados para as espécies estudadas. Cada amostra composta foi analisada em triplicata de acordo

com as metodologias descritas abaixo.

Tabela 3.2. Datas das coletas realizadas.

Coleta Data Estacdo
06 a 09 fevereiro 2012 .
1# 13 a 16 fevereiro 2012 Umida 12
23 a 26 julho 2012
28 30 julho a 02 agosto 2012 Seca 12
28 a 31 janeiro 2013 )
32 04 a 07 fevereiro 2013 Umida 13
, 05 a 08 agosto 2013
4 12 a 15 agosto 2013 Seca 13

3.4 Caracterizacao das condicdes ambientais da Regido Metropolitana de Campinas

Para melhor compreensdo das respostas bioquimicas das espécies estudadas aos efeitos do
ambiente, dados meteoroldgicos (temperatura, umidade relativa e direcéo e velocidade dos ventos) e
poluicdo atmosférica (ozbnio, dxidos de nitrogénio e enxofre e material particulado) foram obtidos
nas estacdes de monitoramento da CETESB presentes na cidade de Paulinia e Americana. Ainda
com os dados de temperatura e umidade relativa foi calculado o Déficit de Pressdo de Vapor (DPV),

por meio da calculadora automatica, elaborada por Autogrow System  Ltd.
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(http://www.autogrow.com/downloads/download-software-and-drivers). Além disso, tambem foram
usados dados de precipitacdo cedidos pela Petrobras. Para a caracterizacdo da estacdo Umida foram

considerados os dados dos meses de dezembro a margo e para estacdo seca, 0s de junho a setembro.

3.5  Analises das enzimas antioxidantes e dos indicadores de alteragdes bioquimicas

a) Enzimas antioxidantes:

As analises das enzimas foram expressas por unidade de proteina. Para determinacdo de
proteinas e das atividades das enzimas glutationa redutase, catalase e ascorbato peroxidase, as
amostras vegetais foram homogeneizadas em tampéo fosfato de potéassio (100mM pH 7,5) contendo
etileno diamina &acido tetracético - EDTA (1mM), dithiothreitiol - DTT (3mM) e 4% (p/v) de
polyvinyl polypyrrolidone - PVPP. O extrato resultante foi centrifugado a velocidade de 10.000
rpm, por 30 minutos, a temperatura de 4°C (Azevedo et al. 1998). O sobrenadante foi coletado,

dividido em aliquotas e congelado a -80°C.

Atividade da Ascorbato Peroxidase (APX) — Para determinacdo da APX, foi utilizada a metodologia

proposta por Nakano e Asada (1981), com modifica¢Oes. A atividade da APX foi determinada em
uma mistura de reacdo que consistiu de tampdo fosfato (100mM, pH 7,0), EDTA (1mM), acido
ascorbico (5mM) e perdxido de hidrogénio (2mM). A reacdo foi iniciada com a adicdo de 15uL de
extrato vegetal a mistura. A oxidacdo do acido ascérbico foi medida em espectrofotémetro pela
diminuicao da absorbancia a 290nm, por 1 minuto. A atividade da APX foi expressa em pmol min™

mg™ proteina.

Atividade da Catalase (CAT) — Atividade da CAT foi determinada como descrito por Kraus et al.

(1995) em espectrofotdbmetro, com algumas modificacdes conforme Azevedo et al. (1998). A
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temperatura de 24°C, o extrato vegetal foi adicionado em uma mistura de reacdo de tampao fosfato
de potassio (100mM pH 7,5) contendo perdxido de hidrogénio (25%) preparado imediatamente
antes do uso. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 15uL de extrato vegetal. A atividade foi
determinada seguindo-se a decomposicdo de H,O, por 1 minuto, através das alteracbes na

absorbancia a 240nm. A atividade da CAT foi expressa em pumol min™® mg™ proteina.

Atividade da Glutationa Redutase (GR) — A atividade da GR foi determinada como descrito por

Smith et al. (1988), com modificacdes. O extrato vegetal (80uL) foi inserido numa mistura de
reacdo contendo tampdo fosfato (100mM pH 7,5), 5,5’dithio-bis-(2-acido nitrobenzoico) - DTNB
(ImM), NADPH (0,1mM) e glutationa oxidada (1mM), a 30°C. A atividade da enzima foi medida
em espectrofotdmetro a 412nm durante 1 minuto. A atividade da GR foi expressa em pmol min™

mg™ proteina.

Atividade da Superdxido Dismutase (SOD) — As folhas congeladas (0,4g) foram homogeneizadas

com PVPP e solucdo tampao fosfato (50mM pH 7,5), contendo EDTA (1mM), cloreto de sodio -
NaCl (50mM) e acido ascorbico (ImM). O extrato resultante foi centrifugado a velocidade de
10.000 rpm, sob temperatura de 2°C, durante 25 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados
EDTA (0,54mM), tampdo fosfato de potassio (100mM pH 7,0), metionina (0,13mM), azul p-
nitrotetrazolio -NBT (0,44mM) e riboflavina (1mM), os quais foram expostos a luz fluorescente
(80W) por 28 minutos. Extratos preparados seguindo o mesmo procedimento foram mantidos no
escuro. A absorbancia da solugédo foi medida em espectrofotdmetro (A = 560nm) em ambos 0s tipos
de extrato (iluminado e ndo iluminado) e a diferenga entre as duas absorbancias foi considerada
para a determinacdo da atividade da SOD, que consistiu na inibicdo da reducdo do NBT, pela
dismutacdo enzimatica do superoxido (Oswald et al. 1992). Somente para a SOD, as leituras foram

realizadas em duplicatas.
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Proteinas — A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com o método proposto por
Bradford (1976) utilizando o Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent, com albumina de soro bovino

como padrdo. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 595nm.

b) Indicadores de Alteracdes Bioquimicas:

Peroxido de Hidrogénio (H,0,) — para determinacdo do contetdo de perdxido de hidrogénio, 0,1g

de amostra vegetal foi macerada com &cido tricloroacético - TCA (0,1%). Apos centrifugacéo a
10.000 rpm sob 4°C de temperatura, ao sobrenadante foi adicionado tampédo fosfato de potassio
(100mM pH 7,5) e iodeto de potéssio - KI (1M) . Esta mistura foi mantida em gelo e no escuro por
1 hora. Apds este periodo, a leitura foi realizada em espectrofotometro a 390nm (Alexieva et al.

2001).

Hidroperéxido dieno conjugado (HPDC): a andlise de HPDC foi feita a partir dos extratos

etanolicos provenientes da extracdo de teores de pigmentos diluida na proporcdo de 1:15, em
espectrofotdmetro sob comprimento de onda de 234nm (Wannaz & Pignata 2006). O contetdo de
HPDC foi calculado a partir da formula e= 2,65 x 104 M'cm™ (Levin & Pignata 1995). Os

resultados foram expressos em pmol.g™* massa fresca.

Teores de Pigmentos — os pigmentos clorofila a, b e carotendides foram determinados com o

método proposto por Pignata et al. (2002). A 0,120g de amostra vegetal foram adicionados 12mL
de etanol a 96% e triturados. O sobrenadante foi lido em espectrofotébmetro, em comprimento de
onda 649nm para clorofila a, 666nm para clorofila b e 470nm para carotendides. Os resultados

foram expressos em mg.g™ de massa fresca.
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3.6 Analises estatisticas

Os resultados de todas as coletas realizadas foram analisados estatisticamente utilizando-se
software SIGMA PLOT 11.0. Foram comparados, primeiramente, aqueles obtidos para as amostras
coletadas nos dois horarios diarios. Ndo havendo diferencas significativas entre eles, foram
considerados como sendo média diaria. Apés essa etapa, foram comparados os dados dos periodos
Umidos e secos de cada ano de coleta, ndo havendo diferencas significativas entre verdes e invernos,
assumiu-se como repeticdo das estacbes. Foram também comparados os dados referentes a cada
fragmento florestal estudado, ndo havendo tendéncias claras de diferencas entre os locais, assumiu-
se que todos eles seriam representantes das condigdes ambientais da Regido Metropolitana de
Campinas. Para todas essas analises estatisticas foi usado o Mann-Whitney Rank Sum Test.

Apdbs essas consideracOes, as diferencas significativas nas respostas bioquimicas entre as
espécies Astronium graveolens, Croton floribundus e Piptadenia gonoacantha (Fator 1) e entre 0s
periodos de estudo, imido e seco (Fator 2), bem como o efeito da interacdo entre esses dois fatores
foi identificada atraveés de analise de variancia (ANOVA) com 2 fatores. Se necessario, a
transformacdo adequada dos dados foi realizada para chegar a uma distribuicdo normal e/ou
variancias iguais.

A apresentacdo dos resultados da andlise fatorial foi em graficos do tipo box-plot. Nesse
tipo de grafico, a mediana dos dados é uma linha que divide os retangulos (boxes); os retangulos
delimitam os 25% dos dados acima e abaixo da mediana (percentis de 25 e 75); as barras de erro
mostram o0s valores menores situados entre os percentis de 10 e 25 ou maiores entre os de 75 e
90; os simbolos (@) apontam os outliers (valores extremos - abaixo do percentil de 10 ou acima
do de 90). Essa apresentacao possibilita representar a distribuicdo de um conjunto de dados com
base na mediana, podendo-se avaliar a simetria dos dados, sua dispersao e a existéncia ou nao de

outliers.
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4. Resultados

4.1 Perfil Meteoroldgico e de Poluentes

A estacdo umida apresentou maior média de temperatura em relacdo a seca (25 e 23,5 °C,
respectivamente). Na estacdo seca, observou-se maior amplitude de variacdo entre o valor maximo
(35°C) e minimo (8°C) (tabela 4.1). Os valores médios de umidade relativa obtidos para a estacdo
Umida e seca foram bastante proximos, com a estacdo seca apresentando valor ligeiramente maior
(75%) que a umida (73%). O volume de chuva foi maior na esta¢do umida (584 mm), assim como a
média de radiacdo global (204 W/m?) e de déficit de pressdo de vapor (0,87 KPa). A velocidade

média do vento permaneceu a mesma durante as estacdes estudadas (2 m/s) (tabela 4.1).

Tabela 4.1. Média e respectivos valores maximos e minimos (entre parénteses) de temperatura (°C),
umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s), radiacdo global (W/m?) e déficit de pressdo de
vapor (DPV - KPa) e volume acumulado de precipitacdo (mm), durante a estacdo Umida (meses de
dezembro a mar¢o) e estacdo seca (meses de junho a setembro). Dados obtidos da estacdo de
monitoramento da CETESB em Paulinia e em Americana e dados cedidos pela Petrobras.

~ Umidade . ..~ Velocidade Radiacéo
Estacdo  Temperatura Relativa Precipitacéo do Vento Global DPV
.. 25 73 2 204
Umida 584 0,87
(35-15) (100 —23) (7-0) (324 -62)
23 75 2 162
Seca 95 0,66
(35-8) (100 —13) (7-0) (240 — 15)

A direcdo predominante do vento durante a estacdo umida (Figura 4.1-A) foi no sentido

sudeste para noroeste, assim como para a estagao seca (Figura 4.1-B).
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Figura 4.1. Direcdo e velocidade dos ventos (m/s?) em Paulinia no periodo imido (A) e seco (B)
em todo periodo de estudo (jan/12 a set/13). Dados fornecidos pela CETESB.

A concentracdo de Oz no periodo de 24 horas apresentou maior média durante a estacdo
Umida, porém o valor méximo foi obtido na estacdo seca. O mesmo padrdo de contaminacdo por
este poluente foi observado para a concentracdo de O3 durante o periodo de 10 horas. A exposi¢do
acumulada de ozbnio (EAO) foi mais alta durante a estacdo Umida (Tabela 4.2).

Ao contrério do ozbnio, a concentracdo média de SO,, NO, e MPy e seus respectivos
valores maximos e minimos foram maiores durante a estacdo seca, com destaque ao valor maximo

de SO, e MP1o bem acima do encontrado durante a estagdo Umida (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Concentracdo média e respectivos valores maximos e minimos (entre parénteses) dos
poluentes: 0z6nio (O pug/m?), diéxido de enxofre (SO, pg/m®), didxido de nitrogénio (NO, ug/m®) e
material particulado (MP1o pg/m®) durante a estacdo imida (meses de dezembro a marco) e estagdo
seca (meses de junho a setembro). Oz - 24h = concentracdo de 0z6nio no periodo de 24 horas. O3 -
10h = concentracdo de ozbnio no periodo das 7 as 17 horas. EAO = exposi¢do acumulada de
0zonio. Dados obtidos da estagdo de monitoramento da CETESB em Paulinia.

Estacao O3-24h 0O3-10h EAO SO, NO, MP1g
i 55 65 5,0 18,3 23,3
Umida 11219
(182-2) (182-2) (16-1) (89-0) (53,8 -10,7)
46 64 6,5 33,8 39,6
Seca

10960
(225-1) (225-1) (110-1) (150-1)  (223-1)
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4.2 Analises Bioquimicas

Os resultados das respostas bioquimicas obtidas para as trés espécies estudadas, coletadas
nos diferentes fragmentos da RMC, nas duas estacfes (Umida e seca) sdo apresentados em duas
etapas. A primeira etapa mostra a comparagdo das médias obtidas dessas respostas em amostras
coletadas em cada um dos fragmentos florestais estudados, nos periodos imido e seco (Tabelas 4.3
e 4.4). A segunda etapa mostra as diferencas nas respostas bioquimicas entre as espécies Astronium
graveolens, Croton floribundus e Piptadenia gonoacantha (Fator 1), entre os periodos de estudo,
umido e seco (Fator 2), bem como o efeito da interagdo entre esses dois fatores (Figuras 4.1 a 4.5 e
tabela 4.4).

A tabela 4.3 apresenta os valores médios e desvio padrdo obtidos para as variaveis
analisadas em cada uma das espécies na estacdo Umida. Os valores foram separados por espécie nos

diferentes fragmentos florestais estudados.

e Astronium graveolens
Diferencas significativas foram observadas para a atividade da enzima APX nas plantas de
FPA (16,6 + 5,7) e FCA (19,3 £ 7,0), para as demais enzimas ndo houve diferenca significativa
entre os locais. Maiores valores de HPDC foram observados em amostras oriundas de FPA
(73,0+6,7), e de conteudo de H,0; e clorofila b para aquelas oriundas de FCA (0,011 £ 0,002 e 0,60

+ 0,12, respectivamente).

e Croton floribundus
Maior atividade da enzima CAT foi observada em plantas coletadas em FCA (2039 + 1117),
enquanto que a concentracdo total de proteina foi mais alta naquelas de FPA (0,3 £ 0,1). Maiores
valores de H,0, para esta espécie foram observados nas plantas de FPA (0,011 + 0,002) e nas de

FCA para clorofila b e clorofila total (0,47 + 0,05 e 1,56 * 0,30, respectivamente).
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e Piptadenia gonoacantha
A maior atividade da enzima CAT foi observada nas plantas coletadas em FCA (1508 +
682). Entre os danos bioquimicos, diferencas significativas foram observadas para contetdo de

H,0, (0,007 = 0,002) naquelas oriundas de FCO, e de clorofila a para as de FCA (0,92 + 0,20).

Semelhante a tabela 4.3, a tabela 4.4 apresenta os valores médios e desvio padrdo obtidos
para as varidveis em cada uma das espécies na estacdo seca. Os valores também foram separados

por espécie nos fragmentos florestais estudados.

e Astronium graveolens

Em plantas de FCA foi observada maior atividade das enzimas APX, CAT e SOD (49,0 +
19,8, 4956 + 2249 e 0,8 £ 0,6, respectivamente). Nas plantas de FCO também foram obtidos
elevados valores de APX (41,1 £ 6,2), e nas plantas de FPA, SOD e também concentracdo de
proteinas (0,6 £ 0,2 e 0,5 £ 0,1, respectivamente). Maiores valores de HPDC e contetudo de H,0;
foram obtidos em plantas de FCO (61,1 £ 18,7 e 0,013 + 0,001, respectivamente). Em plantas de
FPA também foram observados maiores médias H,O, (0,015 + 0,003), assim como da razdo entre
clorofila a e b (2,70 £ 0,40). Plantas de FCA apresentaram maior conteddo de clorofila b (0,61 +

0,09).

e Croton floribundus
As plantas apresentaram maior atividade de CAT e GR naquelas oriundas de FPA (6870 +
3490 e 122,5 * 28,7, respectivamente). Em plantas coletadas em FCA foram observados altos
valores de CAT e SOD (6482 + 2385e 1,0 + 0,6, respectivamente). A concentracéo de proteinas foi

maior nas plantas de FCO (0,4 = 0,01). Entre os danos bioquimicos, maiores valores de HPDC e
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clorofila b foram obtidos em plantas coletadas em FCO (21,2 £+ 4,4 e 0,43 + 0,08, respectivamente).

As plantas de FCA também tiveram altos valores de clorofila b (0,45 + 0,04).

e Piptadenia gonoacantha

Maior atividade da enzima APX foi observada nas plantas de FPA e FCA (1151 + 15,1 e
125,0 + 56,5, respectivamente). Ainda, nas plantas de FCA, também foram observados altos valores
de CAT (22245 + 5147). As plantas de FCO apresentaram maior atividade de SOD e concentragao
de proteina (0,5 + 0,2 e 0,2 + 0,06, respectivamente). Altos valores de GR foram obtidos nas plantas
de FPA (286,1 + 70,6). Entre os danos bioquimicos, médias de HPDC, H,0, e razédo entre clorofila
aeb(18,1£5,1,0,011 £0,001 e 2,89 + 0,69, respectivamente) foram mais elevadas nas plantas de
FCO. Plantas oriundas de FPA também apresentaram altos valores medios de H,0O; (0,011 + 0,004).
As plantas coletadas em FCA apresentaram medias maiores para clorofila a e b e clorofila total

(1,02 £0,23,0,42 £ 0,10 e 1,44 £ 0,37, respectivamente).
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Tabela 4.3. Valores médios + desvio padrdo da atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX- pmol.min™.mg?proteina), catalase (CAT-
pmol.min™.mgproteina), superéxido dismutase (SOD- mgproteina), glutationa redutase (GR- umol.min™.mg™proteina), concentracéo de
proteinas (PRO- mg/mL), hidroperéxido dieno conjugado (HPDC- pmol.g™), peréxido de hidrogénio (H,O, pmol.g™ mf), clorofila a (CLOa-
mg.g™), clorofila b (CLOb- mg.g™), razéo entre clorofila a e b (CLOa/b), contetido de clorofila total (CLOtot- mg.g™) e carotendides (CAR-
mg.g™) em amostras foliares de A. graveolens, C. floribundus e P. gonoacantha coletadas na estacdo imida nos fragmentos florestais localizados
em Cosmadpolis (FCO), Paulinia (FPA) e Campinas (FCA). Letras indicam diferenca estatistica entre locais para a mesma espécie (p<0,05).

UMIDA
Variavel A.graveolens C. floribundus P.gonoacantha
FCO FPA FCA FCO FPA FCA FCO FPA FCA
APX 89+21b 16,6 £5,7a 193+£7,0a 50,8 + 32,7 28,3+131 44,0+ 22,4 39,3+10,9 359+128 342+112
CAT 444 + 174 649 £ 320 810 £ 510 1095 + 143 ab 662 £302 b 2039+ 1117a 1146+190ab 808+301b 1508 + 682 a
SOD 1,2+05 1,1+0,3 1,3+0,8 0,8+0,2 1,1+05 0,6 £0,4 0,3+0,1b 0,7+0,3a 0,7+05a
GR 19,0+£838 36,6 +22,1 215+11,0 62,8 + 18,5 485+79 61,3+14,8 54,6 £ 16,0 47,9+ 13,2 64,2 £ 14,3
PRO 05+0,1 0,3+0,1 04+0,1 0,2 £0,00 ab 0,3+0,1a 0,1+0,03b 0,1+0,01 0,1+0,06 0,2+0,1
HPDC 50,8+6,0b 73,0+6,7a 60,9+ 119ab 176 £3,5 27,8+ 137 18,3+39 20,3+4,7 21,4+54 19,0+£55
H,O, 0,008+0,001b 0,009+0,002ab 0,011+0,002a 0,007+0,001b 0,011+0,002a 0,006+0,002b 0,007+0,002a 0,005+0,001b 0,006+ 0,001 ab
CLOa 1,04 £0,13 0,98 £0,15 1,16 £ 0,22 0,87+0,11 0,94+0,21 1,08 +0,17 0,65+0,19b 0,73+0,11ab 0,92+0,20a
CLOb 0,44+0,04 b 0,46 + 0,06 ab 0,60+0,12a 0,34+0,05b 0,42 + 0,08 ab 0,47 +0,05a 0,30 £ 0,05 0,34 £ 0,06 0,39+0,11
CLOa/b 2,46 +0,55 2,26 £ 0,69 2,00 £ 0,66 2,67 £ 0,54 2,42+ 0,60 2,36 £ 0,45 2,37+£0,81 2,20 £ 0,58 2,39+ 0,59
CLOtot 1,48 £ 0,30 1,44 + 0,24 1,76 £ 0,55 1,21+025b 1,39£0,30 ab 1,56 + 0,30 a 0,95+ 0,28 1,08 +0,21 1,31+ 0,56
CAR 0,19 £ 0,04 0,17 £ 0,09 0,22 £ 0,08 0,15+ 0,03 0,16 £ 0,05 0,17 £ 0,05 0,11 £ 0,05 0,14 £ 0,06 0,16 £ 0,05

As letras indicam diferencas estatisticas (p> 0,05) e foram colocadas somente para as varidveis que apresentaram tais diferencas.
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Tabela 4.4. Valores médios + desvio padrdo da atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX- pmol.min™.mg?proteina), catalase (CAT-
umol.min™.mgproteina), superéxido dismutase (SOD- mgproteina), glutationa redutase (GR- pmol.min™.mg™proteina), concentracio de
proteinas (PRO- mg/mL), hidroperéxido dieno conjugado (HPDC- pmol.g™), peréxido de hidrogénio (H,O, pmol.g™ mf), clorofila a (CLOa-
mg.g™), clorofila b (CLOb- mg.g™), razéo entre clorofila a e b (CLOa/b), contetido de clorofila total (CLOtot- mg.g™) e carotendides (CAR-
mg.g™) em amostras foliares de A. graveolens, C. floribundus e P. gonoacantha coletadas na estagio seca nos fragmentos florestais localizados
em Cosmépolis (FCO), Paulinia (FPA) e Campinas (FCA). Letras indicam diferenca estatistica entre locais para a mesma espécie (p<0,05).

SECA
Variavel A.graveolens C. floribundus P.gonoacantha
FCO FPA FCA FCO FPA FCA FCO FPA FCA
APX 41,1+6,2a 18,7+9,6b 490+198a 32,8+88 72,8+40,0 56,3 + 30,2 63,2+151b 1151+155a 125,0+56,5a
CAT 3341+2622ab 2080+1049b 4956 + 2249 a 2534+873b 6870+3490a 6482+2385a 13730+4310b 16121 +5264ab 22245+5147a
SOD 03+0,1b 06+02a 08+06a 0,3+0,2b 0,5+04ab 1,0+£0,6a 05+0,2a 0,2+0,06 b 0,3+0,1ab
GR 58,1+311 38,7+ 26,7 54,0 £19,8 58,1+185b 1225+28,7a 66,3+189ab 111,4+573b 2861+706a 113,6+17,7ab
PRO 0,4+0,1ab 05+01la 02+0,1b 0,4+0,01a 02+0,1b 02+0,1b 0,2+0,06 a 0,1+0,02b 0,1+0,02b
HPDC 61,1+187a 356+38ab 228+3.2b 212+44a 13,1+£55b 92+18b 18,1+51a 10,3+ 1,7ab 50+18b
H,0; 0,013+0,001a 0,015+0,003a 0,011+0,002b 0,015+0,005 0,017+0,002 0,016+0,004 0,011+0001a 0,011+0,004a 0,008+0,001b
CLOa 1,22 +0,20 1,26 £ 0,21 1,46 £ 0,10 1,14+ 0,30 0,96 +0,11 1,07+0,11 094+030ab 0,71+0,13b 1,02+0,23a
CLOb 0,53+0,14ab 0,47+0,07b 0,61+0,09a 043+0,08a 0,34+0,04b 045+0,04a 0,32+006ab 0,27+0,06b 0,42+0,10 a
CLOa/b 252+0,80ab 2,70+0,40a 243+0,42b 2,67 £0,59 2,86 £ 0,32 2,36 £ 0,59 289+069a 269+045ab 2,46+044b
CLOtot 1,75+0,48 1,73+0,30 2,07 +£0,61 1,58 £ 0,55 1,30£0,21 152+035 1,26+045ab  0,98+0,37b 144+0,37a
CAR 0,26 £ 0,06 0,27 £ 0,05 0,29 + 0,04 0,23 £ 0,07 0,22 + 0,02 0,21 £ 0,05 0,23 £ 0,07 0,18 £ 0,03 0,22 £ 0,04

As letras indicam diferencas estatisticas (p> 0,05) e foram colocadas somente para as varidveis que apresentaram tais diferencas.
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4.2.1 Analise das enzimas antioxidantes

A atividade da SOD, ao contrario das demais enzimas estudadas, apresentou sua maior
atividade nas amostras obtidas na estacdo umida ndo havendo diferencas entre as espécies (Figura
4.2, Tabela 4.4).

A figura 4.2 mostra a variacdo da APX medida nas amostras foliares das trés espécies
estudadas, coletadas no periodo umido e seco. Na estacdo seca foram observadas as maiores médias
de atividade da APX. P.gonoacantha foi a espécie que apresentou a maior atividade e A. graveolens
a menor.

As espécies estudadas ndo apresentaram diferencas estatisticas para a atividade da CAT,
porém houve diferenca entre os resultados obtidos para as estacbes, com a estacdo seca
apresentando os maiores valores (Figura 4.2, Tabela 4.4).

A atividade da GR ndo diferiu significativamente entre as espécies na estacdo Umida. Porém
na estacdo seca, P. gonoacantha apresentou maior atividade desta enzima. As outras espécies
estudadas ndo apresentaram diferencas estatisticas para a atividade da GR entre as estacdes (Figura
4.2, Tabela 4.4).

A variacdo da concentracdo de proteina nas espécies estudadas ndo mostrou diferenca
significativa entre as estacOes. Ja entre as espécies houve diferenca, com A. graveolens
apresentando os maiores valores e C.floribundus e P.gonoacantha os menores (figura 4.3, Tabela

4.4).

30



Ascorbato Peroxidase Catalase
180 80000
A
160 4 Aab 2 Aa
. 50000 s

140 4
@ M Ba ® ’
,% 120 4 ; . £ 40000
e Bab t e
a 100 Ab N a
o N . 7, 2000+
E 80 ' £
= = Aa
E &0 4 a; E 20000 - N ;
g s
g 40 4 £ 10000

Ba
20 4 Ba Ba
o o]  edlm -+ .

A. graveolens  C. floribundus P. gonoacantha A. graveolens  C. floribundus P. gonoacantha

Glutationa Redutase Superéxido Dismutase

20
30
Aa
Aa L3
200 * 25 4
s . Ba
©
(= Aa Ba Aa Ba
£ 150 4 Ab Aa Ab 204 $ ¢ . . . .
g N e : . . 3
z $ 3 15
g . . Ba k= '
E 100+ Aa '3 a ¢ ;
e =
£ = 1.0 . .
© 504
L .
01 0.0 4

A. graveolens  C. floribundus P. gonoacantha A. graveolens  C. floribundus P. gonoacantha

Figura 4.2. Variagdo da atividade das enzimas: ascorbato peroxidase, catalase, glutationa redutase e
superdxido dismutase para as espécies A.graveolens, C.floribundus e P. gonoacantha. Os gréaficos
em vermelho representam a estacdo Umida e em azul a estacdo seca. Letras mailsculas comparam
as estacOes e letras minusculas espécies. Letras distintas indicam diferenca significativa (p< 0.05).
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Figura 4.3. Variacdo na concentracdo de proteinas nas espécies A.graveolens, C.floribundus e P.
gonoacantha. Os gréaficos em vermelho representam a estacdo Umida e em azul a estacdo seca.
Letras mailsculas comparam as estacfes e letras minusculas espécies. Letras distintas indicam
diferenca significativa (p< 0.05).
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4.2.2 Indicadores de Alteracdes Bioquimicas

A concentracdo de H,O, foi maior nas amostras foliares obtidas na estacdo seca, sendo que
entre as espécies, P. gonocantha foi a que apresentou menor valor nesta estacdo (Figura 4.4, Tabela
4.4). Os maiores valores de HPDC foram observados em A. graveolens. Entre as estacGes, maior

conteudo foi encontrado nas amostras obtidas na estacdo umida (Figura 4.4, Tabela 4.4).
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Figura 4.4. Variacdo na concentracdo de perdxido de hidrogénio e de hidroperixidienos conjugados
(HPDCs) para as espécies A.graveolens, C.floribundus e P. gonoacantha. Os graficos em vermelho
representam a estacdo Umida e em azul a estacdo seca. Letras mailsculas comparam as estacdes e
letras minusculas espécies. Letras distintas indicam diferencga significativa (p< 0.05).

A concentracgéo de clorofila a foi maior nas amostras coletadas na estacdo seca, sendo que as
espécies A.graveolens e C. floribundus apresentaram os valores mais elevados. Na estagdo Umida,
este mesmo padrdo se repetiu para as especies (Figura 4.5). A concentracdo de clorofila b nao
apresentou diferencas entre as estacdes. A.graveolens obteve os maiores valores destes pigmentos.
A razdo entre clorofila a e b ndo mostrou diferencas estatisticas entre as estacdes e entre as especies.

A razdo entre clorofila a e b ndo apresentou diferencas estatisticas entre as estacbes nem

entre as espécies. O contrario pode ser observado para os valores obtidos em clorofila total, onde
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houve diferenca significativa entre as estacGes, com o periodo seco apresentando valores mais

elevados. Entre as espécies, A. graveolens obteve os maiores valores e P. gonoacantha os menores

(Figura 4.5, Tabela 4.4).

As maiores concentracdes de carotenoides foram observadas na estacdo seca. Entre as

espécies, 0s maiores valores foram encontrados em A. graveolens e os menores em P. gonoacantha,

como demonstrado pela figura 4.6, tabela 4.4.
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Figura 4.5. Variagdo da concentracdo de clorofila a e b, raz&o entre clorofila a e b e conteudo total
de clorofila (a+b) nas espécies A.graveolens, C.floribundus e P. gonoacantha. Os graficos em
vermelho representam a estacdo Umida e em azul a estacdo seca. Letras maiusculas comparam as
estacOes e letras mindsculas espécies. Letras distintas indicam diferenca significativa (p< 0.05).
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Carotendides
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Figura 4.6. Valores médios da concentracdo de carotendides para as espécies A.graveolens,
C.floribundus e P. gonoacantha. Os graficos em vermelho representam a estacdo Umida e em azul a
estacdo seca. Letras maiusculas comparam as estacOes e letras mindsculas espécies. Letras distintas
indicam diferenca significativa (p< 0.05).

A tabela 4.5 apresenta o resultado da anélise fatorial realizada com as amostras obtidas para
as espécies nativas A.graveolens, C.floribundus e P. gonoacantha (Fator 1) durante as estacGes

Umida e seca dos anos de 2012 e 2013 (Fator 2).

Tabela 4.5. Dados de F e p da anélise de variancia com dois fatores (espécies e estacdes), bem
como a interacdo entre eles (espécies x estacdes). Atividade das enzimas ascorbato peroxidase
(APX); catalase (CAT); superdxido dismutase (SOD); glutationa redutase (GR) e concentracdo de
proteinas (PRO); hidroperoxidienos conjugados (HPDC); contetdo de perdxido de hidrogénio
(H20,); clorofila a (CLOa); clorofila b (CLODb); razédo entre clorofila a e b (CLOa/b); contetdo total
de clorofila (CLOa+b); carotendides (CAR).

Variavel Espécies Estacdes Espécies x Estacdes
F P F P F P

APX 6,453 0,005 12,054 0,002 2,595 0,091
CAT 1,015 0,374 17596 <0,001 0,154 0,858
SOD 2,127 0,137 4,326 0,046 0,466 0,632

GR 8,179 0,001 13,792 <0,001 4,137 0,026
PRO 12,889 <0,001 0,145 0,706 1,181 0,321
HPDC 12,131 <0,001 11,272 0,002 0,470 0,630
H,O, 7,245 0,003 39,844 <0,001 2,999 0,065
CLOa 8,945 <0,001 4,371 0,045 0,438 0,650
CLOb 9,923  <0,001 0,082 0,777 0,251 0,780

CLOa/b 0,144 0,866 2,685 0,112 0,222 0,802
CLOa+b 9,760 <0,001 2,537 0,122 0,468 0,631
CAR 4,384 0,021 18,678 <0,001 0,372 0,693
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5. Discussao

Os valores de umidade relativa obtidos para o periodo imido e seco foram muito préximos,
com média um pouco maior na estacao seca. De acordo com o relatério da CETESB de 2013, na
RMC nos anos de estudo, os meses de fevereiro e marco foram caracterizados pela diminuicdo das
precipitacGes. Além disso, a regido apresentou média de precipitacdo acima da média historica dos
Gltimos 10 anos para 0 que sdo considerados 0s meses mais secos do ano. Esses dados explicam o
alto valor de umidade relativa da estacdo seca no presente estudo. Ainda, este relatério mostra que a
distribuicdo das chuvas foi irregular entre os meses de inverno (estacdo seca), com junho e julho
apresentando maior precipitacdo, o que pode ter elevado o valor médio de umidade relativa para o
periodo, e 0os meses de maio e agosto apresentando valores inferiores as respectivas médias
histdricas. Dias excessivamente secos levam a uma condicdo meteoroldgica que pode provocar
inversdes térmicas que dificultam a dispersdo dos poluentes, explicando os valores mais elevados de
S0O,, NO, e MP; 0bservados durante a estacdo seca (CETESB 2013).

No clima tropical em que a RMC esta inserida, elevada concentracdo de O3 pode ocorrer
durante todo o ano (CETESB 2013). A formacdo deste poluente acontece ao longo do dia.
Conforme a intensidade da radiacdo solar aumenta, ocorre a fotdlise do NO, com consequente
aumento da sua concentracdo na atmosfera. Os altos valores de O3z encontrados ao longo do ano na
RMC podem ser consequéncia das condi¢bes favoraveis a sua formacdo na estagdo Umida, como
dias mais longos e quentes e também pela alta incidéncia de radiacdo solar (Tabela 4.1), e na
estacdo seca pela maior concentracdo de NO,, precursor do Oz (Tabela 4.2). Esses dados
demonstram que a vegetacdo nativa da regido pode sofrer com os efeitos deste poluente durante
todo 0 ano quando comparada com a vegetacdo de clima temperado, onde existe uma época bem
marcada para a formagdo de O3 (durante a primavera e verdo) (Klumpp et al. 2000, Domingos et al.
2002, Emberson 2003). Ainda, a menor quantidade de NO; na atmosfera, observada na estacdo

Umida, deve-se ndo somente a formacdo do 0z6nio, como também a maior deposi¢do Umida deste,
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em decorréncia da quantidade de chuvas que ocorreram no periodo. O mesmo pode ser dito para
SO, e MP1o (CETESB 2012).

Regides com areas urbanas, industriais e agricolas, como a RMC, representam grande fonte
de poluentes, com consequéncias tanto para a qualidade do ar local como também para areas
proximas devido ao transporte aéreo da poluicdo (Boian & Andrade 2012). Segundo o Relatorio da
Qualidade do Ar do Estado de Sao Paulo (CETESB 2009), os valores de AOT40 (concentracdo
acumulada de ozo6nio acima de 40 ppb) trimestrais para a estacdo de monitoramento situada em
Paulinia, em 2008, ultrapassaram o Valor de Referéncia para Protecdo da Produtividade Agricola
(VRPP), tanto no verdo como na primavera, em concentracdes superiores até 2,7 vezes o VRPP
limite (AOT40 de 3.000 ppb/h de 0z6nio acumulada no periodo de 3 meses), indicando que além de
perdas agricolas, provavelmente os fragmentos florestais na regido estdo sofrendo também os
efeitos prejudiciais do ozonio troposférico (Moura 2013).

Os valores elevados da concentracdo de Oj; atmosférico em Paulinia, que apresenta
frequentes picos de concentracdo deste poluente, sdo devidos principalmente aos seus precursores
emitidos pelo trafego local, pela emissdo de poluentes pelo Pélo Industrial localizado na cidade
(CETESB, Moura 2013) e também pela contribuicdo do transporte de poluentes vindos da Regido
Metropolitana de Sao Paulo para a RMC (Boian & Andrade 2012). Porém, a situacdo da poluicéo
na regido ndo é recente. O desenvolvimento industrial acelerado, principalmente depois da
implantagdo da REPLAN, na década de 70, expandiu a construcdo de estradas e rodovias, tornando
a regido susceptivel aos efeitos oxidativos dos poluentes emitidos por diversas fontes (Gutjahr &
Tarifa 2004, Prezotti & Tresmondi 2006). Destacam-se também na RMC, elevadas concentracdes
de oxidos de enxofre (SOx) e de nitrogénio (NOXx) oriundos do Pdlo Industrial de Paulinia e do
aglomerado urbano (Carmo & Hogan, 2006).

Através dos resultados obtidos com as plantas coletadas em cada um dos fragmentos

florestais estudados, ndo foi possivel observar uma tendéncia clara de que em algum deles as
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plantas estivessem sob maior ou menor efeito do estresse provocado pelas condigdes ambientais.
Durante o periodo imido, pode-se observar pouca diferenca entre locais para as variaveis analisadas
nas trés espécies. No periodo seco, a ocorréncia de diferenca estatistica foi maior, porém, ainda
assim, ndo demonstrou claramente um local com condi¢des ambientais que possa potencializar o
estresse, causando maior resposta antioxidante e/ou de dano bioquimico. Talvez essas diferencas
encontradas sejam reflexos de vieses amostrais impostos pelas condi¢cbes no momento da coleta,
como por exemplo, a idade da folha e posicdo desta na copa, apesar de sempre se ter buscado a
uniformidade na coleta. Também pode ser uma resposta a condi¢do microclimatica em determinado
dia e local nos periodos amostrais.

No entanto, os resultados obtidos mostraram variacdo sazonal da atividade das enzimas
antioxidantes, como relatado por alguns autores na literatura (Bulbovas et al. 2005, Ferreira et al.
2007, Halliwell & Guteridge 2007), também dos indicadores de danos oxidativos.

Durante a estacdo Umida, observou-se maior atividade da enzima superdéxido dismutase
(SOD) e maior concentracdo de hidroperdxidos dienos conjugados (HPDC) nas espécies estudadas
(Figuras 4.1 e 4.3 respectivamente). Nesta mesma estacdo, também foi registrada maior
concentracdo de Oz na atmosfera e maior incidéncia de radiacdo solar e média de temperatura
(Tabelas 4.2 e 4.1 respectivamente).

Bermudez et al. (2009) observaram aumento na atividade de SOD em Tillandsia capillaris,
uma espécie de bromélia bioindicadora de poluicdo, em é&rea agricola sob influéncia do Os.
Aumento na atividade de SOD em plantas sob altas concentracdes de O3 também foi observado por
Bernardi et al. (2004) e Esposito et al. (2009). Ueda et al. (2013) verificaram que em exposi¢éo
aguda de Os, isoformas de SOD reagiram diferentemente de acordo com sua localizagdo na célula.
As isoformas que estdo no peroxissomos, mitocondrias e cloroplastos reagiram mais ativamente
contra a acdo oxidativa do O3, enquanto que a isoforma do citosol respondeu pouco, mostrando que

0 O3 pode desencadear respostas em diferentes organelas da célula, ativando formas diferentes da
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SOD. Apesar das isoformas de SOD néo terem sido avaliadas neste estudo, € possivel que aquelas
que respondem mais ao Oz tenham sido ativadas durante a estacdo Umida, uma vez que a atividade
total da SOD foi maior nesta estacdo, que teve o O3 como seu principal poluente, uma vez que as
concentragdes de SO, NO, e MPy, foram mais baixas.

Por o sistema antioxidante ser fundamentalmente importante na protecdo do aparato
fotossintético da destruicdo foto-oxidativa, altas atividades de SOD indicam um potencial de
tolerancia aos danos causados pela foto-oxidacdo, como observado por Favaretto et al. (2011).
Esses autores relacionaram o aumento da atividade da SOD a elevados valores de radiacdo quando
expuseram especies nativas brasileiras a alta luminosidade. Yang et al. (2008) em experimento para
verificar o crescimento de sementes de Picea asperata sob alta luminosidade e seca também
observaram aumento nos valores da atividade de SOD e ainda Dafré et al. (2011) relacionaram o
aumento da atividade da SOD com aumento da temperatura, padrdo também observado neste
estudo. H& muitas evidencias de que a temperatura (Ali et al. 2005) e o excesso de luz (Michael &
Krishnaswamy 2011) causam alteracdes nos processos enzimaticos envolvendo o metabolismo
antioxidante em resposta ao estresse causado por esses fatores.

A luz é essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta, porém ela também pode
ser um fator ambiental de risco (Asada 2006). A exposicdo a luz excessiva pode aumentar a
producdo de ERO no interior da célula, podendo resultar na peroxidacdo de lipideos de membrana
(Lima & Abdalla 2001). O O3 também tem sido relatado como um poderoso oxidante que origina
danos a membrana plasmatica (Kumari et al. 2013), causando peroxidacdo lipidica (Ueda et al.
2013).

O conteudo de HPDC é um indicador de peroxidacéo lipidica, e constitui uma medida de
alteracdo no grau da integridade das membranas celulares expostas a poluicdo (Gonzélez et al.
1996). O hidroperdxido dieno € formado no inicio da peroxidacdo, onde o acido graxo poli-

insaturado sofre a acdo de uma especie reativa, abstraindo um atomo de H a partir de um grupo
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metileno (-Ch2-), ocorrendo formacéo de um radical carbono. Este ¢ estabilizado por um rearranjo
molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas ligacdes intercaladas por uma
ligacdo simples (Halliwell & Gutteridge 2007). Sendo assim, os hidroperoxidos sdo produtos
primarios da peroxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados, dai a importancia da sua medida
(Lima & Abdalla 2001). E bastante utilizado como marcador biolégico para poluicdo aérea,
especialmente em espécies do género Tillandsia (Bromeliaceae) (Carreras et al. 2005, Wannaz &
Pignata 2006, Gonzélez et al. 2012). O O3 é indicado como um dos poluentes atmosféricos que
pode iniciar a formacéo de hidroperdxidos. Estudos tem relacionado maior concentragdo de HPDC
com altas concentracdes de O3 (Gonzélez et al. 1996, Wannaz & Pignata 2006).

O aumento de H,O, em tecidos foliares promove o fechamento dos estbmatos e,
consequentemente, diminui a taxa transpiratoria, causando alteracdes na assimilacdo de carbono e
na entrada de poluentes na planta (Favaretto et al. 2011, Gill & Tuteja 2010). Ainda, pode agir
como um sinal indutor para a expressao de genes referentes a ativacdo das enzimas catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e outras peroxidases (Soares & Machado 2007, Deuner et al. 2008).

A sinalizacdo através do acumulo de H,O, esta relacionada de forma intrinseca com a
atividade das enzimas APX e CAT, sendo que a APX, devido a sua alta afinidade ao H,O,, reage a
alteracBes muito pequenas nas concentracdes deste, sendo responsavel pela regulacao fina do sinal,
enguanto que a atividade da CAT ¢ induzida em concentracdes mais altas de H,O,. Assim, qualquer
concentragdo de H,O, acima de um limiar normal pode gerar resposta de ativacao destas enzimas
(Mittler 2002). Neste estudo, na estagdo seca, a0 mesmo tempo em que ocorreu aumento na
concentragdo de H,O, houve aumento da atividade das enzimas APX e CAT (Figuras 4.2 e 4.4),
mostrando que neste periodo o0 H,O, agiu como um sinalizador da atividade destas enzimas.

Além de neutralizar o H,O, a CAT também age sobre alguns hidroperoxidos (Gill & Tuteja

2010), podendo assim também reagir com o HPDC, inativando-o, como observado com o0s
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resultados obtidos na estacdo seca, onde houve aumento da CAT e diminui¢cdo do HPDC (Figuras
4.1 e 4.3, respectivamente).

Peltzer & Polle (2001) afirmam que mudancas no sistema antioxidante podem estar
correlacionadas com variacbes na temperatura e luz, indicando que ambos os fatores sdo
importantes na modulacdo da defesa antioxidante. Peltzer et al. (2002) relataram que a atividade da
APX e GR diminuiram significativamente em plantas sob altas temperaturas, corroborando com o
presente estudo, onde menor atividade dessas enzimas foi observada na estacdo umida, periodo com
maior media de temperatura (Figura 4.1). Por outro lado, a atividade da SOD aumentou nesta
mesma estacdo. Dias et al. (2011) também observaram diminuic¢do na atividade da GR e aumento
da SOD sob altas temperaturas. Sobre a radiacdo, Favaretto et al. (2011) observaram que em plantas
submetidas a alta luminosidade a atividade da CAT diminuiu. No presente estudo também ocorreu
diminuicao da atividade da CAT durante a estacdo Umida, época com maior incidéncia de radiacéo
solar.

A GR ndo age diretamente na remocdo de ERO, porém é responsavel pela regeneracao da
glutationa a sua forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), tendo como objetivo a manutencéo do ciclo metabdlico da glutationa (Junior et al. 2001,
Gill & Tuteja 2010). O aumento da atividade da GR observado durante a estacdo seca deste estudo
demonstra que o ciclo ascorbato-glutationa manteve-se ativo durante o periodo, combatendo as
ERO. O aumento na atividade da GR ¢é crucial para determinar a tolerancia de espécies sob varios
estresses, como por exemplo, os impostos pela seca (Sharma & Dubey 2005). Lascano et al. (1998)
relacionaram o aumento na atividade da GR com o aumento do H,O, em estudo feito com folhas de
trigo (Triticum aestivum L. cv. Oasis), mostrando que esta enzima também responde a variagdes
desta substancia.

A concentragdo de clorofila a e total e de carotentides foi menor nas plantas coletadas na

estacdo Umida. Os valores de DPV (deficit de pressdo de vapor) foram mais altos nesta estacéo,
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assim como observado por Moura (2013) no mesmo local de estudo. Alta incidéncia solar associada
a um DPV elevado pode ocasionar fechamento dos estdmatos e com isso, resultar em diminuicéo na
concentracdo de CO, intercelular e ocorrer depressdo da fotossintese. Nesta situacdo, a quantidade
de fotons absorvida em excesso pode causar fotoinibicdo, com queda no potencial do fotossistema
Il e na concentracdo de pigmentos (Sanches et al. 2010). Ainda, o contetdo de pigmentos também
pode variar em funcdo da poluicdo atmosférica, como observado por Kumari et al. (2013) em
plantas expostas ao O3 e Robinson & Sicher (2004) em exposi¢cdo de Hordeum vulgare (cevada) a
altas concentracdes de poluentes e elevada luminosidade.

Os carotenoides destacam-se também como agentes antioxidantes (Junior et al. 2001). Tem
papel importante de fotoprotecéo por dissipar o excesso de energia de excitacdo na forma de calor e
também pela tolerancia ao estresse oxidativo (Gill & Tuteja 2010). Os carotenodides podem eliminar
o0 '0, e também séo capazes de reagir diretamente com O, e outros radicais livres, assim como
podem prevenir a peroxidacdo lipidica (Smirnoff 2005). No presente estudo, observou-se alta
concentracdo de carotendides e baixa concentracdo de HPDC no periodo seco, podendo 0s
carotendides entdo também ter evitado a acdo oxidativa das ERO neste periodo.

Espécies de diferentes grupos sucessionais podem diferir quanto as suas caracteristicas
ecofisioldgicas, como a capacidade fotossintética ou tolerancia a fotoinibicdo e estresse oxidativo
(Nogueira et al. 2004). Essas diferencas lhes permitem crescer e sobreviver sob diferentes
condi¢bes de luminosidade (Favaretto et al. 2011), e também influenciam em maior ou menor
tolerancia as variag¢des do ambiente em que ocorrem.

Espécies secundarias tardias, como A. graveolens, sdo adaptadas a se desenvolverem em
condi¢Oes de sombreamento no sub-bosque, com baixa intensidade de luz e temperatura (Gandolfi
2000, Guaratini et al. 2008). Em geral, apresentam altas concentracbes de clorofila pela
necessidade de captacdo de luz (Favaretto et al. 2011). Neste estudo observou-se alta concentracéo

de pigmentos (clorofila a, b e total, e carotendides) em A.graveolens (Figuras 4.5 e 4.6). As
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clorofilas podem atuar na protecdo das membranas (Gonzélez et al. 2012) e, como visto
anteriormente, os carotendides atuam como antioxidantes (Smirnoff 2005, Gill & Tuteja 2010).
Apesar de ter suas defesas aumentas em relacdo aos pigmentos, estas ndo impediram a producédo de
ERO e a ocorréncia de danos em A.graveolens, que apresentou valores altos de H,O, e HPDC.
Além dos altos valores desses indicadores de danos bioquimicos, também apresentou menor
atividade de APX em relacdo a outras espécies estudadas e de GR no periodo seco.

Em espécies pioneiras, como C.floribundus, espera-se encontrar altas taxas fotossintéticas,
maior acumulo de biomassa e teor de pigmentos inferior a espécies sucessionais tardias (Nogueira
et al. 2004). No entanto, espécies pioneiras necessitam de maior protecdo antioxidante para
compensar 0 estresse oxidativo imposto pela alta luminosidade as quais estdo expostas (Hansen et
al. 2002, Favaretto et al. 2011). No presente estudo, C.floribundus apresentou alta concentracdo de
clorofila a, queda na concentracdo de clorofila b e valores intermediarios de clorofila total e
carotendides quando comparado com as demais espécies estudadas (Figura 4.4 e 4.5). Valores altos
ou intermediarios de pigmentos em plantas de C.floribundus contribuiram para a protecdo das
membranas, uma vez que nesta espécie foi obtida baixa concentracdo de HPDC. Em relacdo as
enzimas do sistema de defesa antioxidante, estas ndo apresentaram muita variacdo durante o periodo
de estudo. O contetdo de H,O, foi alto, mas como as enzimas também ndo alteraram sua atividade
significativamente, ele pode ter sido um sinalizador para induzir a atividade enzimatica em niveis
capazes de prover prote¢do, corroborando também para os baixos niveis de HPDC.

Espécies secundérias inicias, como P. gonoacantha, sdo capazes de viver em niveis
intermediarios de luz e podem ocorrer na transicdo entre clareiras, no sub bosque ou clareiras
parcialmente preenchidas (Gandolfi 2000, Guaratini et al. 2008). Essa espécie, entre as demais
estudadas, foi a que apresentou menor concentracdo de pigmentos, mostrando que ela pode ser
sensivel as variagbes do ambiente, tanto meteoroldgicas como de qualidade do ar (Robinson &

Sicher 2004, Favaretto et al. 2011). Porém, as baixas concentracfes de pigmentos foram

42



compensadas pelo aumento das atividades enzimaticas da APX e GR, visto que houve baixa

concentracdo de HPDC e de H,0,.
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6. Conclusao

Os resultados, em seu conjunto, permitem concluir que as espécies estudadas possuem perfil
de atividade enzimética antioxidante diferente. A. graveolens teve menor atividade de APX e GR, e
P. gonoacantha maior, enquanto que C. floribundus apresentou valores intermediérios da atividade
dessas enzimas. A atividade de CAT e SOD ndo diferiu entre as espécies estudadas. Esse perfil
antioxidante resultou em maior quantidade de HPDC e H,O, em A. graveolens e baixos teores
dessas substancias em P. gonoacantha.

Apesar da variacdo do conteudo de pigmentos ser um indicador de estresse oxidativo, 0s
resultados obtidos no presente estudo também mostraram seu efeito antioxidante e de protetor de
membranas. C. floribundus, que teve alta concentracdo de clorofila a e valores intermediarios de
conteldo total de clorofila e carotendides, mostrou menores teores de HPDC. Tal efeito protetor ndo
foi observado em A. graveolens que teve elevadas concentragcdes de pigmentos, porém altos valores
de HPDC. J4 os baixos teores de pigmentos em P. gonoacantha foram compensados pela eficiéncia
da atividade das enzimas antioxidantes. Dessa forma, analisando comparativamente o potencial de
tolerancia das espécies estudadas, pode-se concluir que A. graveolens é a menos tolerante e P.
gonoacantha a mais tolerante.

As respostas bioguimicas das espécies estudadas ndo mostraram uma tendéncia clara de
diferenca de efeito de contaminacdo atmosférica entre os fragmentos florestais estudados, sendo que
0s mesmos podem ser considerados como representantes da condicdo de ambiental da RMC. Ja
entre as estacdes Umida e seca, a variacdo das respostas das plantas mostrou diferencas sazonais. Na
estacdo Umida as espécies apresentaram maior atividade de SOD e conteudo de HPDC, e baixo teor
de pigmentos como resposta a elevados valores de temperatura, radiagdo e concentracdo de o0zonio.
Na estacdo seca, as espécies apresentaram alta concentracdo de H,O,, que possivelmente atuou

como sinalizador para intensificar a atividade de APX e CAT ocasionando baixa concentracdo de
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HPDC. Tais respostas possivelmente estiveram relacionadas as elevadas concentragdes de SOo,

NO2, MP1o.
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