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Resumo

Os poluentes atmosféricos afetam a satide humana, a flora, fauna e patrimonios
historicos e modernos. O monitoramento desses poluentes pode ser realizado por meio
de estimativas das concentragcdes ambientais usando métodos fisico-quimicos e
matematicos ou via monitoramento biologico (biomonitoramento). Plantas podem
apresentar alteracdes fisioldgicas, quimicas e estruturais que indiquem estresse imposto
por poluentes atmosféricos. Diversas plantas tém sido utilizadas no biomoniramento
ambiental e, mais recentemente, muitas espécies de bromélias tém sido alvo de estudos
com esse objetivo. Bromélias epifitas ndo apresentam contato direto com o solo e sdo
capazes de refletir as condigdes do ambiente, apresentando maior capacidade de
acimulo de elementos quimicos que as espécies arbdreas. No entanto pouco se sabe
sobre suas reagdes metabdlicas. Neste estudo objetivou-se avaliar duas espécies de
bromélias epifitas quanto sua capacidade biomonitora na Regido Metropolitana de
Campinas (RMC), sujeita a diversas fontes poluidoras que contribuem para o alto aporte
de poluentes atmosféricos e assim estabelecer um protocolo de biomonitoramento, com
bromélias, eficiente para a regido. Para tanto, espécimes de Tillandsia usneoides e
Aechmea fasciata foram distribuidas em cinco pontos da RMC por 22 meses e ciclos de
12 semanas (8 exposigoes). A cada exposicdo foram quantificados os teores de
nutrientes ¢ metais tragos, ¢ variagdes em pardmetros fisioloégicos. A partir desses
resultados, um indice de contaminagdo atmosférica foi elaborado para melhor descrever
o gradiente de polui¢do da regido. Os resultados mostraram a alta capacidade
bioacumuladora de metais da espécie Aechmea fasciata, sendo muitas vezes mais
eficiente do que a espécie Tillandsia usneoides. Marcadores fisioldgicos individuais ndo
apresentaram correlagdo direta com a poluicdo local em ambas as espécies, mas a
variagdo dos parametros clorofila, peroxidacao lipidica e teores de glutationa mostraram
maior sensibilidade das plantas expostas em comparacao as plantas referéncia. A
associacdo dos pardmetros fisiologicos e quimicos mostrou ser uma alternativa eficaz
para o monitoramento ambiental, indicando que a espécie Aechmea fasciata como a

mais adequada para aplicagdo do indice desenvolvido.

Palavras chave: poluigdo atmosférica, bromélias, monitoramento ambiental



Abstract

Air pollutants may affect human health, historical and modern buildings and environmental in
general. The monitoring of these pollutants can be accomplished through environmental
concentrations estimates using physico-chemical and mathematical methods or via biological
monitoring (biomonitoring). Plants can present physiological, structural and chemical changes
that indicate stress imposed by air pollutants. Several plants have been used in environmental
biomonitoring and, more recently, many species of bromeliads have been the subject of studies
with this goal. Epiphytic bromeliads do not have direct contact with tsoils and are able to reflect
the environment conditions, showing greater ability to accumulation of chemical elements than
the tree species. However little is known about their metabolic reactions. This study aimed to
evaluate the biomonitor capacity of two epiphytic bromeliads species exposed in the
Metropolitan Region of Campinas (MRC), subject to various pollutant sources that contribute to
the high amount of air pollutants and, thus, establish an efficient Biomonitoring Protocol, with
bromeliads, for the region. For this, Tillandsia usneoides and Aechmea fasciata specimens were
distributed in five points of MRC in 12-week cycles for 22 months (8 expositions). At the end
of every exposition levels of nutrients, trace metals and variations in physiological parameters
were quantified. From these results, an atmospheric pollution index was designed to better
describe the gradient of pollution in the region. The results showed the high biocumulator
capacity of metal of Aechmea fasciata species, being many times more efficient than 7illandsia
usneoides. Individual physiological markers showed no direct correlation with the local
pollution in both species, but the variation of chlorophyll parameters, lipid peroxidation and
glutathione levels showed greater sensitivity of plants exposed compared to reference plants.
The association of physiological and chemical parameters proved to be more effective
alternative for environmental monitoring, indicating the species Aechmea fasciata as best suited

for the application of the developed index.

Key words: atmospheric pollution, bromeliads, environmental monitoring.
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Capitulo I — Introducio e descricao geral do

biomonitoramento ativo

1. Introducdo

O crescente desenvolvimento urbano e industrial, ao emitir poluentes, tem sido
responsavel por alteragdes ao ambiente natural. Em regides urbanas e industriais, estdo
entre os poluentes mais significativos os gases dioxido de enxofre (SO,), 6xidos de
nitrogénio (NOy) e ozbénio (O;), e material particulado com diversos compostos e
elementos adsorvidos, como nitratos e sulfatos, e metais pesados (CETESB 2010).
Fertilizantes quimicos inorganicos, transportados de lavouras pelas dguas de chuva para
corregos e rios tornam-se um dos principais distribuidores de particulas toxicas que
afetam vérias espécies (Oliveira 2012).

Os poluentes atmosféricos podem por em risco a saide humana, afetam a flora e
a fauna, e danificam patrimonios historicos € modernos (Klumpp et al. 2001). Em Sao
Paulo, por exemplo, os poluentes veiculares contribuem para o aumento da mortalidade
e morbidade, em especial por doengas respiratorias e cardiovasculares (Toledo &
Nardocci 2011).

A qualidade do ar pode ser avaliada por meio da estimativa da carga de
poluentes emitidos por diferentes fontes poluidoras em dada regido, de medidas das
concentragdes ambientais dos principais poluentes usando métodos fisico-quimicos e do
uso de modelos matematicos para descrever a dispersdo de poluentes na regido. A
qualidade do ar, assim, pode ser descrita em nivel local, regional, nacional e mesmo
global (Klumpp et al. 2001, CETESB 2010), o que permite determinar ¢ avaliar normas
e valores limites para concentracdes de poluentes no ar, por 6rgdos de gestdo publica,
como a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB).

Os poluentes sdo reconhecidamente téxicos as plantas, podendo causar
alteragdes fisiologicas, bioquimicas e estruturais, tanto indicadoras de distirbios, quanto
da intensificagdo de defesas contra o estresse imposto por poluentes atmosféricos
(Emberson et al. 2001, Emberson et al. 2003). Essas alteracdes podem ser uteis para a
avaliagdo do ambiente no qual as plantas s3o expostas, técnica denominada
biomonitoramento.

O biomonitoramento pode ser definido como a observacao continua de uma éarea

geografica, com a ajuda de organismos adequados que refletem as alteracdes do meio ao
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longo do tempo e espago. As informagdes relevantes no biomonitoramento podem ser
deduzidas a partir de quaisquer mudangas no comportamento do organismo monitor
(composicdo e/ou riqueza de espécies, desempenho fisioldgico e/ou ecoldgico e
morfologia) ou a partir das concentragdes de substancias especificas nos tecidos
(Wolterbeek 2002).

O biomonitoramento com plantas possibilita a delimitagdo de areas atingidas
pela contaminagdo por poluentes, sua classificagdao entre varios niveis de poluicao e a
avaliagdo dos riscos impostos a fauna e a vegetacdo local (Ellenberg 1991). As
altera¢des nas plantas bioindicadoras podem ser visiveis ou ndo, sendo decorrentes de
efeitos diretos ou indiretos dos poluentes e outros estresses ambientais sobre moléculas
vitais (lipidios, proteinas ou acidos nucl€icos) ¢ da intensidade das respostas indicadoras
de disturbios, determinada pela capacidade das plantas tolerarem o estresse imposto
pelos poluentes. O biomonitoramento também pode fornecer informagdes sobre o
padrdo geografico e a tendéncia temporal da concentragdo de poluentes no meio
ambiente (Ellenberg 1991, Arndt et al. 1995).

Segundo Ellenberg (1991) e Markert et al. (2003) as plantas bioindicadoras
podem ser diferenciadas em trés grupos principais: bioindicadoras, biomonitoras e
plantas testes. Plantas bioindicadoras sao indicadoras de reacdo, ou seja, que respondem
a acdo dos poluentes com danos visiveis ou alteragdes anatomicas e fisiologicas; as
biomonitoras sao indicadoras de acumulagdo, sendo relativamente resistentes aos
poluentes aéreos, o que proporciona o acumulo de substincias tdxicas nos tecidos
foliares sem a ocorréncia de distirbios visiveis. Os organismos testes sdo altamente
padronizados e utilizados em bioensaios de toxicologia, como no caso da espécie
Tradescantia pallida, que apresenta variagao na frequéncia de mutacdes génicas quando
expostas a poluicao (Klumpp 2001, Ferreira et al. 2007).

Plantas "sensiveis" ou indicadoras "cumulativas" podem ser usadas em dois
métodos de amostragem: monitoramento “ativo” ou “passivo”. O monitoramento ativo
envolve a exposicdo intencional e padronizada de plantas em segmentos do ambiente
por determinados periodos de tempo. O monitoramento passivo € baseado na avaliacdo
comparativa de reagdes de estresse em organismos selecionados existentes na area de
estudo em questdo e, geralmente, envolve geoestatistica ¢ a aplicacdo de sistemas de

informagao geografica (Klumpp ef al. 2001, Markert et al. 2003).



Diversas espécies vegetais tém sido utilizadas como biomonitoras ou indicadoras
de contaminagdo atmosférica de poluentes. Muitas estdo padronizadas para estudos que
avaliam poluentes especificos: como Nicotiana tabacum Bel W3 e Psidium guajava cv.
Paluma para O3 (Klumpp et al. 2001, Dias et al. 2007, Pina et al. 2007, Klumpp et al.
20006), Lolium multiflorum para SO, (Klumpp et al. 2001, Rodrigues & Raya-Rodriguez
2012) e elementos tragos (Klumpp et al. 2009), liquens para metais pesados (Raposo Jr
et al. 2007, Fioreze & Santos 2014), entre outros.

Os primeiros estudos com bromélias visando a avaliacdo do impacto da poluigdo
ambiental surgiram nas primeiras décadas do século XX (Saiki et al. 2004). Atualmente
os estudos se intensificaram, sendo amplamente explorados no Brasil (Figueiredo et al.
2004, Figueiredo et al. 2007, Elias et al. 2006, Elias et al. 2008, Aquino ef al. 2011,
Giampaoli ef al. 2012, Ferreira 2014) e na Argentina (Pignata et al. 2002, Wannaz &
Pignata 2006, Bermudez et al. 2009). Os estudos conduzidos no Brasil, particularmente
com as bromélias epifitas, tém se baseado unicamente na analise do acumulo foliar dos
elementos.

A maioria das bromélias, incluindo as utilizadas neste estudo, apresentam
reagdes de assimilagio do carbono do tipo CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas), com abertura de estdmatos majoritariamente durante a noite ou nas
primeiras horas da manha (Londers et al. 2005, Loeschen et al. 1993, Laube & Zotz
2003, Popp et al. 2003, Londers et al. 2005). Plantas com metabolismo CAM
apresentam mecanismo diferenciado de aquisi¢do, armazenamento transitério e
concentragdo de CO,, com base na sintese de acidos organicos, onde o CO; ¢ fixado no
escuro, durante a noite, e liberado durante o dia (Liittge 2008). O mecanismo aumenta a
eficiéncia no uso da agua, proporcionando elevada vantagem na sobrevivéncia em
ambientes secos.

Plantas epifitas, como muitas bromélias, ndo apresentam contato direto com o
solo e formam um compartimento especial do ecossistema nos estudos de ciclagem de
elementos quimicos, sendo capazes de refletir as condi¢des do ambiente, uma vez que
retiram suas principais fontes de nutricdo do ar, e apresentam maior capacidade de
acumulo de elementos quimicos que as espécies arboreas (Elias et al. 2008).

Tillandsia usneoides (L.) L., conhecida popularmente como barba de velho ou
barba de bode, ¢ uma espécie epifita largamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais e estd adaptada a regides mais secas e quentes (Maclntire et al. 1952,
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Benzing & Bermudes 1991). A espécie ndo apresenta sistema radicular, dependendo do
ar para retirada de 4gua e nutrientes via tricomas em formato de escamas existentes nas
folhas, sendo classificada como epifita atmosférica. Apresenta alta superficie de
exposicao, aumentando seu potencial para acumular elementos atmosféricos (Malm et
al. 1998, Figueiredo et al. 2001, Nogueira 2006, Calasans & Malm 1997). Sua
capacidade para acumular metais como Al, As, Cr, Fe, Mo, Sb, Ti, V e Zn, indica o
potencial promissor da espécie como biomonitora de poluicdo atmosférica, como
concluido por Aquino et al. (2011), ao expor plantas de Tillandsia usneoides em
diferentes locais ao longo da Serra do Mar em Cubatao/SP.

Recentemente, além de 7. usneoides, outras espécies de Tillandsia tém
apresentado capacidade bioindicadora. Graciano et al. (2003) estudaram duas espécies
do género Tillandsia e concluiram que a Tillandsia recurvata (L.) L. acumula enxoftre e
tolera niveis locais de contaminacdo aérea sem apresentar danos morfoldgicos. Wannaz
& Pignata (2006) avaliaram a capacidade biomonitora para material particulado de
quatro espécies de Tillandsia (Tillandsia capillaris Ruiz & Pav., Tillandsia permutata
A. Cast., Tillandsia tricholepis Baker e Tillandsia retorta Griseb. ex Baker),
apresentando uma escala de eficiéncias para as mesmas. Pesquisadores da Universidad
Nacional de Coérdoba, Argentina, tém estudado plantas do género Tillandsia como
ferramentas na elaboragdo de indices de danos fisiologicos por poluentes atmosféricos
(Pignata et al. 2002, Wannaz & Pignata 2006)

Os estudos com epifitas biomonitoras abriram precedentes para a analise de
outras espécies epifitas, em especial da familia Bromeliaceae. Elias et al. (2006)
estudaram onze espécies de bromélias nativas do Parque Estadual Carlos Botelho, SP,
para determinacdo de elementos quimicos, concluindo que Canistropsis billbergioides
(Schult. f.) Leme mostrou-se promissora para a biomonitoramento de elementos
quimicos na Mata Atlantica. Vinterhalter & Vinterhalter (1994), Mercier & Kerbauy
(1997), Vervaceke et al. (2002), Cueva et al. (2006) e Tavares et al. (2008) conduziram
estudos in vitro e ex vitro com vérias plantas do género Aechmea, avaliando a nutrigdo,
germinagdo de pdlen e multiplicacdo in vitro. Giampaoli ef al. (2012) e Zampieri et al.
(2012) analisaram a capacidade de acumulo de Zn e Cu e os disturbios causados ao
sistema antioxidante em plantas de Aechmea blanchetiana cultivadas in vitro,

concluindo que a espécie apresenta capacidade de acumulo dos metais sem apresentar



danos visiveis ou desequilibrio nutricional nas plantas, abrindo precedentes para mais
estudos com espécies desse género.

Aechmea fasciata ¢ uma planta ornamental, com inflorescéncias que alteram a
coloracdo de azul claro para rosa avermelhada ao longo da floracdo (Benzing 1980,
Benzing 2000). A espécie apresenta tanque, € originaria da regido tropical e subtropical
da América Central ¢ América do Sul, encontrada em diversos habitats (Smith &
Downs 1974). Muitos dos estudos com a espécie foram realizados in vitro e objetivaram
descrever a espécie sob aspectos taxondmicos e fisioldgicos (nutricdo, germinacao de
poélen e métodos adequados de desenvolvimento) (Vinterhalter & Vinterhalter 1994,
Vervaeke et al. 2002, Cueva 2006). A espécie apresenta crescimento mais rapido e alta
capacidade de regeneracdo por estresse hidrico, quando comparada com plantas do
género Tillandsia; portanto, podendo ser uma alternativa para estudos de
biomonitoramento atmosférico na regido tropical.

Assim, o potencial bioindicador de A. fasciata foi analisado no presente estudo
utilizando os principios do biomonitoramento ativo, comparando-o com o de uma
espécie de bromélia padronizada como bioimonitora (7illandsia usneoides), quando
expostas na Regido Metropolitana de Campinas, Estado de Sao Paulo, que tem sido
contaminada por poluentes atmosféricos emitidos por fontes urbanas, industriais e

agricolas.

1.1. Objetivos Gerais

1) Avaliar comparativamente a capacidade acumuladora das espécies Aechmea
fasciata e Tillandsia usneoides, determinando a eficiéncia da Aechmea fasciata como
biomonitora para acimulo de metais;

2) Determinar as possiveis alteragcdes bioquimicas e fisiologicas (indicadores do
sistema de defesa vegetal) causada por poluentes nas espécies estudadas;

3) Determinar, entre as duas espécies de bromélias, qual ¢ a mais adequada para
estimar quantitativamente o nivel de contaminag@o atmosférica na regido de estudo, por
meio da elaboragdo de indice de contaminacdo atmosférica (ICA), com base nas
alteracdes quimicas e fisiologicas relevantes medidas em plantas expostas na regido de

estudo.

10



2. Descrigao geral do biomonitoramento ativo

2.1. Caracterizagdo da drea de estudo

O biomonitoramento foi realizado em parte da Regido Metropolitana de
Campinas (RMC), pertencente ao Estado de Sdo Paulo (latitudes 22°30' e 23°15'S e
longitudes 46°30' e 47°00'W). A regido ocupa area de aproximadamente 3.673 km?,
sendo formada por dezenove municipios.

A RMC esta incluida na faixa de vegetagdo abrangida pelo Dominio Atlantico,
sendo referida como Mata Atlantica sensu lato (s.l.)., se estendendo por seis municipios
(Americana, Campinas, Cosmopolis, Holambra, Jaguariina e Paulinia). O clima da
regido ¢ marcado por estagdes secas e chuvosas. Atualmente, as areas de vegetacdo
remanescente, Floresta Estacional Semidecidual, estao fragmentadas em pequenas areas
residuais, em sua maioria isoladas. Parte dos remanescentes de vegetagdo nativa esta
inserida em unidades de conservagdo como a Area de Relevante Interesse Ecoldgico
Mata de Santa Genebra. Contudo, a maior parte da area de estudo ¢ marcada por
atividades agricolas, em especial cultivos de cana-de-agucar, milho e citros (Figura 1).

A RMC situa-se no planalto paulista em zona intertropical, caracterizada por
duas estacdes marcantes: periodo umido com elevadas temperaturas, € seco com
temperaturas mais amenas ¢ menor pluviosidade (Viscente 2005), apresentando
diferengas significativas na intensidade e dire¢des dos ventos entre as estagdes (Figura
2).

O desenvolvimento de atividades econdmicas na RMC foi marcado pela
instalacao do polo petroquimico de Paulinia, cidade que dista cerca de 130 km da cidade
de Sao Paulo, localizada na regido Centro-Sudeste do Estado, em latitude 22°45'47"S ¢
longitude 47°09'07"W com area de 154 km?, na qual 2/3 com ocupagdo urbana (Gutjahr
2008, Prezotti & Tresmondi 2006). O desenvolvimento acelerado da regido causou
impacto ambiental significativo e, como consequéncia, o transporte por meio de
veiculos movidos a combustivel fossil foi intensificado, contribuindo também para o
declinio da qualidade do ar (Carmo & Hogan 2006).

A regido apresenta historico de elevadas concentragdes de o0xidos de enxofre
(SOx), oxidos de nitrogénio (NOx), 0zonio (O3), bem como material particulado (MP),
nos quais elementos toxicos, como metais pesados, podem estar aderidos (Carmo &

Hogan 2006, CETESB 2009, CETESB 2010). Esses poluentes sdo oriundos de
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diferentes usos da terra (urbanas, industriais e agricolas), conforme mostra a figura 1. A

figura 2 apresenta a dire¢@o e velocidade dos ventos na RMC, no periodo de estudo.

MAPA DE USO E OCUPACAO DA AREA DE ESTUDO
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Figura 1. Mapa da area de estudo e entornos com destaque dos pontos onde foi
realizado o biomonitoramento ativo e distribui¢do das principais fontes de poluentes da
regido. Posicdo dos locais de exposicdo: HO (Holambra), ML — Fazenda Meia Lua
(Paulinia), JA (Jaguaritina), PC (centro de Paulinia) e SG — Mata de Santa Genebra
(Campinas). Imagem produzida pelo gedgrafo Marco Aurélio Formentin Serra (2014).
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Figura 2. Direcdo e velocidade dos ventos (m m® s') na RMC durante o periodo de
estudo. A - no periodo seco; B - no periodo umido. Dados cedidos pela Refinaria do
Planalto Paulista, da Petrobras (S22 43.932 W47 08.261), localizada no P6lo Industrial
de Paulinia.

2.2. Desenho experimental

O biomonitoramento foi realizado em cinco locais da RMC, contidos em uma
area circular com raio de 10 km (314 km?), cujo ponto central foi demarcado no Pélo

Petroquimico de Paulinia (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1. Localizagdo e coordenadas dos locais de exposicao para realizagdo do estudo.

Pontos Municipio da RMC Coordenadas geogréficas
. 22°49'22.65"S
1 SG Campinas 47°06'17.38"0
: " - 22°41'52.19"S
aulinia 47°6'10.27"0
- 22°43'3.78"S
3 JA Jaguariina 47°01'50.71"O
L. 22°46'13.4"S
4 PC Paulinia 47°09'25.3"0
22°39'48.25"S
5 HO Holambra 47°06'26.71"0

O biomonitoramento ativo foi realizado com as espécies de bromélias epifitas
Tillandsia usneoides e Aechmea fasciata (Figura 3), comuns em toda América Latina e
amplamente utilizadas na ornamentacao de ambientes. As plantas de 7. usneoides foram

obtidas de produtor comercial em Cordeirdpolis (Spagnhol Plantas Ornamentais) e as de
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A. fasciata em Holambra (Ecoflora), garantindo a padronizag¢do das plantas e evitando a

retirada de exemplares presentes na natureza.

Figura 3. Cultivo de T. usneoide em Cordeirdpolis (acima). Estufa climatizada (esq.) e
detalhe das plantas (dir.). Cultivo de plantas de A. fasciata em Holambra (acima). Estufa
climatizada (esq.) e detalhe das plantas (dir.).

As plantas de A4. fasciata adquiridas do produtor foram transferidas para vasos
individuais contendo casca de Pinnus compostada como substrato. As mudas
permaneceram em casa de vegetagdo por trés meses, com irrigacdo diaria e adubacdo
semanal com 2,0 g L" de Peters® (N:P:K 20:20:20) até atingirem tamanho adequado
para exposi¢do. Ao atingirem peso de no minimo 30 g, com tanque o formado, foram
identificadas e transferidas para os locais de estudo.

As mudas de 7. usneoides foram adquiridas 6 meses antes do inicio do
experimento e mantidas em casa de vegetagcao com irrigagao diaria para aclimatagdo. Na
véspera da exposicao, as plantas foram subdivididas em amostras mistas de 50 g e

amarradas com linha de nylon.
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O biomonitoramento ativo consistiu de oito épocas de exposicao (E1 a ES, tabela
2) consecutivas em cada local de estudo, abrangendo, no total, 22 meses (junho/2012 a
abril/2013). Cada exposigao foi iniciada com cinco amostras mistas de 7. usneoides e
cinco individuos de A. fasciata em cada local, onde permaneceram por 12 semanas
suspensas sob estrutura de PVC com tela de sombrite de aproximadamente 50% (Figura
4). As plantas de T. usneoides permaneceram amarradas na tela do sombrite com fio de
nylon e foram mergulhadas em 4gua ultrapura na data de troca e nas semanas
posteriores durante o periodo de exposicao. As plantas de 4. fasciata foram distribuidas
em suportes numerados feitos de garrafas PET transparentes suspensas por fios de
nylon. Para evitar proliferacdo de larvas e mosquitos transmissores de doenga parte do
copo das plantas e o fundo das garrafas foram preenchidos com areia lavada em agua
Mili-Q e esterilizadas em autoclave. Apds a transferéncia, o tanque das plantas foi
preenchido com &gua ultrapura. As plantas foram regadas com 4gua ultrapura
semanalmente, durante todo o periodo de estudo. Apds cada periodo de exposi¢do, as
plantas foram levadas em sacos transparentes para andlises no Nucleo de Ecologia do
Instituto de Botanica e substituidas por novos exemplares.

Conforme descrito na tabela 2, trés experimentos de exposi¢ao foram realizados
nas estagdes secas € cinco nas estagoes umidas. A determinagdo do clima de cada
estacdo foi feita em fungdo da comparacao dos valores médios da precipitagao histérica
dos locais da RMC, cedidos pela Cetesb e Cepagri, e os dados observados ao longo dos
22 meses de experimento. Valores cuja somatdria da exposicao fosse acima de 200 mm

foram considerados de clima iumido e até 200 mm foram considerados de clima seco.

Tabela 2. Cronograma de exposigdes das espécies 1. usneoide e A. fasciata ao longo do
periodo de experimentagao.

Exposicio  Estacdo Clima Inicio Troca/ coleta
El Inv/2011 Seco 22/06/2011 14/09/2011
E2 Pri/ 2011 Umido 14/09/2011 13/12/2011
E3 Ver/2011 Umido 13/12/2011 29/02/2012
E4 Out/ 2012 Umido 29/02/2012  23/05/2012
ES Inv/ 2012 Seco 23/05/2012 14/08/2012
Eé6 Pri/ 2012 Seco 14/08/2012  06/11/2012
E7 Ver/2012 Umido 06/11/2012  23/01/2013
ES8 Out/ 2013 Umido 23/01/2013 17/04/2013
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Figura 4. A - Estrutura de PVC sob sombrite de 50% montada no ponto de Campinas —
Reserva de Santa Genebra (SG) com as plantas expostas. B - Tillandsia usneoides. C -
Aechmea fasciata.

Foram obtidos dados de temperatura, umidade relativa e radiagdo solar para cada
local e durante cada periodo de 12 semanas (tabela 3). Observa-se que a temperatura,
umidade relativa e radia¢do solar variaram pouco entre as coletas e que o principal

marcador do clima da regido € a precipitagao, seguida pela radi¢do solar.
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Tabela 3. Dados de precipitagao e valores médios de temperatura, umidade relativa e
radiagdo solar global dos locais da RMC, durante o periodo de estudo (junho/2012 a
abril/2013). Fontes: CETESB (http://www.cetesb.sp.gov.br/ar/qualidade-do-ar/32-
qualar) e CEPAGRI (http://www.cpa.unicamp.br/atualizacoes-regulares.html)

Fontes de Precipitaciao Temperatura Umidade Radiagdo solar média
Local .~ priaca peratu) Relativa (%, (W, m?, seco/iimido)
poluicdo (mm, seco/imido) (°C, seco/imido) ..
seco/imido)
Urbano/ 415,1 71,11 283,9
SG Agricola (141,8/492,0) 22,7(21,0123,6) (77,9/67,1) (127,86/439,86)
Industrial/ 353,6 76,9 187,0
ML A gricola (143.5/4674) 203 (560246) 46 4176 5) (171,5/202,2)
, 338,3 78,8 149,5
JA Agricola (149.8/437,0) 232 Q04239 74 676.7) (123,8/175,1)
191 77,8 217,7
PC Urbano 521370,7) 20 @923 69 477 4) (180.4/255,0)
. 320 79,6
HO Agricola (145.0/430,0) 25,3 (26,5/25,4) (74.9/79.7) -

Locais: SG — Mata de Santa Genebra (Campinas), ML — Fazenda Meia Lua (Paulinia),
JA (Jaguariuna), PC (centro de Paulinia) e HO (Holambra).

2.3. Caracterizagdo de poluentes atmosféricos

Estagdes de monitoramento da qualidade do ar da CETESB forneceram
informagdes de concentra¢do diaria de poluentes para a Campinas Centro, Paulinia-
Centro e Paulinia-Sul, sendo utilizadas como referéncia para os pontos localizados em
Campinas e Paulinia (SG e PC respectivamente). Juntamente com esses dados e para os
locais sem estacdo de monitoramento (ML, HO e JA), as concentragdes dos poluentes
(O3 e NO») na atmosfera foram monitoradas por amostragens passivas por equipe do
Nucleo de Pesquisa em Ecologia do Instituto de Botanica. Estes foram utilizados para
caracterizacdo da contaminagdo atmosférica ao longo dos oito experimentos realizados
em campo.

A amostragem passiva dos poluentes foi realizada com o uso de amostrador
cilindrico comercialmente disponivel para coleta de particulas (Millipore®), com 33
mm de altura e 19 mm de raio interno, no qual foram depositados papel de filtro de
celulose (Whatman® N° 41) com raio igual ao raio interno do amostrador e impregnado
com a solugdo de o azul de indigo, para as amostragems de O3, e trietanolamina 11% em
combinagdo com etilenoglicol 3,6%, acetona 25% e um conversor contendo CrO; para

as amostragens de NOj;, como sugerido por Machado et al. (2008) e Garcia et al.
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(2010). No segundo ano de experimento os amostradores de O3 foram substituidos pelos

descritos por Ogawa (2001).
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Figura 5. Valores médios de poluentes SO,, NO,, O3 e MP;, avaliados nos pontos de
estudo ao longo do periodo de estudo. E1, E5S e E6 ocorreram no periodo seco e E2, E3,
E4, E7 e E8 no periodo umido. Barras correspondem ao eixo primario (esquerda) e
pontos ao eixo secundario (direita). Dados obtidos por estacdes de monitoramento da
Cetesb e amostradores de captacdo passiva utilizados pelo grupo de pesquisa do Nucleo
de Ecologia do Instituto de Boténica.

A andlise conjunta dos pontos permitiu a descri¢do geral das concentragdes de
poluentes presentes na RMC em cada experimento de exposicdo, como apresentado na
figura 5. A anélise mostrou a presenca dominante de Oz na regido, com variagdo ao
longo do tempo, seguido pelos teores de MP;g. Os menores valores foram observados
para as concentragdes de SO, (eixo secundario da figura), com maiores valores no
periodo umido do primeiro ano de estudo (E2, E3 e E4). As concentracdes de NO;
apresentaram pouca variacao ao longo do estudo, sendo maiores nos periodos secos (E1,
ES5 e Eo6).

A caracteriza¢do da distribuicdao espacial e temporal dos poluentes (SO,, NO,,
0O; e MPyy) e clima (temperatura, umidade relativa e precipitacao) avaliados nos pontos
de estudo da RMC ao longo do periodo de experimento foi realizada utilizando-se a

analise de componentes principais (PCA).
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A PCA resumiu 75% dos dados de clima e polui¢do no primeiro eixo com
valores significativos (p<0,01) e confirmam a separagdo temporal da variacdo de
poluentes e clima, sendo as maiores concentracdes de material particulado (MP) e

oxidos de enxofre e nitrogénio (SO, e NO;) associados as exposi¢cdes no clima seco
(Figura 6).
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Figura 6. Andlise de componentes principais (PCA) distribuindo espacialmente e
temporalmente dos poluentes (SO,, NO,, O3 e MPj() e clima (temperatura, umidade
relativa e precipitagdo), avaliados nos pontos de estudo na RMC ao longo do periodo de
estudo. Locais de exposi¢do: HO (Holambra), ML — Fazenda Meia Lua (Paulinia), JA
(Jaguariuna), PC (centro de Paulinia) e SG — Mata de Santa Genebra (Campinas).

2.4. Etapas experimentais finais

Ao final de cada experimento de exposicao, as plantas foram analisadas quanto a:

e Concentracdes foliares e enriquecimento foliar de nutrientes (N, K, P, S, Ca, Mg

B, Cu, Mn, Zn ¢ Fe) e metais tragos (Ni, V, Co, Pb e Cr). A descri¢do dos
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métodos analiticos e, a apresentacdo e discussdo de resultados dessa etapa

experimental estdo no Capitulo 2;

e VariacOes dos teores de metabolitos fisioldgicos e quimicos de plantas expostas
aos ambientes poluidos; a descricdo dos métodos analiticos e a apresentagdo e

discussdo de resultados dessa etapa experimental estao no Capitulo 3;

e A proposi¢do de Indice de Contaminacdo Atmosférica, com base nas respostas
quimicas e fisiologicas mais relevantes, sera apresentada e discutida no Capitulo

4.

e As consideracdes finais e conclusdes gerais desse estudo estdo apresentadas no

Capitulo 5.
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Capitulo II — Acumulo de nutrientes e metais pesados em
bromélias epifitas expostas na Regido Metropolitana de
Campinas

1. Introducdo

Poluentes atmosféricos como didxido de enxofre (SO,), 6xidos de nitrogénio
(NOx) e Material Particulado (MP) podem afetar direta ou indiretamente plantas,
animais ou o meio ambiente em geral (Wellburn 1990, Kaiser et al. 1993, Manninen &
Huttunen 2000, Cape et al. 2003, Fiirst et al. 2003, Mitchell et al. 2004). Klumpp et al.
(2002), ao estudarem os efeitos da poluicdo atmosférica industrial em Cubatdo, SP,
mostraram que plantas submetidas a altas concentragdes de poluentes apresentaram
perdas de cations, como potassio (K), calcio (Ca®") e magnésio (Mg2+), por lixiviagdo
das superficies foliares. Segundo Cape et al. (1990), Linder (1995), Rautio ef al. (1998a,
b), Turunen et al. (1995) e Cape (2009) os desequilibrios nutricionais podem ser
evidenciados por alteragdes nas razdes entre as concentracdes foliares de nitrogénio (N)
e enxofte (S¥) e as de macronutrientes.

A analise de teores de macro e micronutrientes, essenciais para as plantas,
também pode evidenciar o acimulo de elementos, quando acima dos valores
considerados normais, passando a ser considerados poluentes. Este ¢ o caso, por
exemplo, de N, S, ferro (Fe*"), cobre (Cu*") e zinco (Zn*").

Fe, Cu e Zn sdo também classificados como metais pesados, que sdo elementos
quimicos com densidade superior a 4,5 g cm™. Além desses micronutrientes, metais
pesados como cadmio (Cd*), cromo (Cr’"), cobalto (Co’"), mercurio (Hg>),
molibdénio (Mo”), niquel (Ni*"), chumbo (Pb*"), e alguns elementos mais leves como o
aluminio (AI’"), arsénio (As’") e selénio (Se*) podem ser toxicos as plantas, entre
outros organismos, sendo alvos de estudos ecotoxicologicos.

A toxicidade dos metais pode ser decorrente da sua ligagdo com os grupos
sulfidricos de proteinas, levando a degradacdo da estrutura, inibicdo da atividade de
enzimas ou o deslocamento de um elemento essencial na composi¢do das mesmas,
resultando em efeitos de deficiéncia (Hall 2002, Bermudez et al. 2009, Cape 2009). A

distribuicdo dos metais de origem antropogénica no ambiente pode ocorrer pela
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emissdo, dispersao e deposicdio do MP, ao qual estdo aderidos. O diametro
aerodindmico do MP condiciona os processos de dispersdo e deposicdo. As particulas
podem ser denominadas ultrafinas (didmetro aerodindmico < 0,1 um), finas (até 2,5 um
- MP,5) e grossas (> 2,5 um). Contudo, para estabelecimento da qualidade do ar sob
ponto de vista de protecdo da satide humana, sao monitoradas particulas com didmetro
de até 2,5 um (MP;5) ou até 10 um (MP;o) (Pope et al. 2009).

Existem pelo menos dez mecanismos distintos que diminuem a toxicidade dos
metais em plantas acumuladoras, entre os quais 0 armazenamento nos vacuolos € a sua
complexdo com substancias organicas (Rengel 1997). Muitas plantas tropicais vém
sendo estudadas quanto ao seu potencial bioacumulador. Como ¢ o caso de Psidium
guajava cv. Paluma e Tibouchina pulchra (Moraes et al. 2002, Domingos et al. 2003,
Nakazato 2014).

Atualmente, varias bromélias sao utilizadas como indicadoras de qualidade do
ar, devido a alta capacidade de acumular elementos toxicos e, em sua maioria, sem
demonstrarem danos visiveis. Bromélias do género Tillandsia sdo consideradas
biomonitoras por acimulo de metais, em especial Hg, Cu e Zn, e tém sido utilizadas em
estudos em Sdo Paulo (Figueiredo ef al. 2001, 2007), Chile (Cortés 2004) e Argentina
(Wannaz & Pignata 2006; Bermudez et al. 2009), entre outros. Nesses estudos sdo
identificados diferentes graus de acimulo de nutrientes e metais nas plantas, bem como
seu uso para mapear fontes e distribuicao desses elementos na area de estudo.

Uma das principais espécies de Tillandsia utilizadas em estudos de
monitoramento de metais ¢ a Tillandsia usneoides, popularmente conhecida como barba
de bode. Figueiredo et al. (2001) observaram que a concentracao de elementos como Al,
As, Cr, Fe, Mo, Sb, Ti, V e Zn tendem a aumentar em plantas de 7. usneoides expostas
em locais com crescentes graus de polui¢do. Amado-Filho et al. (2002), em estudo
controlado com plantas de 7. usneoides em sala com ar enriquecido por mercurio (Hg)
constataram que particulas de Hg foram absorvidas principalmente pelas escamas,
superficies de caule e folhas da 7. usneoides. A distribui¢do das escamas ao longo da
superficie das folhas da espécie facilita a retengdo de particulas atmosféricas na
epiderme (Vianna et al. 2011). Mais recentemente, Ferreira (2014) utilizou plantas de 7.
usneoides para associar os metais absorvidos pela espécie as fontes de poluicdo em
pontos de Campinas e Paulinia. Sutton ef al. (2014) concluiram que 7. usneoides retém
mercurio (Hg) nos tecidos, independentemente da concentracdo de ar e pode ser
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utilizada para deteccdo de padrdes de concentracao atmosférica em longos periodos de
tempo e numa ampla escala geografica.

Contudo, hé que se considerar a possibilidade de 7. usneoides nao se aclimatar
bem as condi¢des ambientais da regido de monitoramento, ressaltando a necessidade de
busca de novas plantas bioindicadoras, como tem ocorrido na atualidade em relacdo as
espécies de bromélias. Elias et al. (2008) avaliaram 11 espécies de Bromélias e
concluiram que a Aechmea coelestis, Nidularium innocentii, Nidularium krisgreeniae,
Vriesea carinata, Billbergia amoena e Canistropsis billbergioides sdo capazes de
acumular altas concentracdes de diferentes metais. Giampaoli et al. (2012) testaram
plantas de Aechmea blanchetiana sob condigdes controladas de crescimento em meios
enriquecidos com Cu e Zn, concluindo que a espécie também apresenta potencial
bioacumulador de metais.

O potencial bioindicador de Aechmea fasciata, bromélia originaria da regido
tropical e subtropical da América Central e do Sul, sendo encontrada em diversos
habitats (Smith & Downs 1974), pode ser testado em regides tropicais, por ser uma
planta ornamental de facil cultivo, apresentar crescimento rapido e alta capacidade de
regeneragdo ao estresse hidrico, quando comparada com plantas do género Tillandsia
(Vinterhalter & Vinterhalter 1994, Vervaeke et al. 2002, Cueva et al. 2006). Assim, o
presente estudo visou avaliar comparativamente a capacidade acumuladora de nutrientes
e metais nas espécies de bromélias epifitas 7. usneoides e A. fasciata, expostas a
diferentes fontes poluidoras (industriais, urbanas e agricolas) na regido metropolitana de
Campinas (RMC), e determinar se a espécie A. fasciata pode ser utilizada como

biomonitora.

2. Material e métodos

Plantas de 7. usneoides e A. fasciata (n=5, cada) foram expostas em cinco
pontos da Regido Metropolitana de Campinas (RMC), em ciclos de 12 semanas durante
22 meses, totalizando 8 exposi¢des (3 realizadas em periodo seco € 5 em periodo
umido). As plantas permaneceram sob tela de polietileno (sombrite) 50% e foram
irrigadas com agua deionizada semanalmente, conforme descrito no Capitulo 1.

Ao final de cada exposi¢do, as plantas foram coletadas para analise e

substituidas por novas, provenientes de produtores da regido. Trés individuos foram
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separados para analises preliminares no inicio de cada exposi¢do (tempo zero). As
plantas obtidas dos produtores foram mantidas em estufa do Nucleo de Plantas

Ornamentais do Instituto de Botanica, Sao Paulo, SP.

2.1. Analises nutricionais.

A analise nutricional foi realizada em amostras secas em estufa com renovagao e
circulagdo de ar (Marconi M035) a 60 °C e moidas em micro-moinho de bola de dgata
(Pulverisette 0, Fritsch, Alemanha). As amostras pulverizadas foram divididas em dois
frascos de acrilico contendo, quando possivel, 2,0 g de material seco cada, sendo uma
parte encaminhada ao Departamento de Ciéncias de Solo da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” da USP (ESALQ) para anélise de macro (N, K, P, S, Ca
e Mg) e micronutrientes (B, Cu, Mn, Zn e Fe) por espectrometria de absor¢do atdmica e

outra parte armazenada para a analise dos teores de metais tragos.

2.2. Teores de metais traco

As analises dos teores dos metais trago (Ni, V, Co, Pb e Cr) foram realizadas em
parceria com o Dr. Eduardo D. Wannaz da Universidad Nacional de Cordoba,
Argentina, com apoio financeiro do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior
(PDSE) da CAPES.

No laboratério da Faculdad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, amostras
mistas dos individuos expostos foram preparadas segundo metodologia de Wannaz et
al. (2011) com modificacdes. Pesou-se 0,250 g de amostras secas e pulverizadas, para
posterior redugdo a cinzas em forno elétrico Endef (mufla) sob 400 °C por 4h. Em
seguida as cinzas foram dissolvidas em solu¢do de acido nitrico (HNO3) 21,5% por no
minimo 4 h. A solucdo resultante foi centrifugada por 20 minutos a 3.500 rpm. Uma
aliquota de 450 uL de sobrenadante foi separada e mantida em temperatura ambiente na
qual adicionou-se 50 pL. de Ga 100 ppm, para padronizagdo. Em placas de acrilico
transparentes foram depositados 5 pL da solugdo com gilio e mantidas em caixas
fechadas apds secagem. As amostras foram analisadas por Fluorescéncia de Reflexdo
Total de Raio-X (TXRF) no Brazilian Synchrotron Ligth Laboratory (LNLS) em
Campinas, SP, Brazil, cujo os limites de detec¢do do método foram Pb (0,45 ppm), Co
(0,45 ppm), Ni (0,10 ppm), Sr (0,50 ppm), V (0,60 ppm) ¢ Cr (0,50 ppm) com R acima
de 0,95 em todos os casos. Amostras padronizadas de Tobacco Leaves (CTA-OTL-1),

de ICTJ e CRM 281 e Hay grass IAEV-V-100 foram avaliadas como controle de
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qualidade. As analises foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em mg

-1 o
kg™ de massa de matéria seca.

2.3. Background do ambiente e fator de enriquecimento

Os menores niveis detectaveis (backgrounds) de cada elemento quimico avaliado
na regido foram determinados em fun¢do de concentracdes foliares para ambas as
espécies, seguindo o método desenvolvido por Erhardt et al. (1996) e adotado pelo VDI
(2003) e Klumpp et al. (2009). No método, também conhecido como um processo
interativo de avaliagcdo, os backgrounds foram definidos como os menores valores
detectados nas plantas nos locais da area em estudo e indicaram a menor concentragao

passivel do ambiente com baixo impacto de poluigdo.

Inicialmente, os valores da média e desvio padrao de cada elemento foram
calculados para cada planta exposta nos locais da RMC (SG, ML, PC, JA e HO), ao
longo de todo o periodo de estudo (8 exposi¢des). Neste capitulo, para simplificar o
método de avaliagdo proposto e atingir o objetivo descrito cada local de exposi¢ao foi
considerado uma réplica dos dados da RMC. Subsequentemente, os valores calculados
foram utilizados na féormula:

Lf=X+ (1,96*DP)

Onde Lf ¢ o valor base de calculo (limiar de filtro), X o valor médio para o local,
1,96 corresponde ao valor do “t de Student” para 95% de confiabilidade dos dados e DP
representa o desvio padrdo do total de dados. O limiar de filtro determina o valor
maximo a ser utilizado no calculo do Background, eliminando outlier acima do limite.
Dessa forma, foram removidos do total de dados os valores maiores que Lf e o
procedimento foi repetido até que ndo houvesse valores excedendo o limiar de filtro. A
média aritmética dos valores restantes, somada ao desvio padrdo final, foi utilizada
como valor de referéncia, para definir a o valor minimo detectavel de cada elemento em
um ambiente com minima interferéncia antropogénica (Bc rmc).

Uma vez que as espécies estudadas possuem crescimento lento, suculéncia e
concentragdes naturais de alguns dos elementos estudados utilizadas para seu
desenvolvimento, as quantidades que efetivamente foram acrescidas a planta durante
cada exposi¢do foram calculadas pela razdo entre os teores encontrados nas plantas

expostas e os teores das plantas do tempo zero (TO) — antes de serem expostas —
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denominado fator de enriquecimento, FE=Cjc./Cro. Os elementos cuja razdo excedeu

1,0 foram considerados enriquecidos.

2.4. Analises estatisticas

O teste de Shapiro-Wilks indicou ndo haver distribuicdo normal dos dados de
concentracdo e de enriquecimento para cada elemento analisado, portanto os dados
foram submetidos a andlises de variancia ndo-paramétrica (teste de Mann-Whitney) para
comparagao entre as duas espécies e entre os periodos seco e imido, com o auxilio do
software estatistico Sigma Plot 11. Andlises ndo-paramétricas entre os locais foram
realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis para diferenciagdo espacial do FE pelo programa
estatistico Info Stat.

Os resultados de enriquecimento que obtiveram significincia estatistica entre as
espécies e periodos de exposi¢do (seco e umido), apds serem padronizados, foram
avaliados por analise multivariadas de agrupamentos (Cluster) e analise de componentes
principais (PCA) com auxilio dos softwares Statistica e PCOrd 6.0 respectivamente. As
analises objetivaram encontrar afinidades entre os elementos, possivelmente marcadores

de fontes de polui¢do, e a variacdo destes entre locais e espécies.

3. Resultados e Discussdo

A Figura 1 apresenta as concentragdes médias dos nutrientes e metais avaliados
nas espécies, juntamente com os valores de background (Bcrmc) para cada elemento. A
concentracdo média dos elementos medidos nas plantas de 7. usneoides e A. fasciata
decresceu na ordem: N>Ca>K>S>Fe>Mg>P>Z7Zn>Sr>Mn>Pb>Cu>B>
Co > V > Cr > Ni, com pouca variagdo entre as espécies. O gradiente deu-se,
principalmente, devido as concentragdes de macronutrientes, que sdo essenciais para o
desenvolvimento das plantas, seguido pelos valores de micronutrientes e demais metais,
com excecdo de Fe e Sr.

As plantas de 7. usneoides, nos periodos imido e seco, apresentaram valores de
N, Ca, S, B, Cu, Fe, Zn, Ni e Co significativamente mais altos do que plantas de 4.
fasciata. Comparacdes feitas para cada planta entre os dois periodos, indicaram maior
sazonalidade na concentracao dos elementos em plantas de 7. usneoides do que em
plantas de A. fasciata, uma vez que as concentra¢des dos elementos obtidos pelas
plantas de T. usneoides foram estatisticamente maiores que o Bc rmc) dado pela espécie
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no periodo umido. Ainda, os maiores valores de Ni, Zn e Mg foram observados no
periodo timido ¢ B, Mn, P ¢ N no periodo seco para plantas de 7. usneoides, enquanto
apenas N teve maiores valores no periodo imido para 4. fasciata e B, Mg e Ca para o
periodo seco (Tabela 1). Ao agregarmos os valores de background ambiental a variacao
na concentragdo obtida nas duas espécies, observa-se que os elementos com valores de
background do ambiente (B¢ rmc), posicionados sobre a mediana ou a sua esquerda, sao
P, Ni, Cu, Sr e Pb em T. usneoides e N, K, Cr, Pb, V e Mn em 4. fasciata. Os resultados
mostram que pelo menos 50% das amostras analisadas apresentaram concentragdes
superiores aos valores minimos do ambiente dos elementos destacados (Figura 1).

A maioria dos estudos que utilizam ou propdem valores de background para
comparagdo sdo voltados para detec¢do de valores limites de solo, sedimentos ou
ambientes aquaticos (Rodrigues et al. 2009), sendo pouco utilizados em
biomonitoramento. Contudo, Klumpp et al. (2009), utilizaram o background no
monitoramento ambiental de paises na Europa, determinando os menores valores
confiaveis dos elementos encontrado em um ambiente considerado com pouca ou
nenhuma interferéncia antropica. Nakazato (2014) foi pioneiro no Brasil ao utilizar o
background de plantas referéncia como ferramenta de comparagdo, em estudos na
regido industrial de Cubatdo. Ambos, apesar de utilizarem diferentes metodologias e
usos, provaram que o calculo de background permite caracterizar o nivel de
contaminagdo ambiental a partir da concentragdo basal ambiental e analisar a eficiéncia
da espécie biomonitora utilizada.

Em vista desses resultados, pode-se associar o maior aporte de poluentes durante
a época seca, uma vez que nesse periodo os valores obtidos para a maioria dos
elementos foram maiores do que o valor de Bc, principalmente nas plantas de A.
fasciata. Este fato estd de acordo com os dados de caracterizacdo do ambiente (Capitulo
1) e resultados de Ferreira (2014) que utilizou plantas de Tillandsia usneoides para
estudos de monitoramento na mesma area, € que sugere, como principal fator, a
deposicao seca transportada por ventos noroestes.

Ainda, deve-se considerar que a variagdo nas concentragdes medidas nas plantas
mantidas nos locais de estudo ndo exclui o valor basal das folhas, ou seja, a
concentragdo presente naturalmente na planta, de modo que ndo indica o nivel real de
absor¢ao ou reten¢do na superficie foliar de elementos oriundos da polui¢ao. Assim, as
concentragdes que foram efetivamente acrescidas a planta durante o periodo de
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T. usneoides

A. fasciata

exposi¢do foram obtidas a partir do calculo do fator de enriquecimento (FE) de cada

elemento na planta (Figura 2).
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Figura 1. Variacdo na concentracdo de elementos (ug g'l), em plantas de 7. usneoides ¢
Aechmea fasciata expostas em todos os locais de biomonitoramento da RMC, durante
os periodos seco e umido. A linha que divide os retingulos indica a mediana; o
retangulo delimita os 25% dos dados acima e abaixo da mediana (percentis de 25 e 75);
a barra de erro mostra os valores menores situados entre os percentis de 10 e 25 ou
maiores entre os de 75 e 90; os circulos representam os valores extremos (abaixo do

percentil de 10 ou acima do de 90). Pontos vermelhos indicam os valores de background
da regido (BGrwmc) para cada elemento.
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Os padrdes de enriquecimento diferem dos de concentragdo, apresentando
maiores valores de enriqueciemento para os metais e o gradiente Fe >V > Co >Zn >N
>Mn>P>Cu>Ni>Mg>Ca>K>S>Pb>B>Cr > Sr para plantas de 7.
usneoides e Cr>Fe >Pb>Ni>Co>V>Cu>Zn>Sr>Mn>B>N>Mg>S>Ca>
P > K para plantas de A. fasciata. Os gradientes de enriquecimento variaram pouco
entre as estagcdes secas ¢ umidas. Ainda, é possivel verificar, em pelo menos um dos
periodos, ndo houve enriquecimento em relagdo ao TO de Sr, Ca e Cr na maioria das
amostras de 7. usnoides e de K, P, Cr, S, N e Mg na maioria das amostras de 4. fasciata
(Figura 2). Por outro lado, 50% ou mais de amostras de 7. usneoides, em pelo menos
um dos periodos, foram enriquecidas de Fe, Zn, Mn, N, Ni e Co, fato que ocorreu para
Zn, Co, Cu, Ni, V, Pb, Fe e Cu no caso de 4. fasciata (Figura 2).

Os resultados do FE indicam enriquecimento em ambos os periodos, com maior
eficiéncia de acumulo (valores superiores) durante o periodo umido, apesar de que os
valores de concentra¢do dos elementos terem sido maiores no periodo seco e associado
ao aporte de MP. O que pode explicar essa diferenca €, no caso da 7. usneoides, a
presenca de escamas em sobreposicdo ao longo de sua superficie, essencial para
absor¢ao de dgua e nutrientes e diminui¢do de sua vulnerabilidade a evapotranspiragdo
por acdo do vento (Billings 1904). 4. fasciata, assim como a 7. usneoides, também
apresenta a superficie foliar cobertas de escamas em ambas as faces, com a funcao de
regular a perda de 4gua (Sanches 2009), contudo os altos valores de FE, independente
do periodo de exposicao (seco ou imido) na espécie pode estar associado a presenca do
tanque em forma de roseta nas plantas, que permite o acumulo de dgua por longos
periodos e garante a absor¢do mais eficiente de nutrientes e 4gua quando comparada a
T. usneoides.

Os maiores valores de FE, em ambas as espécies, foram observados para metais
pesados, incluindo alguns considerados essenciais a planta como o Zn. Os valores de FE
foram estatisticamente superiores em plantas de A. fasciata, em especial no periodo
umido, tendo apresentado valores quase cinco vezes maiores do que as plantas de T.
usneoides para os elementos Cr, Fe, Pb, Ni e V. A analise estatistica entre as espécies
indicou valores significativamente maiores na maioria dos metais tragos para plantas de

A. fasciata e de macronutrientes para plantas de 7. usneoides (Tabela 1).
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Figura 2. Valores de enriquecimento de nutrientes e metais em plantas de 7. usneoides e
A. fasciata expostas em todos os locais de biomonitoramento da RMC durante o periodo
de experimento. A linha que divide os retangulos indica a mediana; o retangulo delimita
0s 25% dos dados acima e abaixo da mediana (percentis de 25 e 75); a barra de erro
mostra os valores menores situados entre os percentis de 10 e 25 ou maiores entre os de
75 e 90; os circulos apontam os valores extremos (abaixo do percentil de 10 ou acima
do de 90). Valores acima de 1,0 (destacados pela linha vermelha) representam acimulo
do elemento em relagdo ao estado inicial da planta (TO).
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Tabela 1. Concentragdo e fator de enriquecimento (FE) de nutrientes e metais tragos em
plantas de T. usneoides e A. fasciata nos periodos seco ¢ umido na RMC.

Elemento Periodo T. usneoides A. fasciata T. usneoides  A. fasciata
Concentracio Fator de Enriquecimento
¢ (FE)

K Umido 49a 153 a* 0,67 b 0,71 a*
Seco 49a 13,7a* 090a* 0,59b

N Umido 11,6 b * 11,3a 1,00 a * 0,92 a
Seco 12,7a* 6,7b 0,99a* 0,51b

Ca Umido 78a%* 48b 0,75a* 0,60 b
Seco 82a* 6,8 a 0,77 a 0,70 a

P Umido 0,6 b 2,6a* 1,22 a* 0,65 a
Seco 09a 2,8a* 1,L17b * 0,57 a

Mg Umido 1,0a 13b* 0,78 a * 0,61b
Seco 09b 1,8a* 0.86a* 0,74 a

Fe Umido 979,1 b * 739,0 a 1,54 b 2,40a*
Seco 1305,5a * 853,4a 1,76 a 3,13a*

S Umido 1,2a% 0,5a 0,71b 0,68 a
Seco 1,2a%* 0,5a 0,86 a * 0,65a

Mn Umido 409 b 123,8a* 0,82 b 0,86 b
Seco 44,0 a 143 5a* 1,20a* 0,92 a

Sr Umido 70,9 a * 55,8 a 0,80 a 0,92 a
Seco 81,1a 64,2 a 0,49b 0,80 a*

Zn Umido 141,5a * 259a 1,26 a * 0,97 a
Seco 1173b* 272 a 0,88 b 1,00 a

Pb Umido 284 a 25.1a 477 a 1,77 a *
Seco 45,6 a* 21,2a 0,74 b 247 a*

B Umido 112b* 11,8b 0,66 b 0,70 b
Seco 18,7a* 16,2 a 093 a 0,82 a

A4 Umido 92a 8,6a 2,27 a 3,60 a *
Seco 7,6 a 12,8 a 1,89 a 0,85b

Cu Umido 17,9 a * 6,5a 1,06 a 1,06 a
Seco 20,0a* 90a 0,92 a 1,24 a

Cr Umido 6,7 a 73 a 3,17 a 3,84a*
Seco 5,8a 8,0a 2,37 a 354a*

Ni Umido 3,5a% 2,1a 225a 2,47 a
Seco 29a* 1,5a 0,84 b 1,77 a *

Co Umido 9,6a* 32a 0,98 b 7,92 a*
Seco 9,6a* 0,7a 1,97 a * 1,16 b

Letras comparam valores entre estagdes do ano para cada espécie. (*) comparam valores

entre espécies
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A andlise dos componentes principais (PCA) foi realizada a partir da correlagao
dos valores de enriquecimento, permitindo a visualizagdo da afinidade entre os
elementos e as espécies. A variabilidade total dos dados foi explicada pelo primeiro
(35%) e terceiro eixo (18%) de componentes (p<0,05). A PCA separou claramente os
periodos de exposi¢do (“S” — periodo seco e “U” — periodo timido), bem como as
afinidades especificas das plantas para cada elemento. V, Zn, Sr e Pb foram associados
principalmente as amostras de 7. usneoides no periodo umido. Ni, Cr, Cu e Fe foram
associados as amostras de A. fasciata em ambos os periodos de anélise. Co e Mn foram
pouco associados as amostras, sendo o ultimo relacionado apenas com amostras de 7.

usneoides do periodo seco (Figura 3).
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Figura 3. Andlise de Componentes Principais (PCA) com valores de enriquecimento dos
metais acumulados por plantas de 7. usneoides e A. fasciata expostas na RMC. Locais
de exposi¢do: HO (Holambra), ML — Fazenda Meia Lua (Paulinia), JA (Jaguaritna), PC
(centro de Paulinia) e SG — Mata de Santa Genebra (Campinas).
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A analise da PCA indicou a maior associagdo entre Pb, Zn, Sr, Mn ¢ V com T.
usneoides e Fe, Cu, Cr, ¢ Ni com A. fasciata, assemelhando-se aos resultados das
comparagdes estatisticas entre as espécies, que indicaram diferengas significativas no
acimulo de Cr, Sr, Ni, Pb, V e Fe para A. fasciata e Zn e Co para T. usneoides
dependendo do periodo (imido ou seco). A presenca de amostras de A. fasciata
proveniente dos pontos ML, SG e PC, sob influéncia de poluentes urbanos e/ou
industriais (descrito no capitulo 1), pode explicar a diferenciagdo entre as espécies.

A analise estatistica do FE entre os locais de estudo mostrou pouca diferenca
espacial, estando presente para os valores de S e Zn em plantas de A. fasciata. Os
maiores valores de S foram obtidos em plantas expostas em PC e os menores em SG no
periodo seco. Padrao semelhante foi observado para os valores de Zn no periodo seco e
no periodo umido. As plantas de 7. usneoides apresentaram variagdo espacial para os
elementos Co, Fe e P no periodo seco, com maiores concentragdes em ML e PC. No
periodo umido houve diferenca estatistica para Fe ¢ N com maiores concentragdes em
ML, PC e HO, respectivamente. Os pontos de ML e PC sdo os locais mais proximos ao
polo industrial, indicando maior influéncia dessa fonte no aporte dos elementos citados.

A analise de agrupamento (Cluster) feita em cada espécie com as concentragdes
dos elementos considerados enriquecidos (FE), apresentou separagdo entre os elementos
considerados nutrientes e metais pesados, mas dentro desses grupos os metais
enriquecidos foram separados em trés subgrupos apresentando pouca diferenca entre as

espécies (Figura 4).
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Figura 4. Andlise de agrupamento (Cluster) da concentracdo dos metais que

enriqueceram em plantas de 7. usneoides e A. fasciata ao longo do experimento.
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Nas plantas de 4. fasciata a subdivisdo diferenciou-se principalmente pela
inser¢dao de Cr dentro da analise e pelo agrupamento de Fe e Ni com Sr e Pb. Para A.
fasciata Zn, Mn e Cu formaram um subgrupo; Sr, Pb, Ni e Fe outro e Cr, V e Co o
terceiro. Os resultados do agrupamento de elementos em plantas de 7. usneoides
separam melhor as origens de cada elemento, apresentando Sr, Pb, V, Co e Ni de um
lado e Mn, Fe, Zn e Cu do outro, separando ainda Mn e Fe, de Cu e Zn. O agrupamento
calculado para plantas de A. fasciata foi semelhante ao apresentado por 7. usneoides,
com excecao do Fe.

A presenca de V e Ni em altas concentragdes no ambiente ¢ caracteristica de
regides proximas a industria petroquimica (Calvo et al. 2013, Nakazato et al. 2015).
Contudo, diversos autores associam o Ni com trafego de veiculos pesados, como carros,
onibus e caminhdes, juntamente com Zn, Cu, V, Pb e Cr (Bosco ef al. 2005, Rajsic et al.
2008, Nagajyoti et al. 2010, Markert et al. 2011, Santos 2013). Essa caracteristica dos
elementos deve-se a origem dos poluentes oriundos da queima de 6leos, muitos deles
lubrificantes (Calvo et al. 2013), que sdo usados tanto em atividades industriais quanto
na manutengao e utilizagdo de veiculos automotores. O Zn ¢ Cu também sdo utilizados
em pastilhas de freio e pneus, e o seu desgaste contribui em larga escala na
contaminagdo atmosférica de grandes centros urbanos (Figueiredo et al. 2004,
Hillenbrand et al. 2005).

As concentragdes de Fe, Mn e Sr podem estar associadas a poeira mineral,
principalmente por re-suspensdo do solo e geralmente ¢ considerada natural (Figueiredo
et al. 2004, Watson et al. 1998). O Fe e Mn, juntamente com o Cr, Ni, Pb, Zn e Cu,
podem indicar fonte poluidora de origem agricola, uma vez que vdrios estudos
identificaram valores que superaram os limites de referéncia desses elementos em
amostras de vinhaga (Ribeiro ef al. 2010, Fuess 2013, Christofolett 2013). A vinhaga,
ou vinhoto, € o principal residuo resultante da producao do etanol, e apresenta elevada
concentragdo de matéria organica, macro € micronutrientes, caracteristicas acidas e
corrosivas, e potencial poluidor (Fuess 2013). Sua reutilizacdo como fertilizante em
plantagdes, principalmente de cana-de-acucar, ¢ pratica comum da Regido
Metropolitana de Campinas. Altas concentragdes de Co, Cr e Pb também apresentam
origem em queimas de rejeitos, carvao e industrias (Calvo et al. 2013), e neste estudo

podem ser associadas, a presenca de agricultura canavieira no entorno da maioria dos
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pontos estudados, sendo a pratica de queimada da palhagem nas lavouras e limpeza das
areas para pastagem comum na regiao.

A segunda andlise de agrupamento evidenciou a marcante variagdo sazonal no
acimulo de nutrientes pelas plantas, mas apresentou pouca variacao espacial (Figura 5).
Nas duas espécies formaram-se dois grupos principais, em fun¢do do periodo seco e
umido e, em cada grupo, juntaram-se subgrupos dos locais de acordo com a sua
variagdo. Nao houve agrupamento padronizado, apresentando reorganizagdes dos locais
em cada subgrupo. Apenas HO e SG em plantas de 7. usneoides estiveram associados
ao mesmo subgrupo em cada periodo. Os resultados mostram que a grande quantidade
de fontes de polui¢do, associadas ao relevo plano (Capitulo 1), ndo permite a distingdo

clara entre os locais de estudo.
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(centro de Paulinia) e SG — Mata de Santa Genebra (Campinas).
43



4. Conclusées

As plantas de 7. usneoides mostraram ser boas indicadoras de poluicao por
acimulo de metais traco. As plantas de A. fasciata apresentassem eficiéncia semelhante
as plantas de 7. usneoides; sem.do em muitos aspectos superiores a 7. usneoides,
provando ser capaz de acumular maiores quantidades de alguns metais (Ni, Pb, V, Cu,
Fe, Cr e Co) do que T. usneoides.

Os resultados mostram, que, embora o acréscimo de elementos (FE) nos tecidos
foliares das espécies ocorra tanto na estacdo seca, quanto na umida, a eficiéncia de
absor¢do aumenta no periodo Umido, devido, principalmente, as caracteristicas
morfoldgicas das espécies (contato direto com a atmosfera, alta densidade de escamas
em sua surpeficie e, no caso de A. fasciata, contato mais prolongado com agua de
precipitacao no tanque).

A A. fasciata mostrou ser uma alternativa eficiente no monitoramento de
ambientes pela capacidade de acimulo principalmente de metais trago como Cr, Co, Ni,

Pb e V, sendo estes ultimos conhecidos marcadores de fontes industriais de poluigao.
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Capitulo III — Determinacio de marcadores fisiologicos de
estresse ambiental em bromélias epifitas expostas na Regiao

Metropolitana de Campinas

1. Introducdo

As alteracdes ocasionadas direta ou indiretamente pelos poluentes atmosféricos
ou por outras condigdes ambientais estressantes em proteinas, lipidios e acidos
nucleicos resultam em diferentes sinais indicadores de perturbacdo nas plantas, que se
iniciam ao nivel ultra-estrutural e metabolico (Bussotti ef al. 2005, Gravano et al. 2004),
passam para o nivel estrutural (Giinthardt-Goerg & Vollenweider 2007) e fisioldgico,
podendo culminar em sintomas visiveis ¢ em alteragdes de parametros de crescimento
(Klumpp et al. 1994, Alvarez et al. 1998, Manning et al. 2002, Gravano et al. 2003,
Oredonvici et al. 2003).

Extremos de temperatura, estresse mecanico, luminosidade intensa, ventos,
herbicidas e poluentes atmosféricos como O3, NOy, SO, e material particulado podem
intensificar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo altamente
nocivas as moléculas vitais. A produgdo excessiva de EROs, pode originar a condi¢ao
de estresse as plantas e disturbios de natureza oxidativa passam a ocorrer, sendo este
mecanismo indireto da a¢ao de fatores de estresse sobre as plantas. As plantas podem
tolerar o estresse, neutralizando as EROs por intermédio do sistema de defesa
antioxidante, que envolve metabolitos e enzimas distribuidos entre os compartimentos
celulares, e assim, manter o equilibrio pré-oxidante x antioxidante. O mecanismo evita
danos oxidativos as células em decorréncia de processos fisioldgicos naturais. (Bray et
al. 2000, Dat et al. 2000, Mittler 2002, Dizengremel et al. 2008, Paolleti et al. 2009,
Castagna & Ranieri 2009, Potters et al. 2010).

A acdo das EROS nos acidos graxos poliinsaturados (AGPI), presentes em
membranas celulares e lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacao (LPO). A LPO ¢, basicamente, a incorporacao
de oxigénio molecular a um AGPI, que requer oxigénio na forma ativada (por exemplo
o oxigénio singleto - 'O3) produzindo hidroperdxido lipidico (LOOH) como produto

primario inicial. Este pode causar a destruigdo da estrutura das membranas, faléncia dos
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mecanismos de troca de metabodlitos e, por fim, levar a morte celular (Lima & Abdalla
2001). Estruturalmente, verificam-se, entre muitos outros efeitos, o acumulo de
peroxido de hidrogénio e o aumento do nimero de células mortas nos tecidos foliares
(Iriti & Faoro 2008). As principais metodologias utilizadas para a avaliagdo da LPO e
seus efeitos em sistemas bioldogicos medem a formacdo de produtos secunddrios,
gerados durante as diferentes fases do processo. A oxidacdo dos AGPIs é acompanhada
pela formacdo de hidroperoxidos dienos conjugados (HPDC), por exemplo, e estes
podem ser detectados pela absor¢ao no UV (Haliwell & Guteridge 1999). Outra técnica
utilizada € o teste do malondialdeido (MDA), que ¢ formado como produto secundario
durante a oxidacdo de AGPI peroxidados, em especial o acido araquidonico. A sua
condensagdo com o dacido tiobarbitirico (TBA) formam produtos, que podem ser
determinados por absor¢do no visivel ou por fluorescéncia (Lima & Abdalla 2001).

Os poluentes também podem ocasionar danos ao fotossistema dos vegetais,
resultando na degradacdo da clorofila e reducdo da eficiéncia fotoquimica do PSII
(Castagna et al. 2001, Moraes et al. 2004), com consequente redugdo do crescimento e
producao de biomassa das plantas. Pereira et al. (2012) mostraram que em plantas de
Salvinia expostas ao estresse por Cr houve aumentos nas concentracdes das clorofilas a
e b e antocianinas totais; entretanto, as concentragdes de carotendides nao foram
alteradas.

Em plantas tolerantes ao estresse oxidativo, ocorre a intensificacao da atividade
de enzimas antioxidativas como a superdxido dismutase (SOD), que converte O* em
perdxido de hidrogénio (H,O;) e as catalases, que reduzem o H,O, em 4agua. Podem ser
intensificadas as rea¢des de oxi-redu¢do do acido ascérbico e da glutationa, catalisadas
por diferentes enzimas, como ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR),
que também promovem a redu¢do de H,O, em agua (Hallwell & Gutteridge 1989, Bray
et al. 2000, Dizengremel et al. 2008, Castagna & Ranieri 2009, Potters et al. 2010). O
potencial redox de acido ascorbico e da glutationa, determinado pela estimativa das
razoes entre as formas reduzida e total, também auxiliam na determina¢do do nivel de
tolerdncia de plantas ao estresse oxidativo (Burkey et al. 2006, Paolleti et al. 2008).
Plantas capazes de manter altos niveis de acido ascorbico mesmo sob agao de poluentes
sdo consideradas tolerantes (Kuddus et al. 2011). Espécimes sensiveis de Rhizobium
leguminosarum apresentaram niveis de glutationa inalterados em condig¢des de estresse,
enquanto que em espécimes tolerantes a esses valores aumentaram consideravelmente,
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mostrando que o aumento da sintese de GSH estaria envolvido na tolerancia de metais
na espécie (Figueira et al. 2005).

Plantas do género Tillandsia s3ao consideradas potenciais biomonitoras,
apropriadas para climas tropicais e subtropicais, devido suas caracteristicas fisioldgicas
(metabolismo CAM), ampla distribuicdo geografica e alta capacidade acumuladora de
nutrientes ¢ metais. Contudo, além da capacidade de acimulo de elementos tragos
também devem ser medidos parametros fisiologicos, uma vez que estes podem
influenciar a captagao de elemento e, consequentemente, deteriorar a qualidade da
pesquisa (Smodi et al. 2004).

Tillandsia usneoides (L.) L., tem sido utilizada como bioacumuladora de
polui¢do atmosférica, devido a sua necessidade absorver agua e nutrientes diretamente
do ar, acumulando poluentes presentes no ambiente (Calasans & Malm 1997).
Entretanto, poucos estudos avaliam sua capacidade monitora em fungdo de mudancas
fisiologicas/metabodlicas e pouco se sabe sobre seu sistema antioxidante, metabolismo
secundario ou a eventual participacdo desses sistemas no processo de aclimatagdo da
espécie aos estresses ambientais.

Aechmea fasciata, por se tratar de bromélia epifita com caracteristicas
semelhantes a Tillandsia usneoides (fisiologia CAM, presenca de escamas foliares e
adaptacdo a ambientes tropicais) e por outras espécies do mesmo género terem
apresentado caracteristicas bioindicadoras (Elias et al. 2008, Giampaoli et al. 2012) ¢
uma boa candidata para estudo de potencial biomonitor. A espécie apresenta
crescimento mais rapido que o de 7. usneoides, alta capacidade de regenera¢do ao
estresse hidrico e facil reprodugdo in e ex vitro, tornando-a vidvel para utilizagdo com
propositos cientificos.

Embora o metabolismo CAM das espécies estudadas favoreca o
desenvolvimento das plantas em ambientes estressantes, ndo apresentando influéncia
direta dos poluentes na condutancia estomatica e/ou no surgimento de cloroses foliares
(Nyman et al. 1990, Benzing et al. 1992), alguns trabalhos mostraram que poluentes
podem ocasionar deformacgdo de estruturas epidérmicas de bromélias epifitas. Strehl &
Arndt (1989) observaram danos nas células centrais de escamas de Tillandsia aeranthus
e Tillandsia recurvata, apés fumigacdo com SO,. Alves et al. (2008) encontraram
deformacgdes estruturais nas escamas de Tillandsia usneoides expostas em ambientes

com alta concentracao de Os.
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Deste modo, este estudo objetivou determinar possiveis alteragdes bioquimicas e
fisiologicas, ocorrentes em Tillandia usneoides e Aechmea fasciata, que possam vir a

ser utilizadas como marcadoras de estresse por poluentes atmosféricos.

2. Material e Métodos

Plantas das espécies Tillandsia usneoides e Aechmea fasciata foram expostas em
cinco locais da Regido Metropolitana de Campinas (RMC) (ML — Fazenda Meia Lua e
PC — Paulinia Centro: Paulinia; JA: Jaguariina; HO: Holambra; SG — Mata de Santa
Genebra: Campinas), sob tela de sombreamento 50%, por 22 meses em ciclos de 12
semanas, totalizando 8 exposi¢des (3 em periodo seco ¢ 5 em periodo umido) com
irrigacdo semanal, como descrito no capitulo I. A cada exposicdo, cinco plantas de cada
espécie foram mantidas em casa de vegetacdo pertencente ao Nucleo de Plantas
Ornamentais do Instituto de Botanica, Sao Paulo/SP, sob condigdes otimas de
temperatura e umidade (REF) para fins de referéncia.

Ao término de cada exposi¢do, as plantas foram coletadas para andlise e
substituidas por novas, originadas de produtores da regido (tempo zero). As plantas do
tempo zero foram mantidas em estufa agricola de vidro no Nucleo de Plantas
Ornamentais do Instituto de Botanica e avaliadas a cada inicio de exposicao.

As analises foram realizadas nos laboratérios do Nucleo de Ecologia do

Instituto de Botanica, Sao Paulo/SP.

2.1. Anadlises biométricas

As plantas de T. usneoides e A. fasciata, apds o periodo de exposicdo, foram
trazidas do campo separadamente em sacos plasticos transparentes e subdivididas em
amostras para as analises fisioldgicas e bioquimicas. As plantas foram pesadas em
balanga analitica de precisdo para registro dos valores de massa de matéria fresca;
posteriormente, inseridas em sacos de papel kraft e mantidas em estufa com circulagao e
renovagdo de ar (Marconi MA0035) sob 60 °C até peso constante, para obtencdo da
massa de matéria seca e andlise de razdes entre massas de matéria seca e fresca

(MS/MF).
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A taxa de crescimento relativo para as plantas expostas foi calculada pela
equacao:
TCR =[(Lny; — Lny) / t; — t;]
Onde Ln; - Ln; = logaritmo natural do valor final — logaritmo valor inicial (TO);
ty - t; = numero de dias expostos (Benincasa 2003). Os resultados foram expressos em g
g dia” (grama seca adquirida em funcdo das gramas do TO por dia de exposi¢o).
Nas plantas de 4. fasciata foram contabilizados o numero inicial e final de

folhas.

2.2. Contetido de Acido Ascérbico

O contetdo de acido ascorbico total, reduzido (AA) e oxidado (DHA) foi obtido,
segundo o método de Lopez et al. (2005), na manha seguinte da coleta, a partir de
amostras de 3 plantas frescas de cada espécie, em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) com modificagdes para cada espécie. Amostras de 0,30 g de
material fresco de A. fasciata e 0,50 g de T. usneoides foram homogeneizadas em 6,0
mL de solugdo HPO; 6% contendo 0,5 mM EDTA. Apds centrifugagdo a 10.000 rpm
por 10 min a 2 °C, o sobrenadante foi filtrado em papel filtro Whatman n ° 41 e diluido
em solugdo 1:4 em de dgua deionizada. A solugdo foi filtrada em filtro Milex com 0,22
um de diametro e injetada no HPLC para leitura dos teores de AA. Aliquota do extrato
anteriormente filtrado foi completamente reduzida com a adicdo de DTT (0,2%),
K,HPO4 (45%) e H3PO4 (2M), e mantida no escuro por 10 min. A solugdo resultante foi
injetada no HPLC para obten¢ao dos teores de acido ascorbico total (AA¢). O teor de
acido ascorbico oxidado (DHA) foi determinado pela subtracdo dos valores dos teores

de AAwt € AA. Os resultados foram expressos em mg g'1 de massa de matéria seca.

2.3. Conteudo de Glutationa

O conteudo de glutationa reduzida (GSH) foi obtido de 0,5 g de 3 plantas
previamente congeladas a -80 °C. As amostras foram trituradas em solu¢do de tampao
fosfato de potassio e acido sulfosalicilico (0,1%), centrifugadas a 11.000 rpm por 15
min, a 2 °C e lidas em espectrofotdmetro em comprimento de onda A =412 nm (Israr et

al. 2006) com modificacdes. Do sobrenadante extraido na centrifugacdo foram
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utilizados 250 puL em solugdo contendo EDTA (0,5 mM) e DTNB (0,3 mM) e lidaa A =
412 nm apds exposi¢cdo a luz por 5 min. Apds a primeira leitura, as amostras foram
totalmente reduzidas com solu¢do de NADPH e a enzima glutationa reductase (GR);
apos periodo, de exposi¢dao a luz por 20 min. A segunda leitura foi realizada em
comprimento de onda A = 412 nm e o conteudo de glutationa oxidada (GSSG) obtido
pela diferenca das duas leituras.

As amostras foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em pumol g°

1 o
massa de matéria seca.

2.4. Teores de pigmentos

Os contetidos de pigmentos fotossintetizantes foram obtidos de amostras de
tecido foliar previamente congeladas de cinco plantas, onde 0,150 g de massa de
matéria fresca foram trituradas em 10,0 mL de alcool etilico 96%, centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min. a 2 °C e lidas em espectrofotometro (Shimadzu UV-1800,
Japao) em comprimentos de onda A = 649 nm (clorofila @) e 665 nm (clorofila b)
segundo Carreras & Pignata (2001) e Pignata et al. (2002). Os resultados foram

-1 o
expressos em mg g~ de massa de matéria seca.

2.5. Teores de HPDC

Para a analise dos teores de HPDC foi utilizado o mesmo extrato etandlico da
determinagdo dos teores de pigmentos, onde aliquota dos extratos foi diluida na
propor¢ao 1:15 em dalcool 96% e lido em espectrofotdometro (Shimadzu UV-1800,
Japao) em comprimento de onda A = 234 nm. Os teores de HPDC foram calculados
segundo Levin & Pignata (1995) partir da constante € = 2,65 x 104 M cm™ ¢ os

-1 o)
resultados expressos em pmol g~ de massa de matéria seca.

2.6. Teores de MDA

A andlise de peroxidagdo lipidica foi realizada se considerado os teores de
malonaldeido (MDA) contidos nas folhas das espécies expostas segundo as

metodologias propostas por Heath & Packer (1968) e Buege & Aust (1978), com
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modificacdes. Amostras de 0,350 g de folhas previamente congeladas de trés plantas das
espécies selecionadas aleatoriamente em cada exposicdo, foram homogeneizadas
manualmente com 2,6 mL de solugdo de acido tricloroacético 0,1% e PVPP 20%. O
extrato obtido foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. em temperatura ambiente. Em
seguida 250 pL de sobrenadante foram adicionados a 1,0 mL da solucdo de &cido
tricloroacético 20% e acido tiobarbittrico 0,5% e mantida em banho-maria por 30 min.
a 90 °C, e posterior resfriamento em cuba com gelo por 5 min. As amostras resfriadas
foram centrifugadas por 10 min. a 10.000 rpm e o extrato lido em espectrofotometro
(Génesis 10S UV-Vis, Thermo Scientific — USA) em comprimentos de onda A = 535 e
600 nm. As analises foram realizadas em duplicata e os teores de MDA calculados a
partir da constante € = 155 mM™' cm™. Os resultados foram expressos em nMol g de

massa de matéria seca.

2.7. Andlises estatisticas

Tendo em vista que o teste de Shapiro-Wilks indicou ndo haver distribui¢do
normal dos dados, optou-se por utilizar métodos ndo paramétricos para as comparagoes
estatisticas (teste de Mann-Whitney para comparaciao entre periodos seco e imido de
exposicao, e teste de Kruskal-Wallis para comparacao entre areas de estudo, seguido do
teste Dunn’s de comparagdes multiplas), com o auxilio do software estatistico Sigma
Stat 11.0. Em seguida foi realizada a analise de componentes principais (PCA) para
indicar a afinidade dos parametros estudados com as espécies e locais de exposi¢ao com
o programa estatistico PCOrd 6.0. A matriz contendo todos os resultados, apos
padronizagdo pelo programa Statistica, foi utilizada na realiza¢do da andlise de
agrupamento (dendrograma pelo método de Ward e a distancia medida por analise de
variancia de 1 Pearson-r) a fim de indicar as possiveis relagdes entre os parametros, bem

como sequéncias temporais e espaciais.
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3. Resultados e Discussdao
3.1. Andlises biométricas

Os valores de MS/MF para T. usneoides expostas na RMC foram
significativamente menores aos observados nas plantas referéncia durante o periodo
umido e, embora tenham sido observados altos valores da razao nas plantas expostas em
JA, ndo variaram estatisticamente no periodo seco. Quando avaliada a variagdo entre os
locais, as plantas de 7. usneoides diferiram apenas entre SG, ML e HO, sendo os
menores valores encontrados em HO. Para a espécie A. fasciata, as plantas expostas na
RMC diferiram das plantas referéncia em ambos os periodos de exposi¢do, sendo os
maiores valores observados nas plantas expostas em PC (Tabela 1).

Plantas de 7. usneoides apresentaram crescimento lento, com taxa de
crescimento relativo (TCR) 50% menor que a observada para 4. fasciata. A espécie ndo
apresentou diferenca na TCR entre os locais, contudo os valores foram estatisticamente
superiores no periodo seco do que no periodo umido. A4. fasciata apresentou no periodo
umido os maiores valores de TCR em SG e os menores em PC. No periodo seco, a
espécie apresentou valores significativamente maiores para plantas expostas em REF,
ML e JA, embora as plantas expostas em todos os locais apresentassem valores de TCR
superiores aos das plantas no periodo imido (Tabela 1). Apesar de ndo significativos, os
menores valores de numero de folhas, em A. fasciata foram observados nas plantas
expostas em PC em ambas as épocas de exposi¢ao (Tabela 1).

Muitas espécies com fisiologia CAM tém a expressio do metabolismo
consideravelmente reforgada durante as estagdes secas, com aumentos significativos na
acidez titulavel durante a noite, redugdo na fotossintese durante o dia e aumento da
fixagdo de CO, no escuro (Borland et al. 1992, Borland et al. 1996). Além disso,
plantas CAM transpiram principalmente durante a noite (Osmond 1978) e a capacidade
transpiratoria da planta pode ser limitada ou interrompida sob condi¢des de alta
umidade no ar (De Proft 2006). No caso especifico de A. fasciata, foi verificado que a
espécie nao tolera umidade préoxima da capacidade de campo do substrato, quando no
processo de cultivo comercial (Sanches 2009), o que pode explicar em parte a menor
taxa de crescimento da espécie expostas tanto no local de referencia (REF) quanto nos

locais da RMC no periodo timido em compara¢do com o seco.
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O metabolismo CAM, associado com o maior aporte de material particulado e
NO; durante o periodo seco (dados apresentados no capitulo 1), sugerem que a
disponibilizagdo de nutrientes como nitrogénio, fosforo e potassio, também presentes
nos poluentes avaliados no estudo, induziram o aumento de massa de matéria seca ¢ do
crescimento em relacdo ao estado inicial. Dados semelhantes foram observados por
Moraes et al. (2002) em plantas de Tibouchina pulchra (Melastomataceae), expostas em

Cubatio.

Tabela 1. Dados médios de crescimento (MS/MF - razdo massa de matéria seca/fresca,

TCR - taxa de crescimento relativo ¢ NF - numero de folhas) das plantas expostas em
RMC e referéncia (REF).

T. usneoides A. fasciata
Periodo Local TCR TCR
MS/MF NF  MS/MF NF
g.g .dia " ms g.g .dia " ms
REF 0,278 0,006 * - 0,175 0,014 * 10
ML 0,247 0,007 * - 0,179*b 0,014 * 10
8 JA 0,407 0,007 - 0,200 *ab 0,014 * 9
7] HO 0,240 0,007 * - 0,225 *ab 0,011 9
SG 0,264 0,007 * - 0,195 *ab 0,011 9
PC 0,285 0,007 * - 0,295 *a 0,008 9
REF 0,362 * 0,004 - 0,224 * 0,006 10
ML 0,279 *a 0,004 - 0,156ab 0,007 ab 10
8 JA 0,269 ab 0,003 - 0,154 b 0,007 ab 10
g HO 0,242b 0,005 - 0,141 b 0,009 ab 10
SG 0,281a 0,004 - 0,145 ab 0,008 a 10
PC 0,277 ab 0,004 - 0,179 a 0,006 b 9

(*) indicam valores significativamente maiores do que os do outro periodo de coleta;
letras distintas indicam diferenca estatistica entre os locais da RMC. Locais de
exposi¢cdo: HO (Holambra), ML — Fazenda Meia Lua (Paulinia), JA (Jaguariuna), PC
(centro de Paulinia), SG — Mata de Santa Genebra (Campinas) e Plantas Referéncia —
expostas no Instituto de Botanica, SP (REF).

3.2. Pardmetros bioquimicos

A Tabela 2 resume os dados das andlises estatisticas dos pardmetros bioquimicos
analisados nas espécies 7. usneoides e A. fasciata, destacando as diferengas

significativas entre os periodos de exposicao e locais de estudo.
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Os resultados dos teores de AA, DHA e AA/AAy foram significativamente
maiores no periodo seco, principalmente para as plantas de 7. usneoides, enquanto os
demais parametros (GSH, GSSG, GSH/GSHio1, Cl a, Cl b, Cl b/a, HPDC ¢ MDA)
apresentaram valores significativamente maiores no periodo umido.

As plantas de 7. usneoides apresntaram variabilidade espacial para os
parametros AA/AAa, GSH, GSSG, GSH/GSHiy, Cl1 b, HPDC ¢ MDA, em sua
maioria no periodo umido, com excecdo das razdes e dos teores de MDA. As plantas de
A. fasciata apresentaram variacdes espaciais para os parametros AA, GSH,

GSH/GSHita1, Cl a, HPDC e MDA nos periodos imido e seco.
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Tabela 2: Parametros fisioldgicos das plantas de 7. usneoides e A. fasciata entre os periodos seco e umido (teste de Mann-Whitney) e entre locais
de exposi¢do (teste de Kruskal-Wallis).

Elemento Espécie Seco Umido
REF ML JA HO SG PC REF ML JA HO SG PC
AA T. usneoides 0,79a* 1,15a* 0,62a 0,87a 0,95a* 1,07a 0,21a 0,34a 0,32a 0.56a 0,50a 0,73a
(mgg™ ms) A. fasciata 1,09b 1,78ab 2,77a 1,98ab 2,57a* 2,71ab 0,70b 1,98ab 2,39ab 1,80ab 1,03ab 2,53a
DHA T. usneoides 0,11a 0,22a 0,29a* 0,40a* 0,50a 0,60a* 0,06a 0,06a 0,06a 0,09a 0,08a 0,07a
(mgg™ ms) A. fasciata 0,45a 0,65a 0,55a 0,66a 0,40a 0,98a* 0,27a 0,39a 0,27a 0,48a 0,55a 0,13a
AA/AAtotal T. usneoides 1,38a* 1,22ab 0,55b 0,73ab 1,35ab 0,64b 0,76a 0,77a 0,86a 0,89a 0,83a 0,95a*
A. fasciata 0,76a 0,87a 0,88a 0,75a 0,90a* 0,82a 0,76a 0,84a 0,91a 0,78a 0,74a 0,87a
GSH T. usneoides 0,82b 1,77a 2,19a 1,98a 2,18a 1,75a 1,18c* 1,88b 2,65ab 2,34ab 1,92b 3,28a*
(umol g™ ms) A. fasciata 2,04a 1,97a 3,40a 2,41a 2,81a 3,42a 3.38b*  7,55a*  7,82a*  8,34a*  7,88a*  7,1la*
GSSG T. usneoides 5,83a 6,16a 5,04a 5,60a 6,26a 4,63a 5,05b 6,27a 5,89ab 6,54a* 5,73ab 5,46ab
(umol g™ ms) A. fasciata 9,25a 8,14a 8.88a 8,11a 8,56a 3,88a 6,51a 8,13a 7,98a 7,64a 7,08a 6,66a
GSH/GSHtotal T. usneoides 0,13c 0,23b 0,33a 0,26ab 0,27ab 0,28ab 0,18c* 0,23bc 0,29ab 0,25bc 0,24bc 0,37a
A. fasciata 0,18b 0,17b 0,27ab 0,23b 0,25ab 0,53a 0,40a* 0,48a* 0,52a* 0,52a* 0,56a* 0,51a
Cla T. usneoides 1,41a 1,29a 1,23a 1,01a 0,96a 0,84a 1,04a* 1,16a 1,43a 1,43a 1,63a 1,03a
(mgg 'ms) A. fasciata 2,30a 1,66a 1,25a 1,38a 1,63a 1,10a 2,32b 2,86ab*  3,14ab* 2,96ab* 3,30a* 2,37ab*
Clb T. usneoides 0,77a 0,61a 0,36a 0,70a 0,44a 0,59a 0,91b 1,23ab 1,73ab* 1,72ab 1,76a* 1,90b
(mgg ™ ms) A. fasciata 1,19a 0,87a 0,87a 0,78a 1,02a 0,73a 2,11a*  2,56a*  3,62a*  2,87a*  3,07a*  2,19a*
Clb/a T. usneoides 0,65a 0,53a 0,47a 0,79a 0,48a 0,72a 0,75a 0,91a* 1,07a* 1,00a* 1,05a* 0,80a
A. fasciata 0,69a 0,60a 0,80a 0,63a 0,85a 1,95a 0,94a* 0,88a* 1,10a 0,93a* 0,96a 0,90a
HPDC T. usneoides 22,8,a 27,8a 20,5a 30,4a 23,5a 21,7a 12,7c* 16,4bc* 24,8a 20,6ab* 16,6bc*  23,5ab
(umol g ms) A. fasciata 17,4b 31,9a 31,4a 29,6a 28,9b 34,9a 16,0b 28,7a 33,2a 42,9a 52,4a 45,7a
(nmz’l”;ﬁ‘ - T.usneoides ~ 34,1c  59,5ab  648ab  116a  755ab  55,5bc* 40,4c*  640b  750a  81,8a  47,8bc*  722a
A. fasciata 139,7a 174,93 173.5a 152,8a 177,0a 153,4a 131,6b 186,2a 177,0a 188,0a 177,3a 164,8ab

Letras comparam valores entre locais de exposi¢do para cada espécie.

(*) comparam valores entre periodos de exposi¢ao (seco e umido) para cada espécie;
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3.2.1. Defesas antioxidantes

As maiores concentragdes de acido ascorbico e glutationa foram observadas nas
plantas de A. fasciata em ambos os periodos de exposi¢do e apresentaram variagao
espacial nas espécies (Figura 1).

Os valores de AA e DHA foram estatisticamente maiores no periodo seco para
as espécies, observando-se maiores valores de AA em plantas expostas em SG e de
DHA em plantas expostas em PC. A. fasciata também apresentou valores
significativamente maiores de AA em relagdo a referéncia quando expostas em JA no
periodo imido e JA e SG no periodo seco, apresentando maior atividade antioxidante
nas plantas expostas nas areas (Tabela 2). Os teores de AA foram superiores aos de
DHA em todos os periodos de exposicao, indicando a rapida capacidade de recuperacao
do sistema antioxidante da planta, repondo o substrato necessario para degradacio das
ERO:s.

A razdo AA/AAw, variou entre 0,7 e 0,9 para as espécies durante o periodo
umido e apenas para A. fasciata no periodo seco. Valores menores (entre 0,5 e 0,7)
foram observados em plantas de 7. usneoides expostas em JA e PC durante o periodo
seco. Os valores de razdo proximos de 1,0 indicam maior nivel de tolerdncia a
ambientes hostis, por apresentarem maiores concentragoes de AA, em detrimento dos
niveis de DHA, e a maior capacidade de reposicdo de substrato para protecao
antioxidante (Keller & Schwager 1977). Bray et al. (2000) afirmaram que plantas
tolerantes a altas concentracdes de metais pesados tendem a apresentar altos teores de
moléculas e atividade antioxidantes.

Plantas de 7. usneoides apresentam naturalmente alta atividade antioxidante
devido a presenga de AA e caroteno na composi¢do quimica do seu acervo metabdlico
(Witherup et al. 1995) e por isso também vem sendo avaliada segundo seu potencial
medicinal (Vieira & Keplan 2013). Por outro lado, ndo ha historico de estudos
metabolicos dessa natureza em plantas de A. fasciata.

Burkey et al. (2006) determinaram que a sintese de quantidades suficientes de
AA, a manuten¢do do estoque de AA e/ou a capacidade de acumular AA no apoplasto
das folhas sdo os trés principais aspectos do metabolismo do 4cido ascorbico que

contribuiram para elevar a eficiéncia das defesas de plantas silvestres (Rudbeckia
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laciniata L., Verbesina occidentalis Walt. e Asclepias exaltata L.) nativas dos EUA
contra o estresse de ozonio. Baixos teores de AA, e consequente aumento do DHA,
estdo correlacionados com o aumento da susceptibilidade das plantas a condigdes
ambientais adversas além da polui¢do do ar (Keller & Schwager 1977). O ascorbato esta
presente nas paredes celulares das folhas, e varios estudos sugerem que a molécula
fornece a primeira linha de defesa contra o O3 e o SO, (Castillo & Greppin 1988,
Takahama et al. 1992, Luwe et al. 1993).

Aumentos na atividade antioxidante em plantas com fisiologia CAM,
principalmente nos periodos secos, podem ocorrer devido ao estresse hidrico ¢ aos
maiores niveis de radiagdo solar (Gonzalez-Salvatierra et al. 2010). Entretanto, a
presenga de sombrite e irrigagdo semanal das plantas expostas (Capitulo 1) diminuiram
essa possibilidade de ocorréncia de estresse hidrico as plantas no presente estudo.
Segundo Guzy & Heath (1993), maiores concentracdes foliares de acido ascorbico
indicam menor sensibilidade da planta a poluicdo. Assim, os menores valores de AA
observados no periodo seco indicam maior estresse das plantas nesse periodo e menor
sensibilidade nas plantas de A4.fasciata.

As reacdes envolvendo AA em plantas mais sensiveis do que espécies de
bromélias, como Nicotiniana tabacum (Bel W3) e Ipomoea nil (Scarlat O’Hara), sao
importantes para conferir maior tolerdncia contra o estresse oxidativo, em especial pelos
induzidos por O3 (Dafré-Martinelli et al. 2011, Dias et al. 2011). Segundo os autores,
plantas com danos foliares visiveis sdao caracterizadas por baixos niveis de AA e DHA,
resultados ndo observados nas plantas de 7. usneoides e A. fasciata. Plantas de Aechmea
blanchetiana submetidas ao estresse por metais pesados, em ambiente controlado,
apresentaram alteragdes significativas nos teores de AA, com o aumento da
concentracdo de Cu, relacionado a elevacao da tolerancia da espécie a metais pesados
(Giampaoli et al. 2012). O que pode justificar os maiores teores durante o periodo
umido em plantas de 4. fasciata.

Os valores de glutationa oxidada (GSSG), ao contrario do observado para os
teores de AA, foram superiores aos valores de glutationa reduzida (GSH) para as duas
espécies. Os valores de GSH das plantas de ambas as espécies expostas nos pontos da
RMC diferiram estatisticamente das plantas referéncia nos dois periodos de exposicao.

Enquanto os teores de GSSG das plantas de 7. usneoides expostas em HO ¢ ML foram
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estatisticamente superiores aos das plantas referéncia, e apenas no periodo timido, os
teores de GSSG nao diferiram nas plantas de A. fasciata.

A razdo GSH/GSHy, das plantas de 7. usneoides expostas nos locais da RMC
ndo diferiu estatisticamente entre os periodos Umido e seco, mas diferiu
significativamente das plantas referéncia no periodo iimido. No periodo seco, as plantas
de T. usneoides expostas em PC e JA diferiram significativamente das plantas
referéncia; em PC, foram observados os maiores valores em comparagdo aos demais
locais de exposi¢do. As plantas de 4. fasciata apresentaram maiores variagdes entre os
periodos seco e umido, sendo estatisticamente superiores no periodo umido. Apenas no
periodo seco foi observada variacdo espacial na razdo, sendo os maiores valores
também observados em PC, que diferiram estatisticamente das plantas referéncia. Os
resultados podem estar diretamente relacionados com a capacidade de acumulo foliar de
metais dessas espécies (dados incluidos no Capitulo II). Diversos trabalhos associaram

teores de metais com concentragdes foliares de glutationa.
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Figura 1. Concentracdes de acido ascorbico (A) e glutationa (B) em plantas de 7. usneoides
e A. fasciata expostas em RMC nas épocas seca e umida ao longo do periodo de
experimento. Acido ascorbico reduzido (AA); acido ascorbico oxidado (DSH); razdo entre
acido ascorbico e teores totais (AA/AAwtr); glutationa reduzida (GSH); glutationa oxidada
(GSSG) razao ente glutationa reduzida e teores totais (GSH/GSHjot,1). Barras representam
erro padrao da média.

Guimaraes et al. (2008) afirmam que, de modo geral, plantas sujeitas a presenga
do Cd podem apresentar declinio nos niveis de glutationa. Resultados semelhantes
foram obtidos por Gallego ef al. (1996) em flores de girassol, cujos teores de GSH

diminuiram consideravelmente nos tratamentos foliares com Fe, Cu e Cd quando
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comparados aos controles correspondentes, enquanto os valores de GSSG ndo foram
alterados. Santos et al. (2011) observaram que plantas de Brachiaria decumbens
submetidas a contaminagdo de Cd e Zn apresentaram redu¢dao de GSH, provavelmente
devido a sua utilizacdo para a sintese de fitoquelatinas. As fitoquelatinas sao
sintetizadas a partir da glutationa (GSH) com auxilio da fitoquelatina sintase, que ¢
ativada pela presenca de metais pesados (Grill et al. 1989). Souza et al. (2013)
realizaram estudos sobre mecanismos de tolerancia a estresses por metais pesados em
plantas e dentre os muitos meios de aumento de tolerancia aos metais como Hg, Pb e Cd
esta o sequestro e/ou quelagao dos mesmos por fitoquelatinas.

No metabolismo antioxidante do ciclo ascorbato-glutationa, baixos valores de
GSH estao associados a altos niveis de AA (Soares & Machado 2007), uma vez que a
enzima responsavel pela reducdo do DHA em AA ¢ a mesma que reduz GSH e GSSG.
Assim, a manutengdo dos niveis de AA nas plantas deste estudo pode ter retardado a
produ¢do de GSH e portanto aumento dos valores de GSSG. Contudo, a razdo
GSH/GSHiy, nas plantas de 4. fasciata aumentaram no periodo imido em todos os
locais, devido principalmente ao aumento de GSH nesse periodo, indicando a maior
atividade de defesa da espécie no periodo imido. Altos niveis de GSH estdo associados
com o aumento do estresse oxidativo, provavelmente pela maior atividade da enzima
glutationa redutase (GR), enzima envolvida na manutencdo de elevados indices de
GSH/GSSG (Meloni et al. 2003). Além disso, o aumento de GSH e da razdo
GSH/GSSG ¢ altamente influenciado pela exposi¢do a estresses causados por metais,
salinidade, temperatura e seca em diferentes espécies de plantas vasculares (Gill et al.

2013), indicando a grande sensibilidade da molécula para diversos tipos de estresse.

3.2.2. Teores de pigmentos

As plantas de 7. usneoides foram levadas a campo com valores médios de 2,10
mg gs” de Cl a e 0,46 mg gs” de Cl b no periodo seco, e 1,01 mg gs™ ¢ 0,90 mg gs de
Cl a e Cl b, respectivamente, no periodo imido. As plantas de A. fasciata apresentaram,
em média, valores de Cla e Cl b de 2,67 ¢ 0,92 mg gs’1 no periodo seco e de 3,24 ¢ 1,73

-1 , , . \
mg gs~ no periodo imido, antes de serem levadas a campo.
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As espécies apresentaram valores significativamente maiores no periodo imido

para a maioria dos locais avaliados (Tabela 2). Os teores de Cl a em T. usneoides nao

diferiram estatisticamente dos encontrados nas plantas referéncia nos periodos seco e

umido. Na espécie, os teores de Cl b foram maiores que os de Cl a em todos os locais de

exposicdo exceto em PC (local urbano) no periodo tmido, local que diferiu

significativamente das plantas

expostas

em SG (local

urbano/agricola).

As

concentragdes Cl a nas plantas de A. fasciata indicaram diferenga significativa apenas

no periodo umido, destacando a diferenga entre as plantas expostas em SG e REF. No

periodo seco, embora nao tenha sido observada diferencas estatisticas espaciais, 0s

maiores teores de Cl a foram observados nas plantas REF em detrimento das demais. Os

teores de Cl b foram semelhantes aos observados em 7. usneoides (Figura 2).

A razdo Cl b/a variou entre os locais e periodos, acompanhando a variagdo das

concentragdes das clorofilas a e . Os maiores valores de razao foram observados no

periodo umido para as espécies estudadas, sendo que as plantas expostas na RMC

diferiram das plantas referéncia. Ao contrario do observado para o periodo umido, as

plantas referéncia apresentaram maiores valores de razdo dos que as expostas em RMC.
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Figura 2. Teores de Clorofila a (Cl a), Clorofila b (Cl b) e razdo entre clorofilas (Cl b/a)
em plantas de 7. usneoides e A. fasciata expostas em RMC nas épocas seca e umida ao
longo do periodo de experimento. Barras representam erro padrao da média.

Analises de clorofilas e carotenoides tém sido utilizadas como indicadoras de

estresse em plantas, por causas variadas como exposicao a herbicidas (Meschede et al.
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2011), exposicdes a metais pesados (Santos et al. 2011) e Oz (Juozaityte ef al. 2007). A
fonte interna de CO, fornecida pela fixagdo noturna de CO, em 4acido malico fornece
protecdo mais adequada contra a fotoinibigdo aos tecidos fotossintéticos das plantas
CAM, em especial as adaptadas as altas radiacdes (Adam & Osmond 1988), entretanto,
embora as plantas expostas em campo estivessem sob a protecao do sombrite, a variagao
da luminosidade nos locais de exposi¢do foi maior do que nas plantas referéncia
podendo ter influenciado na variacdo espacial observada. Folhas e cloroplastos
adaptados tanto para altas radiagdes quanto para baixas, “de sol” e “de sombra”,
desenvolveram adaptagdes bioquimicas e morfologicas especiais, apresentando, no caso
de folhas “de sol” alta capacidade fotossintética e maiores valores na razao Cl a/b (ou
declinio na razdo Cl b/a), do que as “de sombra” (Lichtenthaler ef al. 1981). Folhas “de
sol” também sdo caracterizadas por possuir maior espessura, maior valores totais de
clorofila, menor area foliar especifica e menores concentragdes de dgua (Lichtenthaler
et al. 2007). Robinson & Osmond, (1994) indicaram o declinio na proporc¢ao de Cl b/a
como um dos gradientes de cloroplastos “de sol” dentro do limbo foliar em algumas
espécies CAM. Plantas adaptadas a alta radiagdo podem apresentar valores mais
elevados de Cl b (ou valores reduzidos de Cl a), em resposta a poluicdo do ar, como
descrito por Moraes (1999) com plantas jovens de Tibouchina pulchra
(Melastomataceae), expostas perto de refinaria de petréleo em Cubatao (SP).

Assim, as variadas fontes de polui¢ao nos locais de estudo, e a variagdo de
radiagdo entre os periodos seco e imido, em especial no ponto SG, podem explicar os
resultados do para o contetudo de clorofilas (com valores de Cl b excedendo os de Cl a e
excedendo os valores observados nas plantas referéncia).

Os maiores valores de clorofila no periodo umido ndo corresponderam ao maior
crescimento das plantas, que ocorreu no periodo seco, contudo Moraes et al. (2002)
trabalhando com Tibouchina pulchra, expostas a polui¢ao aérea de Cubatdo, afirmaram
que plantas expostas a presenca de NOx podem apresentar incremento da concentragao
de clorofila sem necessariamente em aumento na assimilacdo do carbono. No estudo o
oposto foi observado, indicando que o aumento dos pigmentos nas plantas estudadas
pode estar mais relacionado a protecao contra estresse ambiental do que ao crescimento.
Assim como os resultados de glutationa, os teores de clorofila apresentaram maiores

concentragdes e valores de razao no periodo umido, € nos locais de exposi¢do da RMC.
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Isso evidencia a provavel interacdo entre o mecanismo de defesa antioxidante ¢ a

atividade do fotossistema.

3.2.3. Produtos da Peroxidacgdo Lipidica

Os maiores valores de concentracdo de HPDC e MDA foram observados em
plantas de A. fasciata, mostrando maior susceptibilidade da espécie ao estresse
oxidativo, resultando na maior ocorréncia de peroxidagdo lipidica do que o observado
em plantas de 7. usneoides. As espécies ndo apresentaram variagdo sazonal significativa
dos parametros (Figura 3).

As plantas de 7. wusneoides apresentaram maior variagdo espacial das
concentragdes de HPDC e MDA do que A. fasciata (Tabela 2). Para 4. fasciata os
menores valores de HPDC foram observados em plantas expostas em REF durante o
periodo imido e em REF e SG durante o periodo seco. No caso das concentragdes de
MDA apenas o periodo seco apresentou variagdo espacial, com os menores valores na
REF e os maiores nos pontos proximos a agricultura (ML, JA, HO e SQG). T. usneoides
apresentou os menores valores de HPDC no periodo seco para plantas expostas em
REF, seguido de ML e SG. Os maiores valores foram observados em plantas expostas
em JA. Os resultados de MDA para a espécie variou em ambos os periodos de
exposicdo, apresentando os menores valores em plantas expostas em REF e PC no
periodo umido, e para REF, ML e SG no periodo seco.

Embora a variagdo sazonal nos niveis de MDA e HPDC tenha sido mais
marcante em plantas de 7. usneoides, nas plantas de A. fasciata os valores foram
superiores ao de 7. usneoides ¢ as plantas expostas em RMC apresentaram resultados
significantemente maiores que as plantas referéncia (Tabela 2). Diversos autores
associam lesOes de membranas e alteracdes nas concentragdoes de MDA com danos
causados pela exposicdao a poluentes, em especial Oz (Ranieri ef al. 1996, Calatayud et
al. 2002). Tiwari et al. (2006) mostraram que o nivel de peroxidagao lipidica foi maior
nas folhas de Dacus carota var. Pusa Kesar (cenoura) cultivadas em camaras sem ar
filtrado, em compara¢do com aqueles em camaras de ar filtrado, confirmando que o

estresse oxidativo foi causado pela presenga de SO,, NO; e Os, enquanto Wannaz ef al.

69



(2003) mostraram correlagdo positiva entre teores de SO, e concentracdo de HPDC e

MDA em folhas de Schinus areira L. (aroeira).
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Figura 3. Concentragdes de hidroperdxido dienos conjugados (HPDC) e malonaldeido
(MDA) em plantas de 7. usneoides ¢ A. fasciata expostas em RMC nas épocas seca e
umida ao longo do periodo de experimento. Barras representam erro padrao da média.
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Produtos da peroxidacao lipidica como MDA e HPDC sdo importantes
ferramentas no monitoramento da polui¢do, sendo considerados indicadores sensiveis
de polui¢ao veicular. O MDA ¢ mais eficiente que o HPDC uma vez que o aumento
significativo do HPDC em geral ¢ acompanhado de injarias foliares (Klumpp et al.
2000, Lima & Abdalla 2001). Nesse estudo, entretanto, os teores de HPDC parecem tao
indicativos quanto os de MDA, visto que ambos apresentaram, diferenciagdo entre as
plantas mantidas em regido de estudo e as plantas referéncia, destacando regides com
influéncia de fontes urbanas de poluicdo no caso das plantas de 4. fasciata.

Plantas de T. usneoides expostas em ambientes com diferentes fontes de
polui¢do no México mostraram que o aumento na concentracdo de MDA e a diminuicao
dos teores de clorofila, resultantes do aumento das concentra¢des de Ca e Pb nos tecidos
da planta, foi devido ao estresse por metais (Granados & Romero 2012). Estes dados
nao estdo totalmente de acordo com o observado neste estudo, uma vez que os teores de
clorofila ndo parecem estar diretamente ligados aos metais, tendo de fato aumentado no
periodo timido, periodo em que houve maior eficiéncia de acimulo de metais nas
plantas (vide capitulo 2). Entretanto, os resultados de MDA apresentam variacao
espacial semelhante entre os periodos, e, embora o FE tenha sido maior no periodo
umido, o enriquecimento de metais ocorreu em ambos os periodos de exposi¢do, o que

pode explicar a pequena variagdo sazonal entre os locais.

3.3. Analise integrada das respostas bioquimicas de T. usneoides e A. fasciata

As respostas fisiologicas das espécies foram analisadas de forma integrada por
meio de andlises de componentes principais (PCA) e de dendograma de agrupamentos
(Cluster) apds padronizagdo por transformagao logaritmica (log)o).

No caso da PCA, 77% da variabilidade total das respostas fisioldgicas das
espécies foram explicados pelos dois primeiros eixos (p<0,01), havendo a separagao
entre os periodos seco e umido, como havia sido observado na descricdo de cada
parametro separadamente. MS/MF, GSSG e Cl a foram as varidveis mais associadas ao
eixo 1 ¢ DHA, TCR e AA ao eixo 2,corroborando a associacdo dos resultados de
clorofila e glutationa mencionadas anteriormente (item 3.2.2).

As unidades amostrais de 4. fasciata expostas no periodo imido, localizadas no
lado positivo do eixo 1, foram caracterizadas por altos teores de MDA, HPCD,
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glutationa e clorofilas e por baixa razao MS/MF. As unidades amostrais de 4. fasciata
provenientes do periodo seco, localizadas no lado positivo do eixo 2, que continham
altos niveis de AA e DHA e mostraram maior TCR. Por outro lado, as unidades
amostrais de 7. usneoides, em ambos os periodos, foram posicionadas do lado negativo
do eixo 1. A razdo MS/MF apresenta maior afinidade com o periodo seco e contrapde

aos demais dados.
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Figura 4. Andlise de componentes principais dos pardmetros fisioldgicos para as

espécies 1. usneoides e A. fasciata nos periodos seco e umido. Pontos amostrais da
RMC.

As analises de agrupamentos (cluster) permitiram verificar quais as associacdes

entre as variaveis fisiologicas analisadas nas bromélias, que também variaram em
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funcdo da sazonalidade e locais estudados. Para as plantas de 7. usneoides (Figura 5),
foram observados agrupamentos distintos entre os periodos de exposi¢do. No periodo
seco (Figura 5A), destacaram-se trés grupos: TCR, AA ¢ DHA formaram o primeiro,
MDA, HPDC e CI b formaram o segundo e GSH, GSSG, MS/MF e Cl a formaram o
terceiro. Assim como sugerido nas andlises individuais e confirmado pela PCA, as
variagoes de clorofila (CI a) estdo intimamente ligadas as variagdes de glutationa,
enquanto a associa¢do da CI b com os produtos da peroxidagao lipidica indicando que o
pigmento pode estar atuando como defesa. No periodo imido, formaram-se trés grupos
distintos, com um total de 4 subgrupos. O primeiro subgrupo associou as formas
oxidadas da glutationa e o acido ascorbico com o TCR, o segundo agrupou MDA e AA,
o terceiro MS/MF com HPDC e GSH ¢ o quarto agrupou dos dados de clorofila. Dentre
os parametros a razao MS/MF foi isolada dentro do subgrupo.

A associacdo da taxa de crescimento com os parametros de acido ascorbico em
ambos os periodos estdo de acordo com estudos que sugerem que a cadeia de atividades
do 4cido ascorbico ¢ aumentada em folhas cultivadas em alta intensidade de luz e a
baixas temperaturas, bem como evidéncias de que o acido ascorbico presente nas
paredes das células tem ligagdes com o metabolismo de expansdo celular, em especial o
DHA, uma vez que se acredita que enzima ascorbato oxidase (AQO) possui importante
papel nessa expansdo (Smirnoff 1996).

As dissociacdes entre os grupos do periodo seco e Umido, possivelmente
correspondem ao menor estresse imposto as plantas no periodo timido, como as analises
individuais apontaram. No periodo uUmido as associagcdes permaneceram entre
“semelhantes”, como no caso das formas oxidadas de glutationa e ascorbato associadas
entre si, e as formas reduzidas das mesmas associadas com produtos da peroxidagao
lipidica.

O agrupamento dos parametros da espécie 4. fasciata apresentou a mesma
influéncia sazonal das plantas de 7. usneoides, contudo as associagdes entre as variaveis
estudadas foram distintas (Figura 6). Para o periodo seco foram observados trés
agrupamentos principais: AA e MS/MF no primeiro, GSSG, DHA e HPDC no segundo
e TCR, GSH, MDA, Cl a e CI b no terceiro. No periodo imido o dendograma formou
cinco agrupamentos principais, isolando MS/MF e HPDC em um grupo cada,
associando AA e MDA, como visto para as plantas de 7. usneoides no mesmo periodo,
TCR, DHA e GSH, ¢ GSSG, Cl a e Cl b. Assim como observado para as plantas de 7.
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usneoides houve maior dissociagao dos parametros no periodo imido, o que pode estar

relacionado a menos estresse nesse periodo.
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Figura 5. Dendograma da analise de agrupamento dos parametros fisiologicos de
plantas de 7. usneoides ao longo do periodo de experimentacdo. A - Periodo seco; B -

Periodo umido. A linha escura demarca a “linkage distance” da analise.
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Os dados mostram a influéncia sazonal nas respostas dos pardmetros
fisioloégicos, o mesmo sendo evidenciado ao aplicar-se a andlise de agrupamento
(dendograma) para encontrar possiveis variacdes espaciais e sazonais (Figura 7).
Contudo, os resultados evidenciaram poucos agrupamentos nitidos para os locais. As
plantas de 7. usneoides (Figura 7A) expostas no PC e ML, por exemplo, mostraram
variagoes similares nos marcadores fisiologicos, indicando que os fatores de estresse
nesses dois locais, mais proximos do polo industrial, afetaram do mesmo modo as
plantas expostas, tanto no periodo seco como no imido. A associacdo mostra a pequena
variacdo entre os locais, em fun¢@o das fontes poluidoras. O dendograma de 4. fasciata
mostrou a variagdo sazonal distinta em cada periodo, indicando maior proximidade
entre ML e JA.

A RMC apresenta diversas fontes poluidoras (urbana, industrial e agricola), com
mudangas na direcdo dos ventos ao longo do dia, topografia plana e pequena variacdo
de temperatura e umidade entre os locais (Tresmond & Tomaz 2004, Boian & Andrade
2012) o que torna a regido bastante uniforme, facilitando a dispersao de poluentes, e
pode explicar a pouca variagdo espacial de marcadores fisioldgicos de estresse medidos
nas espécies.

No entanto, a variagdo sazonal dos marcadores fisiologicos, determinada
principalmente pelo volume de precipitagcdo nos periodos seco e umido, foi evidenciada.
Para T. usneoides, a sazonalidade foi demonstrada para TCR, AA e DHA e para 4.
fasciata para GHS, GSSG, Cl a, C1 b e HPDC.

As espécies estudadas possuem estratégias distintas, especialmente no que diz
respeito ao potencial de tolerar o estresse oxidativo e crescer na area de estudo. A
analise biométrica indica que o melhor indicador de crescimento sazonal de T.
usneoides ¢ a TCR, enquanto a razdo MS/MF apresenta melhor distingdo espacial. Para
a espécie A. fasciata a razdo MS/MF parece ser mais eficiente tanto como indicador
espacial como sazonal, tendo a TCR apresentado varia¢do sazonal apenas no periodo
umido para a espécie. As andlises fisiologicas apresentam maior sensibilidade das
atividades do acido ascorbico e MDA nas plantas de 7. useoides e das atividades de
glutationa e HPDC nas plantas de 4. fasciata.

As andlises estatisticas e de agrupamento indicam que a maioria dos pardmetros
estudados sdo mais sensiveis em plantas de A. fasciata, apresentando maiores
concentragdes dos mesmos em comparagao com a 7. usneoides € maior variabilidade
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sazonal em alguns casos, sugerindo que esta a A. fasciata mais passivel de reagir as

variag0es na contaminagao atmosférica.
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4. Conclusaes

As analises individuais dos parametros estudados indicaram maiores teores de
moléculas antioxidantes e fotossintetizantes em plantas de A. fasciata. A variacdo
espacial dos parametros de AA e AA/AA o no periodo seco mostram maior influéncia
do aporte geral de poluentes dessa época no metabolismo de defesa das plantas,
enquanto que a variacdo espacial no periodo umido de GSH, GSSG e HPCD esta
associada a maior eficiéncia de acimulo de metais tragos no periodo (vide capitulo 2).

As variagdes dependentes entre niveis de AA e GSH indicam forte correlagdo na
atividade antioxidante do ciclo ascorbato-glutationa e os estresses ambientais, e embora
os niveis de AA isoladamente ndo tenham sido marcadores espaciais significativos para
as plantas de 7. usneoides, foram marcadores sazonais. Assim sugere-se que o ciclo
deva ser melhor estudado em ambas as espécies, acrescentando avaliagdo de enzimas
modeladoras da reposicdo das moléculas mencionadas, como a DHAR e a GR,
responsaveis pela reposi¢cdo de de AA e GSH na sua forma reduzida.

Embora ndo tenha sido possivel associar um parametro fisiologico diretamente
com o estresse da planta, dentre os marcadores fisioldgicos das plantas de 7. usneoides,
destacam-se o HPDC, MDA e Cl b, devido a variabilidade tanto sazonal como espacial.

A andlise de PCA e os resultados estatisticos indicam que a maior sensibilidade
fisiologica de Aechmea fasciata, com variagdes espaciais e sazonais dos teores de AA,
GSH, Cl a e HPDC. Segundo as anélises de agrupamento cluster, a espécie foi capaz de
distinguir em PC, unico local sem acdo direta de fontes de poluigdo agricola,
diferenciaram-se das plantas expostas nas demais areas de estudo em ambos os
periodos. Portanto, Aechmea fasciata apresenta maior viabilidade para o monitoramento

ambiental em funcao dessas variaveis.
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Capitulo IV — Proposi¢io de modelo preditivo para Indice de
Contaminacao Atmosférica (ICA) no monitoramento de
regioes afetadas por diversas fontes de poluicao

1. Introducdo

A avaliagdo das condigdes ambientais tem sido, cada vez mais, de extrema
importancia para a manuten¢do da qualidade de vida e do meio ambiente. Muitos
estudos tém associado doencas respiratorias e obitos infantis e adultos com os niveis de
poluicao atmosférica, em especial material particulado e 6xidos resultantes da queima
de combustiveis fosseis (Sunyer ef al. 2000, Clancy et al. 2002, Stieb et al. 2002,
Gouveia et al. 2006, Wannaz et al. 2011, Amancio et al. 2014).

No Brasil, desde 1981, a CETESB utiliza indices de qualidade (de 4gua e ar)
denominados IQAs baseados no Indice Basal de Poluentes (do inglés Pollutant Standard
Index - PSI) elaborado pela EPA (US Environmental Protection Agency, EUA) e
testado no Canada ¢ Holanda (CETESB 1992, CETESB 2003, EPA 1998), que sao
elaborados a partir da coleta de dados abidticos do ambiente, como concentragdo de
MP,y, fumaga inalavel, SO,, NOy, teores de matéria organica, pH, entre outros. Por
dependerem de valores obtidos por meio de equipamentos de captagdo fisico-quimica
nem sempre existem dados disponiveis de todos os poluentes em todas as épocas do ano
e em todos os pontos de monitoramento, tornando o monitoramento menos homogéneo
€ mais inconstante.

O monitoramento utilizando plantas como indicadoras de poluicdo do ar ¢ uma
possibilidade viavel de avaliacdo da acdo sinérgica de poluentes, baseado em respostas
fisiologicas e bioquimicas que determinam a resisténcia e susceptibilidade das plantas
ao ambiente (Lakshmi et al. 2009). Contudo, a sensibilidade e as respostas das plantas
aos poluentes do ar sdo varidveis, devido a interferéncia de fatores como a idade e
estadio de desenvolvimento da planta, tempo de exposi¢do ao poluente, condi¢des
edaficas e climaticas, entre outros. Assim, sdo poucos 0s casos em que & possivel
encontrar relagdo linear entre a dose de poluente e o efeito na planta exposta em campo

(Moraes 1999, Lakshmi et al. 2009).
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Para indicar o nivel de tolerancia ou sensibilidade de plantas com potencial
bioindicador, variagdes em parametros considerados indicativos de estresse por acdo de
poluentes, como teores de moléculas antioxidantes, poliaminas ¢ atividade de algumas
enzimas, entre outros, geralmente sdo avaliados individualmente; contudo, a
combinag¢do de parametros bioquimicos e fisiologicos gera resultados mais eficazes que
esses parametros geram separadamente (Kuddus et al. 2011).

E possivel determinar o nivel de tolerancia de plantas bioindicadoras utilizando
o Indice de Tolerancia & Poluicdo Aérea (do inglés Air Pollution Tolerance Index —
APTI), elaborado por Singh & Rao (1983). Nele, foram incluidos quatro fatores (acido
ascorbico, teor de clorofila total, pH do extrato de folha e teor relativo de agua) para
determinar se a planta ¢ tolerante ou sensivel as condi¢des do ambiente estudado. O
indice tem sido utilizado principalmente em areas industrializadas (Lakshmi ez al. 2008,
Kuddus et al. 2011, Babu et al. 2013). A determinagao do APTI proporciona um
método confidvel para a determinagdo de grande variedade de plantas quanto a
susceptibilidade aos poluentes do ar, permitindo o planejamento para determinar
possiveis medidas de controle da regido estudada (Kuddus ez al. 2011).

Nas ultimas décadas estudos realizados por pesquisadores da Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina, mostram que a analise de riscos bioldgicos associados
a contaminacdo atmosférica, utilizando espécies biomonitoras, pode ser mais precisa a
partir de indices que relacionam o acimulo de elementos com as alteragdes fisiologicas,
bioquimicas e estruturais das plantas biomonitoras. Gonzdlez & Pignata (1994)
desenvolveram um indice de contaminagdo atmosférica, denominado CI (do inglés
Contamination Index) utilizando o liquen Ramalina ecklonii (Spreng.) como organismo
biomonitor, com o intuito de evidenciar os diferentes niveis de polui¢do no Estado de
Cordoba, Argentina, e correlaciona-los as principais fontes de aporte desses poluentes
(equagdo 1). O indice foi proposto com base em diferentes parametros bioquimicos,
entre os quais teores de pigmentos, conteido de malondialdeido (MDA), teores de
enxofre total (S) e feofitinas. Gonzalez et al. (1996) repetiram o estudo em Cordoba,
acrescentando, aos parametros originais, os teores de hidroperdxido dienos conjugados
(HPDC) para indicar a ocorréncia de peroxidacdo lipidica, aumentando a
explicabilidade e confianga do modelo anteriormente proposto. Deste estudo surgiu o

indice de Poluigdo - PI (do inglés Pollution Index, equagdo 2).
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(Equagdo 1) CI = [(Po/Co)+(S1/Sr)]X[(MDA/MDA;)]
(Equagdo 2) PI = [(Po/Co)*+(St/Sp)]X[(MDA/MDA{)x(HPDC;/HPDCy)]

Onde: P,: feofitina a; C,: clorofila o, 1: teores de amostras expostas; p: teores de amostras

frescas/iniciais; ¢ os resultados foram obtidos em funcdo de matéria seca.

Pignata ef al. (2002) propuseram uma variacdo dessa abordagem, utilizando
plantas da bromélia Tillandsia capillaris, espécie vascular, epifita e criaram um indice
de contaminagio atmosférica para Cordoba denominado Indice de Danos Foliares (do
inglés Foliar Damage Index — FDI, equag@o 3). Neste, foram utilizados a razao entre
clorofilas a e b (Cl b/Cl a), teores de enxofre total (S), teores de malondialdeido (MDA)
e hidroperoxido dienos conjugados (HPDC) e a razdo entre a massa de matéria seca e
fresca das plantas (PS/PF). Dessa forma, os valores de FDI relacionam-se com
diferentes niveis de qualidade do ar refletidos por teores de metais/nutrientes e os

efeitos de poluentes atmosféricos gasosos na seguinte equagao:

(Equagdo 3) FDI= [(C1 b/Cl a)+(S/Spasa) IX[(MDA/MDA p50)X(HPDC/HPDCyat) JX[PS/PF]

Onde “basal” corresponde ao valor obtido de plantas coletadas em local considerado ndo

contaminado.

O indice agrega os resultados de cada parametro biologico individual, gerando
um Unico valor estimado, capaz de distinguir e comparar a variacdo espacial e temporal
do nivel de contaminagdo atmosférica na regido monitorada (Pignata et al. 2002,
Wannaz & Pignata 2006, Bermudez et al. 2009). O processo de elaboracdo do indice
levou em conta parametros quimicos que apresentavam valores mais elevados na
presenca de maiores aportes de poluentes atmosféricos (Pignata er al. 2013). A
abordagem ¢ interessante ¢ inovadora, visto que as reacdes indicadoras de aumento de
tolerancia ou de disturbios latentes acabam por afetar a relagdo linear entre a
concentragdo do contaminante na atmosfera e o nivel de acimulo nos tecidos vegetais,
que seria esperada quando se pretende monitorar rotineiramente a qualidade do ar

utilizando espécies vegetais.
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A escolha de espécies epifitas para a elaboracdo do indice deve-se,
principalmente, a sua capacidade de adaptagdo as condigdes climdticas extremas e ao
seu padrio de desenvolvimento. As plantas epifitas, em especial as bromélias,
apresentam dois tipos de morfologia das folhas: folhas com bainhas amplas e
imbricadas, formando um tanque onde se acumulam 4gua e detritos, posteriormente
absorvidos por escamas (4. fasciata, por exemplo); e folhas estreitas e densamente
cobertas por escamas que absorvem agua e nutrientes quando sua superficie esta imida
(T. usneoides, por exemplo) (Benzing et al. 1976, Benzing 2000). Essas adaptacdes
permitem que as plantas permanecam em boas condigdes fisioldgicas durante os
periodos de exposicao nos locais de estudo e reflitam o estado da atmosfera.

Contudo, ¢ possivel supor que indices como os descritos anteriormente podem
ndo ser eficientes em ambientes com caracteristicas geograficas distintas e regidas por
condi¢des climaticas diferentes das descritas para Cordoba, como € o caso da Regido
Metropolitana de Campinas. Em Coérdoba as estagdes sdo mais marcadas, com clima
tendendo a semiarido, redugdo da circulagdo de massa de ar e frequentes inversdes
térmicas no inverno e outono, além da topografia irregular com morfologia concava
(Pignata er al. 2013). Na regido da RMC, as variagdes climaticas ocorrem
principalmente em funcdo da precipitagdo, com pequenas variagdes de temperatura,
ventos predominantes da direcio SW-NE e topografia plana (ver capitulo 1). Assim,
para que seja possivel o uso de indices como os mencionados anteriormente, ¢ preciso
que eles sejam elaborados levando em conta as peculiaridades de cada local de estudo.

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo, utilizar modelos
matematicos preditivos para propor um indice de contaminacdo atmosférica mais
abrangente para a RMC, utilizando bromélias epifiticas biomarcadoras, a partir de
conhecimentos adquiridos com os profissionais da Universidad Nacional de Cordoba,
visando a mapear de forma precisa o nivel de contaminag¢do atmosférica, em carater

regional, especialmente em locais onde ocorrem fragmentos de vegetagdo nativa.

2. Material e métodos

O conhecimento preliminar para a elaboragio do Indice de Contaminagio
Atmosférica (ICA) foi obtido na Faculdade de Ciéncias Exactas, Fisicas e Naturales da

Universidad Nacional de Cordoba, Argentina, sob a supervisdo dos Drs. Eduardo D.
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Wannaz e Maria Luiza Pignata. O estagio foi viabilizado por bolsa concedida no ambito
do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (CAPES) (set a dez/2013).

O Indice de Contaminagio Atmosférica (ICA) para a RMC foi desenvolvido
utilizando 34 variaveis, 5 abioticas (MP1y, NO,, O3, SO,, Precipitacao) e 29 bioticas
(marcadores quimicos: concentracdo de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Co,
Pb, Sr e V; resultados descritos no capitulo 2; e marcadores fisiologicos: Cl a, CI b, Cl
b/a, HPCD, MDA, AA, DHA, AA/DHA, GSH, GSSG, GSH/GSSG, MS/MF e TCR;
resultados inclusos no Capitulo 3) medidos nas espécies de bromélias epifitas Tillandsia
usneoides e Aechmea fasciata, expostas na regido metropolitana de Campinas sob
influéncia de diversas fontes de poluicao, por dois anos, ao longo de 8 exposigdes com
duragdo de 12 semanas cada (ver detalhes no capitulo 1).

A primeira etapa de elaboracdo do indice consistiu na determinacao de
associacdes qualitativas entre as variaveis bioticas medidas nas plantas de ambas as
espécies ao longo do periodo experimental e variaveis abioticas (precipitacao, NO,, O3,
SO, e MPy). A primeira etapa foi realizada com dados originados em cada um dos oito
experimentos realizados no local PC, onde existe uma estagdo de monitoramento de
qualidade do ar e climatica. As associagdes foram encontradas por meio de analise
fatorial, empregando o método de componentes principais, sem rotagdo dos eixos. Os
fatores foram destacados por autovalores > 2,0 ¢ somente os marcadores bidticos e
abidticos extraidos em cada fator por factor loadings > 0,6 foram considerados
relevantes para a proposicdo do ICA. O numero de fatores retidos/finais foi também
determinado com base na fracdo de explicagdo da variancia total e na variabilidade das
varidveis individuais.

A andlise fatorial foi realizada em separado para marcadores fisioldgicos e
quimicos por espécie, utilizando a mesma matriz de dados ambientais. Todas as
matrizes foram padronizadas antes das analises a fim de evitar vieses decorrentes de
diferencas nas magnitudes dos dados. A analise calcula o nimero minimo de elementos
necessarios para explicar a covariacdo observada entre os descritores ¢ auxilia na
escolha de variaveis que representam melhor as condi¢des estudadas (Hair ef al. 1998,
Legendre & Legendre 2012).

A segunda etapa de analise de dados consistiu na proposicdo de equacdes
multilineares preditivas da variagdo na concentragdo de poluentes no local PC a partir
das variacdes nos marcadores quimicos e fisiologicos destacados como relevantes nas
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analises fatoriais. As equacdes foram propostas por meio da técnica de regressdo
multilinear stepwise backward, utilizando o programa estatistico Sigma Stat 11.0. Os
poluentes, tratados individualmente (NO,, SO,, MP;; e Os) ou associados por
somatorias de suas concentracdes (NO,+SO,, MP;+NO,+SO;, MP(+NO,+S0,+0;3 e
NO,+S0,+03), foram escolhidos como variaveis dependentes e os marcadores
fisioldgicos e quimicos relevantes foram escolhidos como variaveis independentes. A
precipitagdo foi incluida como variavel independente por ser a varidvel meteorologica
que melhor caracterizou a sazonalidade climdtica na regido de estudo e apresentar
evidente influéncia na concentragdo dos poluentes na regido. Esta se mostrou também
biologicamente importante devido ao metabolismo epifitico das espécies e a influéncia
determinante da presenca de dgua no seu desenvolvimento. Buscaram-se equagdes para
cada variavel dependente, com e sem precipitagdo como variavel independente. A
analise de regressdo foi iniciada com todas as varidveis independentes e consistiu na
remogao passo a passo daquelas que ndo explicaram significativamente a variagdo da
variavel dependente analisada. Ao final, propuseram-se equagdes preditivas
multilineares mais explicativas das oscilagdes na concentracao dos poluentes com base
no produto entre os valores variaveis bidticas e seus respectivos coeficientes de

correlagdo, como representado na equacdo abaixo:

Y(E): b() + b1X1 +b2X2 +..+ ann

Onde:

Y &) - variavel dependente estimada (poluentes);
bo— Coeficiente de intersec¢ao dos eixos;

b1, by, b, - Coeficiente de regressao;

X1, X2, X, - variavel independente (fisioldgicas e quimicas).

Como os valores de x variam, os valores correspondentes para Y aumentam ou
diminuem dependendo do sinal que acompanha b (Systat Software 2008). As equacdes
mais representativas, para cada espécie, foram utilizadas para mapear a distribuicao
espacial e sazonal dos poluentes na regido de estudo, utilizando como base os dados
provenientes do biomonitoramento conduzido ao longo dos 22 meses nos locais de

estudo, com o auxilio do programa Surfer 8.
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3. Resultados e discussao

As tabelas 1 e 2 apresentam os resultados da analise fatorial exploratoria
realizada com dados ambientais e parametros fisioldgicos e quimicos (nutrientes e
metais pesados marcadores) nas plantas de 7. usneoides e A. fasciata, respectivamente.

A andlise fatorial, denominada dessa forma pela primeira vez por Spearman em
1904, tem como base a proposta de que correlagdes de valores testes podem ser
explicados por um fator em comum e ao combinar com outros fatores que refletem as
qualidades de testes individuais, explicar a covariancia entre descritores (Legendre &
Legendre 2012). A fun¢do primaria ¢ extrair as informagdes essenciais dos dados, que
nao sao percebidas na analise individual de cada caso (Queiroz et al. 2007).

A interpretagdo da matriz da analise fatorial depende dos valores do factor
loading, correlagdo entre cada variavel e o fator em que estd disposta, e a necessidade
ou nao de aplicar a rotagdo dos fatores. A rotagdo de fatores ¢ realizada baseando-se na
intersec¢do dos vetores nos quais as variaveis sdo dispostas no grafico, podendo existir
diversas rotagdes, sendo a Varimax a mais usada. O uso da matriz sem a rotagdo
(unrotated) tende a extrair os fatores por ordem de importancia, e as variaveis mais
significativas se agrupam entre os primeiros fatores, enquanto a rotacdo permite a
melhor redistribuicdo das variaveis entre os fatores e simplifica o processo (Hair et al.
1998). Como o objetivo do uso da andlise fatorial nesse estudo foi identificar as
variaveis que melhor se correlacionaram e ndo substitui-las por novas varidveis
resumidas (fator), optou-se pelo uso dos resultados da matriz sem rotagao.

A andlise das plantas de 7. usneoides extraiu 3 fatores, tanto para os dados
fisiolégicos quanto para os quimicos, os quais explicaram 60,4% e 57,5% da
variabilidade dos dados respectivamente. Para os dados fisioldgicos, o fator 1 explicou
27,9% da variancia total, o fator 2 explicou 19,2% da variancia total e o fator 3
representou aproximadamente 13% da variancia, destacando (em vermelho na Tabela 1)
ao todo 6 variaveis. Para os dados quimicos, o fator 1 explicou 28,9% da variancia total,
o fator 2 explicou 15% e o fator 3 13%, destacando no total 9 varidveis. Em ambos os
casos, os poluentes avaliados foram separados em dois grupos, tendo o Os sido isolado
dos demais, por ndo haver associagdo significativa das varidveis quimicas com o O;

(Tabela 1).
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Na analise os poluentes gasosos NO, e SO, e o MPyy foram relacionados
primeiramente com os teores foliares de DHA, N, B, Cu, Fe, Mn ¢ a TCR, enquanto que
a precipitacao foi oposta a esses pardmetros, sugerindo que maiores aportes de poluigdo
alteraram o desenvolvimento da planta, embora estas apresentem aumento da forma
oxidada do &cido ascorbico e consequentemente diminui¢do da forma reduzida,
indicando estresse oxidativo. A razdo MS/MF foi negativamente correlacionada com os
teores de MDA ¢ AA (fator 2), indicando que a producdo de massa das plantas da
espécie T. usneoides diminuiu com o aumento dos valores dos indicadores oxidativos.
Nas andlises das variaveis quimicas, o fator 2 indicou a correlagdo negativa, ou seja,
inversamente proporcional, entre os teores de S e de P e Sr. O fator 3 de ambas as

analises ressaltou a correlagdo residual da CI b ¢ do Co entre as variaveis.

Tabela 1. Resultados da analise fatorial das varidveis quimicas, biologicas e ambientais
referentes as plantas de 7. usneoides expostas em PC. Varidveis com valores > 0,60
estdo evidenciados em vermelho; valores < 0,5 ndo foram considerados.

T. usneoides Fator 1 Fator 2 Fator 3 T. usneoides Fator 1 Fator 2 Fator 3
) MPy, -0601 AA -0803 MP10 (545 " MP4, -0,725 P 0628 O3 -0579
% NO, -0851 GSSG 0516 O3  05% 2 NO, -0790 Mg 0501 K -0587
g SO, -0,772 MDA -0621 Clb 0,633 2 SO, -0875 S -0616 Ca 0,585
g Precip. 0,760 MS/MF 0,816 Clb/Cla -0,540 % Precip. 0,729 Sr 0662 Co -0,618
@ Cla 0,549 3 N -0,704 Pb 0,572
g DHA -0,664 3 B -0,684
g GSH 0,575 g Cu -0,697
2 TCR -0,744 ] Fe -0,622
Mn -0,757
Expl.Var 4,751 3,260 2,260 Expl.Var 5,790 3,067 2,643
Var. total (%) 27,945 19,177 13,295 Var. total (%) 28,948 15,333 13,217
Var. acum (%) 27,945 47,122 60,417 Var. acum (%) 28,948 44,281 57,498

Para A. fasciata foram extraidos quatro fatores para as analises fisiologicas e trés
fatores para as analises quimicas, resumindo 79% e 71,9% dos dados respectivamente
(Tabela 2). Os valores dos factor loadings foram maiores dos que os observados nas
plantas de 7. usneoides. A maioria dos dados foi resumida no primeiro fator,
representando mais de 35% dos dados fisiologicos, e mais de 28% dos dados quimicos,
associando a maioria das variaveis ambientais, incluindo os teores de O3 para os dados
fisiologicos, ao contrario do observado para 7. usneoides. Nos demais fatores foram
resumidos 17,5, 15 e 11% dos dados fisioldgicos, destacando no total 12 varidveis, e 26

e 17% dos dados quimicos, destacando o total de 8 varidveis.
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Os teores de pigmentos, HPCD e GSSG associaram-se negativamente com 0s
poluentes e positivamente aos valores de precipitacdo. O aumento da precipitagdo foi
positivamente relacionado com o aumento da TCR (fator 3), mas negativamente
associado com a razdo MS/MF. Essa associagdo indica que o aumento da precipitagcdo
proporciona o maior desenvolvimento da planta e diminui a razdo da massa de matéria
seca em relagdo a fresca (MS/MF).

Os resultados de AA e GSH, formas reduzidas, ¢ a razdo entre AA/DHA
apresentaram alta correlacdo positiva, indicando resultados concomitantes entre si e
negativamente relacionados com os poluentes (Fator 1 x Fator 2), podendo ser um bom
indicador. Os valores de MDA foram concomitantes com os teores DHA (Fator 3),
embora ndo tenha atingido valores acima de 0,6. Em relacdo a matriz nutricional, o
MP,, foi diferenciado dos poluentes NO, e SO,, enquanto os teores de O; nao
apresentaram influéncia nas variagdes nutricionais das plantas da espécie. Os

nutrientes/metais mais significativos foram N, K, B, P, Ca, Mn ¢ Cu.

Tabela 2. Resultados das componentes na analise fatorial (sem rotagdo) das varidveis
quimicas, biologicas e ambientais referentes as plantas de A. fasciata expostas em PC.
Valores >0,60 de cada fator estdo evidenciados em vermelho; valores <0,5 ndo foram

considerados.
A.fasciata Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4 A fasciata Fator 1 Fator 2 Fator 3
MPy, 0,798 GSH 0,731 CIB/CIA 0,634 Precip. 0,662 S0, -0,727 MP4 0,774 P -0,504
NO, 0,730 AA 0824 GSSG -0523 CIB/CIA 0,516 N 0883 NO, 0678 Ca -0,711
g 0; -0,619 AADHA 0,726 DHA 0710 TCR 0,824 » K 0,920 Precip. 0,738 Cu 0,723
S SO, -0,748 MDA  -0,583 E Fe -0514 P 0,542 Zn 0,644
‘o [
£ Precip. 0,606 a Mn 0604 Mg 0593
2 CLA 0843 E Vv -0,635 B 0,613
@ CLB 0,664 $ Mn 0,557
= HPCD 0,657 3 Co -0,650
2 GSH 0,541 E
@ GSSG 0,643 S
- MDA 0,591
MS/MF -0,875
Expl.Var 6,369 3,152 2,696 2,033 Expl.Var 5,013 4,377 3478
Var. tot (%) 35,384 17,509 14,980 11,297 Var. tot. (%) 23,871 20,845 16,563
Var. acum (%) 35,384 52,893 67,873 79,170 Var. acum. (%) 23,871 44,716 61,279

Corroborando as observagdes de Pignata et al. (2002) em Cordoba, Argentina, as

concentragdes de S nas plantas do género Tillandsia foram correlacionadas com as

variagdes nos poluentes atmosféricos da regido de estudo, contudo a correlagdo nao foi

encontrada para as plantas de A. fasciata.
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A andlise fatorial exploratoria indicou 15 e 20 variaveis significativas (factor
loading > 0,6), entre as 29 variaveis bioticas, para as plantas de 7. usneoides e A.
fasciata respectivamente, as quais foram incluidas nas analises de regressao multilinear
(stepwise backward).

A regressdo stepwise seleciona variaveis independentes para o desenvolvimento
de uma equacdo de regressao linear multipla, a partir de uma lista de variaveis elegiveis
que permitem presumir a acdo de uma variavel dependente, de acordo com a
contribuicdo de cada variavel ao modelo. Usando o método stepwise, € possivel evitar a
interferéncia de varidveis externas, subestimando ou superestimando a especificacao do
modelo (Hair et al. 1998, Systat Software 2008). A Analise de Regressao Stepwise
assume a associagdo entre uma ou mais variaveis independentes (no caso, metabolitos
ou elementos quimicos medidos na planta) e uma variavel dependente (no caso, um
poluente ou uma associacdo de poluentes), que se encaixa na equagdo geral para um
plano multidimensional. Dentre as vantagens do desenvolvimento de equagdes por esse
método, ¢ a possibilidade de associd-las a um poluente especifico ou a um conjunto
deles e o amplo leque de variaveis aos quais podemos dispor para a avaliacao.

Os critérios para escolha dos modelos preditivos mais representativos foram:
proposicao de equagdes lineares com distribui¢do normal e igualdade de variancias (ou
seja, a obtengdo de p > 0,05 nos respectivos testes), maior nivel de significancia do
modelo preditivo proposto (p < 0,001) e os mais altos valores de coeficiente de
determinacdo para stepwise (R?). As tabelas 3 e 4 apresentam a sintese dos resultados
das analises de regressdo para as espécies 7. usneoides ¢ A. fasciata, respectivamente.

Apesar da proposicdo de maior numero de equacdes vidveis com as variaveis
bioticas monitoradas na espécie 7. usneoides, para estimativa da contaminacao
atmosférica, os modelos preditivos foram menos explicativos, ou seja, obtiveram-se os
menores valores de R®. A caracteristica marcante das equacdes elaboradas para a
espécie foi a elevagdo dos valores de R* com a adi¢do da varidvel Precipitagio. Os
menores valores de R? foram observados nas equagdes elaboradas em fungao do Os,
sugerindo pequena influéncia desse poluente nos disturbios das plantas e indicando que
a espécie ndo ¢ adequada para monitoramento da poluicdo por O3, em funcdo da
avaliacdo dos resultados fisioldgicos e nutricionais. Em contrapartida, os altos valores
de R? das equagdes em fungdo de SO, sugerem que o monitoramento continuo desse
poluente pode ser realizado do biomonitoramento com a espécie.
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Nas plantas de 7. usneoides, a principal variavel associada a estimativa dos
poluentes foi a DHA, sempre associada positivamente nas equacdes, seguida pelas
variaveis MDA e TCR. Os dados de MDA apresentam majoritariamente associa¢ao
negativa com os poluentes, enquanto os dados de TCR apresentam correlagdo negativa
quando associados aos dados de O3, e correlacdo positiva com os demais poluentes.
Dentre as varidveis quimicas, os principais elementos associados nas equagdes sao P, S,
Mn, Fe e N, com correlagdes negativas e positivas variando em fun¢do da associagao

dos poluentes.

Tabela 3. Resultados dos critérios de escolha da representatividade das equacdes
experimentais para o Indice de Contaminagdo Atmosférica (ICA) utilizando plantas de
T. usneoides.

T. usneoides Normalidade Igualdade Variaveis utilizadas R? p*
C/ precip v v (~Precip.) (+DHA) (-N) (+P) 0,857 <0,001
MP4o
S/ precip v v (+DHA)(+P) (-Cu) 0,767 <0,001
C/ precip v v (—Precip.) (-MDA) (-S) (+B) (+Mn) 0,763 <0,001
NO,
S/ precip v v (-MDA) (+P) (-S) (+B) (+Mn) (-Sr) 0,742 <0,001
C/ precip v v (-Precip.) (+AA) (+TCR) (+N) (-P) (-S) (+B) 0,911 <0,001
so (+Mn) (-Sr)
2
. (+AA) (+DHA) (+TCR) (+N) (-P) (-S) (+B)
v v
S/ precip (+Mn) (-57) 0,924 <0,001
C/ precip v v (-Precip.) (+AA) (+MDA) (-TCR) (+N) (+Fe) 0,695 <0,001
(-Mn)
03
S/ precip v (+Cl b) (+Fe) (+Mn) 0,552 <0,001
C/ precip v v (—Precip.) (-MDA) (+P) (-S) (+Fe) (+Mn) 0,812 <0,001
NO,+S0,
S/ precip v (+DHA) (-MDA) (+P) (+Fe) 0,726 <0,001
C/ precip v v (—Precip.) (+DHA) (— MDA) (+P) (+S) (+Fe)| 0,882 <0,001
NOz+SOz+MP1o
S/ precip v (+DHA) (-MDA) (+P) 0,761 <0,001
C/ precip v v (—Precip.) (-AA) (- TCR) (-S) (+Fe) 0,720 <0,001
NO,+S0,+0;
S/ precip v v (-AA) (+DHA) (+Fe) (+Mn) 0,591 <0,001
C/ precip v v (=Precip.) “DF:’:I)))‘mZ/)MF) (TCRIEN) 5797 <0,001
NO,+SO,+MP1(+0;
S/ precip v v (+DHA) (+Fe) (-Mn) 0,566 <0,001

Linhas destacadas em vermelho foram eliminadas da selecdo, visto que os dados ndo tinham
distribuicdo normal ou igualdade de variancia. Células contornadas de azul destacam maiores
valores de R” para cada espécie.
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Equacdes preditivas das concentragdes de poluentes mais explicativas (com
maiores valores de R?) foram propostas com as variaveis biotica medidas nas plantas de
A. fasciata, ndo apresentando variagdo no nivel de explicabilidade em fung¢do da adigdo
ou remogao da variavel Precipitacdo. Contudo, a utilizagdao da espécie para a avaliagao
do gradiente de NO; isolado ou em associacdo com o O3, ndo ¢ indicada.

As variaveis fisioldgicas mais frequentes nos modelos foram Cl a, C1 b, HPDC e
MS/MF. Os dados de Cl a e HPDC correlacionaram-se positivamente com as varidveis
dependentes, enquanto os de Cl b relacionaram-se negativamente. Os dados de MS/MF
apresentaram, em sua maioria, correlagdo positiva, excetuando na associacdo da
somatoria de poluentes sem a presenga de Os. Os principais elementos quimicos
associados foram N, B e Mn, com correlacdo negativa para N e positiva ou negativa
para B e Mn, variando com a associagao de cada poluente.

Os dados de Precipitagdo (Precip.), em ambas as espécies, foram negativamente
relacionados na equacdo, resultado semelhante ao obtido por Ferreira (2014), que
observou que a maioria dos metais-traco acumulados por 7. usneoides na regido de
Paulinia e Campinas apresentou correlacdo positiva para emissdes de MPjy e Os, e

negativa com temperatura e pluviosidade.
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Tabela 4. Resultados dos critérios de escolha da representatividade das equagdes
experimentais para o Indice de Contaminagdo Atmosférica (ICA) utilizando plantas de

A. fasciata.
A. fasciata Normalidade Igualdade Variaveis utilizadas R? p*
. (~Precip) (+Cla) (—Clb) (+HPCD) (+ MS/MF) (+TCR)
v v
MP,, C/ precip (=N) (~Ca) (+ B} (+ Cu) (+Mn) (~Co) 0,974  <0,001
) (+Cl @) (=Cl b) (+HPDC) (-GSH) ( ~GSSG) (+MS/MF)
v v
S/ precip (—=N) (+K) (=Ca) (+Cu) (+Mn) (<Co) 0,979 <0,001
] (+Cla) (~Cl b) (+HPDC) (-~ AA/DHA) (+TCR) (-N) (+K)
NO, C/ precip v (=Ca) (+8) (+Cu) (+ Mn) 0,983  <0,001
] (+Cl a) (~Cl b) (+HPDC) (-~ AA/DHA) (+TCR) (-N) (+K)
S/ precip v (=Ca) (+B) (+Cu) (+ M) 0,981  <0,001
. (—Precip) (+Cl b/a) (-AA) (+DHA) (+MS/MF) (+K) (+Ca)
SO, C/ precip (- B) (+ Cu) (-Mn) (+2n) 0,980 <0,001
. (+Cl b/a) (-AA/DHA) (+MS/MF) (=TCR) (—N) (+K) (+Ca)
S/ precip v v (=B) (+Cu) (—Mn) (+Zn) 0,973 <0,001
0O, C/ precip v v (-Precip) (+Cla) (+MS/MF) (-N) (-Ca) (-B) (+Mn)(-Co) 0,915  <0,001
S/ precip v v (+Cla) (—Clb) (+MS/MF) (-N) (—Ca) (-B) (+Mn)(—Co) 0,919 <0,001
NO,+SO, ¢/ precip v v (—Precip.) (+Cl a) (-Cl b) (+HPDC) (—AA) (+DHA) (+TCR) 0,988 | <0,001
(—N) (—=Ca) (+B) (+Cu) (+Mn)
. (+Cla) (—Cl b) (+HPDC) (~AA/DHA) (+TCR) (—N) (—Ca)
S/ precip v v (+K) (+8) (+Cu) (+Mn) 0,985 | <0,001
NO,+SO,+MP,,  C/ precip v v (~Precip.) (+Cl ) (=CI b) (+HPDC) (-MS/MF) (+TCR) | gg5 | <0001
(=N) (—Ca) (+B) (+Cu) (+Mn) (+Co)
. (+Cl @) (—Cl b) (+HPDC) (-GSH) (-GSSG) (+MS/MF) (—-N)
S/ precip v v (+K) (~Ca) (+B) (+Cu) (+Mn) 0,981 <0,001
NO,+S0,+0; ¢/ precip v (—Precip.)(+Cl a)(—Cl b )(+MS/MF)(-N)(—Ca)(-Mn) 0,927 <0,001
(+Co)
S/ precip 4 (+Cl @) (—ClI b) (+MS/MF) (-N) (+K)(—Ca) (+Mn) 0,925 <0,001
NO,+SO,+MP,+0; C/ precip v v (—Precip.) (+Cl a) (—Cl b) (+HPDC) (+MS/MF) (-N) (—Ca) 0956  <0,001
(=B) (+Mn) (=Co)
S/ precip 4 4 (+Cl b/a) (+MS/MF) (-N) (+K)(—Ca) (+Mn) 0,956  <0,001

Linhas destacadas em vermelho foram eliminadas da selecdo, visto que os dados ndo tinham
distribuicdo normal e/ou igualdade de variancia. Células contornadas de azul destacam maiores

valores de R” para cada espécie.

Para melhor avaliar a credibilidade dos indices, as concentracdes estimadas de

O3 e MP), a partir das equagdes multilineares mais explicativas (R* = 0,979 e 0,919

respectivamente) obtidas com varidveis bidticas medidas nas plantas de 4. fasciata,

foram comparadas com os dados disponiveis pela em trés estagdes de monitoramento da

CETESB sediadas na regido metropolitana de Campinas (tabela 5).
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Tabela 5. Comparagdo entre resultados dos indices de contaminagdo atmosférica (ICA —
MP,y e O;) das plantas de 4. fasciata e os dados ambientais disponibilizados pela
CETESB nos pontos mais proximos da regido de estudo.

Clima Local MP,, (ug m?) ICAMp10 Razdo d:e 0, (g m?) ICAq: Razdo d:e
(ug m®)  correlagdo (ug m®) correlagdo
Paulinia Centro 28,17 28,40 1,01 64,47 65,15 1,01
Umido Campinas Centro 26,93 33,14 1,23 - - -
Paulinia - Sul 27,96 27,86 1,00 52,42 65,76 1,25
Paulinia Centro 43,70 40,67 0,93 67,21 76,26 1,13
Seco Campinas Centro 37,88 39,56 1,04 - - -
Paulinia - Sul 50,34 45,30 0,90 53,15 70,52 1,33
Regressdao  Paulinia Centro 0,97 0,97
linear (seco+ campinas Centro 0,72 -
umido) Paulinia - Sul 0,78 0,63

Os dados indicam alta correlacdo entre as concentragdes estimadas com as
equacdes e as concentragdes atmosféricas dos poluentes, em especial para MPjg, que
apresentou grande influéncia na area estudada (vide capitulo 1). Os altos valores de
correlacdo indicam que o uso da equagdo elaborada com os dados obtidos em PC ¢
aplicavel aos demais pontos de coleta, com aproximac¢dao minima de 63% entre os
resultados no caso da avaliagdo do ozonio. Essa variagdo ¢ esperada, ocorrendo
principalmente devido a reagdes quimicas que ocorrem na atmosfera e a instabilidade de
alguns poluentes, que ndo sdo consideradas na captacdo pontual das estacdes de
monitoramento (Tadamo et al. 2010).

No Brasil, o monitoramento ambiental com o uso de simulagdes de dispersao de
poluentes utilizando modelos computacionais ISCST3 (Industrial Source Complex,
Short Term, 3* geracdo) e AERMOD (American Meteorological Society/Environmental
Protection Agency Regulatory Model) ¢ utilizado na area de licenciamentos ambientais
(Rosa 2012). Nos estudos, os resultados sdo frequentemente subestimados ou
superestimados, como no caso de estudos realizados em vérios pontos da RMC
utilizando o modelo ISCST3, e que apresentaram diferencas relativas de 52% entre a
maxima concentragdo horaria de NOx simulada e a observada na estagdo de
monitoramento Paulinia-Centro e de 57% para a estagdo Paulinia-Sul (Tadamo et al.
2010). Rosa (2012), que avaliou a modelagem da concentracdo de SO, na Regido de
Candiota-RS com o AERMOD, obteve valores subestimados das concentracdes em

20%. Assim, a comparacao entre esses dados e os apresentados no presente estudo
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sugere que o uso do modelo aplicado no monitoramento com bromélias epifitas ¢ uma
alternativa adequada para a avaliagdo ambiental da regido.

Com base nos resultados das tabelas 3 e 4, foram selecionadas trés equagdes
para representar o gradiente de contaminacao atmosférica da RMC, de acordo com os
maiores valores de R? e sua representatividade. Foram duas para A. fasciata e uma para

T. usneoides.

Para 4 fasciata:

(1) (MP,+SO,#NO,)e= 75,4 — (0,04*Precip) + (3,8*Cla) — (6,5*Clb) + (0,1*HPCD) +
(24,2*MS/MF) + (751,1*¥TCR) — (3,1*N) — (1,7*Ca) + (0,5*B) + (1,1*Cu) +(0,1*Mn) —
(0,7*Co) [R?=0,985]

(2) (Os)e= 96,9+(4,5*Cla)—(3,3*Clb) + (87,9*MS/MF) — (2,2*N) — (3,5*%Ca) — (1,7*B) +
(0,1*Mn) — (1,6*Co) [R*=0,919]

Para T. usneoides:
(3) (SO,)e=-2,06 + (0,88*AA) + (0,89*DHA) + (183,8*TCR) + (0,53*N) - (1,38*P) - (1,42*S) +
(0,07*B) + (0,07*Mn) - (0,02*Sr) [R*=0,924]

A figura 1 apresenta as concentracdes estimadas de poluentes a partir das trés
equacdes selecionadas, separadas por locais (ML, JA, HO, SG e PC) e clima (seco e
umido). Os maiores valores foram obtidos para o periodo seco, destacando variagdes
espaciais. Esses resultados estdo de acordo com os dados fornecidos pela CETESB
descritos mais detalhadamente no capitulo 1 e salientam a presenca de inversao térmica
que potencializam a concentragdo de poluentes no periodo seco, que coincide com o
inverno (Carmo & Hogan 2006). Embora ndo tenham apresentado diferenca espacial
estatisticamente significativa, durante o periodo seco os menores valores dos ICA 1 e
ICA 2 foram observados nas plantas em SG, e os maiores em PC, enquanto os menores
valores do ICA 3 foram observados na plantas em PC.

Ainda, o grafico ressalta as altas concentragdes de O; na regido,
proporcionalmente maiores que os demais poluentes, sendo compativel com a literatura.
O poluente ¢ a principal fonte de degradacdo ambiental da RMC seguido pelo Material
Particulado, com contribuicdo de varios municipios que compde a RMC, como Paulinia

e Americana (divisa com Holambra e Paulinia — vide mapa do capitulo 1), além do
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trafego que corta a regido, seguindo as estradas de importincia regional/nacional, como

a Anhanguera ¢ a Bandeirantes (Carmo & Hogan 2006, CETESB 2007).
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Figura 1. Médias sazonais das concentragdes estimadas de MP;+SO,+NO, (ICA1 - A)
e O3 (ICA2 - B), a partir de variaveis bidticas medidas em plantas de A4. fasciata e de
SO2 (ICA3 - C), a partir de varidveis bioticas medidas em 7. usneoides, nos pontos de
exposi¢ao da RMC.
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A Figura 2 apresenta a distribui¢do espacial das concentracdes estimadas de
poluentes na regido de estudo com base nos trés indices selecionados, nos periodos
umido e seco. As figuras evidenciam a marca¢ao sazonal dos dados, em especial para os
teores de Os. A pequena variacdo da direcdo e velocidade dos ventos indica que o
principal fator de variacdo dos poluentes ¢ o aumento da pluviosidade e diminui¢ao da
dispersao dos poluentes. No periodo seco (Figuras 2A e 2E), a somatoéria dos poluentes
primarios (MPy, NO, e SO;) abrangeram quase todos os pontos de coleta, formando um
gradiente crescente no sentido sudeste-noroeste, e apresentando maiores concentragdes
em JA e ML. No periodo umido, esse ICA (1) gerou maiores valores estimados de
contaminagdo atmosférica em JA, ML e PC (Figura 2B), enquanto o ICA (3), que
estimou a distribui¢do espacial e sazonal de SO,, indicou maiores valores em HO e JA
(Figura 2F).

O ICA (2) indicou maiores concentracdes de O3 em SG e PC no periodo seco
(Figura 2C), seguido por HO, ML e JA. No periodo umido, esses dados se invertem,
ocorrendo estimativamente maiores concentragdes de Oz em JA ¢ ML.

Os altos valores dos ICAs em JA na maioria dos casos, ¢ em ML, SG ¢ HO ¢
arredores no caso dos valores de ICA(3) e ICA(1l), podem ser explicados pela
contribui¢do elevada dos veiculos movidos a 6leo diesel na regido, como caminhdes de
transporte de cana-de-agucar e maquinas de colheita automatica, responsaveis por
69,15% do total de emissdes de NOx da regido (Carmo & Hogan 2006), pela
ressuspensao de material do solo e por queimadas de pastos e lavouras, praticas comuns
na época seca, que coincide com o inverno (julho a setembro) e com a época de colheita
da cana-de-agucar, quando também ocorre aumento significativo das concentragdes de
oxidos de carbono (COx) (Bermann 2008, Candido & Nunes 2010, Tadamo ef al. 2010,

Ueda & Tomaz 2011) e pela aplicacdo de agrotoxicos e vinhaga na regido.
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Figura 2: Distribuicdo espacial do gradiente de contaminacdo atmosférica produzido
pelos Indices de Contaminagio Atmosférica (ICA) nos pontos de estudo da RMC com
plantas de A. fasciata (A-D) e T. usneoides (E e F). A: ICA(1) — (MP;p+SO,+NO,)g no
periodo seco; B: ICA(1) — (MPp+SO,+NO,)g no periodo timido; C: ICA(2) — (O3)g no
periodo seco; D: ICA(2) - (O3)g no periodo timido; E: ICA(3) — (SO»)g no periodo seco;
F: ICA(3) — (SO3)g no periodos imido.
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Segundo o relatério técnico da Embrapa (Luiz ef al. 2004), em 1995 a RMC
tinha mais de 50.000 hectares de plantagdo de cana-de-agucar, 42.000 hectares de pastos
e 32.000 hectares de plantacdo de citros ¢ milho. Neles, mais de 300.000 litros de
agrotoxicos (herbicidas e fertilizantes) eram aplicados. Atualmente as areas cultivadas e
pastagem aumentaram consideravelmente, como indicado na Figura 4 do Capitulo 1, e
alguns estudos ainda alertam para danos ambientais causados produtos quimicos como
agrotoxicos e a vinhaca (Machado 2009). A vinhaga, subproduto da cana-de-agucar
utilizado amplamente para fertirrigacao dos solos na regido, ¢ rico em matéria organica
e nutrientes como K, Ca e S (Alvarenga e Queiroz 2009), e metais como Fe, Mn, Zn e
Cu (Silva & Orlando Filho 1981, Ramalho e Sobrinho 2001).

Além da contribui¢do das atividades agricolas e urbanas da regido, e do contato
constante com material particulado provenientes de rodovias como a Anhanguera e a
Bandeirantes (Carmo & Hogan 2006, Machado 2009) a cidade de Campinas também
apresenta o acréscimo de poluentes como MPjy e Oz provenientes da cidade de Sao
Paulo, em fun¢do das condigdes meteoroldgicas da regido (com direcdo do vento
predominante de sul e sudeste - 0 que ocorre praticamente o ano todo), e da transi¢ao
topografica de plateau na RMSP a depressdao em RMC (Miranda & Tomaz 2008, Boian
& Andrade 2012), explicando os altos valores de poluentes durante o periodo seco
(Figura 2A, 2C, 2E) no ponto SG.

A andlise dos graficos B, D e F da Figura 2 sugerem a maior influéncia das
emissoes de NO; do que SO, no periodo imido. O NO,, juntamente com 0s compostos
organicos volateis (COV), ¢ um dos principais precursores do O3 (Blacet 1952,
Seinfield et al. 2008), ambos emitidos por fontes estacionarias (industrias) e moéveis
(veiculos) de queima de combustivel fossil. A correlacio ¢ evidenciada pela
similaridade observada entre as figuras 2B e 2D. Ainda, no periodo seco observa-se
maior influéncia de SO, na composic¢ao dos aportes de poluentes quando comparados ao

periodo umido, (Figuras 2A e 2E).

106



4. Conclusoes

Além dos critérios de escolha mencionados para a eleicao das equagdes, optou-
se pelas trés equagdes descritas anteriormente por apresentarem a representagao mais
ampla da distribuicdo dos poluentes da regido, uma vez que as variadas fontes
encontram-se distribuidas pela regido. Contudo, como indicado nas tabelas 3 e 4, ¢
possivel avaliar cada poluente separadamente com moderada precisdo e alta
confiabilidade. Assim, as demais equagdes obtidas nesse estudo € que preencheram os
critérios pré-estabelecidos estao descritas no Apéndice 1.

A espécie A. fasciata apresenta maior sensibilidade aos poluentes, sendo capaz
de avaliar as condi¢cdes ambientais com mais de 98% de confiabilidade. 7. usneoides é
indicada para a mesma avaliagdo, no entanto, obtendo no maximo 88% de
confiabilidade, com excecdo da avaliacdo de poluentes sulfurados, cuja confiabilidade ¢
de mais de 90%.

A avaliagdo conjunta dos dados quimicos e fisioldgicos das espécies provou ser
mais eficiente para avaliagdo espacial da regido do que a andlise das varidveis
individuais.

O indice indicou variagdes sazonais e espaciais, destacando o ponto JA como o
mais afetado pela polui¢do e indicando a grande influéncia das atividades agricolas na

qualidade ambiental da regido.
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Capitulo V — Consideracoes Finais

A utilizagdo de bromélias epifitas como bioindicadoras da contaminagdo
atmosférica ¢ uma realidade e seu uso ¢ cientificamente aceito como instrumento
essencial para o monitoramento ambiental.

A espécie Tillandsia usneoides e outras espécies do mesmo género tém-se
mostrado adequada para o biomonitoramento, sendo utilizada em diversos estudos, mas
suas limita¢des, como o crescimento lento, a dificuldade de cultivo e a necessidade de
retirada de amostras da natureza vém sendo um empecilho para a continuidade dos
estudos. O uso de bromélias dessa espécie comercialmente cultivadas, como no caso das
utilizadas nesse estudo, provou ser adequada para atender algumas das necessidades
citadas.

No presente estudo, o potencial bioindicador da espécie Adechmea fasciata foi
estabelecido, ao compara-lo criticamente ao de 7. usneoides. Ambas as espécies foram
consideradas tolerantes ao estresse tendo, provavelmente, influéncia do metabolismo
CAM caracteristico das espécies. Os resultados mostraram que, apesar de mais sensivel
ao ambiente quando comparada a 7. usneoides, a estrutura formadora de tanque da A.
fasciata a torna mais eficiente na captacdo de nutrientes e na interacdo com o ambiente.
A espécie apresenta maior capacidade de acimulo de metais nos tecidos foliares e
maiores variacdes de pardmetros fisioldgicos e quimicos em situagdo de estresse, ndo
apresentando, contudo, danos visiveis.

A avaliacdo conjunta dos varios parametros marcadores do ambiente mostrou-se
mais eficaz do que o uso de parametros individuais em ambas as espécies. Contudo,
alguns parametros destacaram-se na avaliacdo do estresse das plantas, como os teores de
pigmentos ¢ os metabolicos resultantes da peroxidagdo lipidica (HPDC e MDA) e os
teores de N, S, Fe e Mn, em especial para as plantas de 4. fasciata.

Smodis ef al. (2004) afirmaram que ndo existe um bioindicator universal, apenas
varios bioindicadores regionais e sua determinacdo depende das condi¢des climaticas
dentro de regides investigadas. Apos 10 anos de estudo a premissa permanece. Segundo
os autores, quando sdo utilizados varios organismos em uma pesquisa, estes devem ser
objeto de intercalibracdo visando produzir resultados comparaveis. No presente estudo,
os resultados das duas espécies foram semelhantes, apresentando melhor ou pior

desempenho, dependendo dos parametros avaliados.
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Ainda, a complexidade da area de estudo, cuja topografia plana e a dire¢do quase
constante dos ventos permitindo a maior dispersdo dos poluentes; assim como as
diferentes fontes de polui¢do conjugadas (urbana, industrial e agricola), pode ser
amenizada pelo uso da associagdo de parametros indicadores de estresse em uma
equagao matematica.

Os resultados obtidos no estudo mostram a espécie A. fasciata como boa
indicadora de contaminagdo atmosférica, em especial como bioacumuladora de metais
tracos e marcadores de fontes poluidoras Ainda, dentre as espécies estudadas, sugere-se
o uso das plantas de A. fasciata também pelos modelos multilineares preditivos das
concentragdes de poluentes, com base em varidveis bidticas, que foram mais
explicativos do que os propostos com variaveis bioticas de 7. usneoides. A somatoria de
concentragdes de poluentes primarios na regido de estudo pode ser estimada com 98,5%
de explicabilidade, medindo-se teores de Precipitacao, Cla, Clb, HPCD, MS/MF, TCR,
N, Ca, B, Cu, Mn e Co. A contaminagdo por O3 (92% explicabilidade), por sua vez,
pode ser deduzida a partir de medidas de Cla, Clb, MS/MF, N, Ca, B, Mn ¢ Co. Embora
a Precipitacdo seja uma varidvel ambiental condicional na regido e para o metabolismo
de plantas epifitas, os resultados apresentados no Capitulo 4, no desenvolvimento das
equacdes matematicas, indicam que a 4. fasciata ¢ menos afetada pela sazonalidade.

Além disso, a A. fasciata apresenta facil propagagdo e cultivo, e ampla
distribuicao nas Américas, o que facilita seu processo de adaptacao. Ressaltamos, ainda,
que as plantas de A. fasciata precisam estar em um estdgio ndo, ou seja, quando o
tanque estiver completamente formado, como as utilizadas nesse estudo. O uso de
plantas com maiores pesos (minimo 35,0 g) e altura foliar incidira a melhor capacidade
de armazenamento de agua no tanque e no melhor desempenho das plantas para o
biomonitoramento.

A T. usneoides apresentou alta explicabilidade (> 92%) para o indice de
avaliagdo das concentragdes de SO,, sendo indicada primeiramente para avaliacao deste

poluente e secundariamente para a avaliagdo dos demais poluentes.

Smodi$, B., Pignata, M.L., Saiki, M., CortEs, E., Bangfa, N., Markert, B. &
Frontasyeva, M. 2004. Validation and application of plants as biomonitors of trace
element atmospheric pollution a co-ordinated effort in 14 countries. Journal of

Atmospheric Chemistry 49: 3-13.
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Apéndice 1

~ , . . 2
Equacdes elaboradas durante o estudo, além das apresentadas no manuscrito, cujo o R
indicou mais de 80% de confiabilidade (em relagdo a presenga ou auséncia da variavel
Precipitacdo, foram elegidas as equagdes com maiores R? dentre as opgdes):

Tillandsia usneoides:

(4) MPg+SO,+NO, = 704 — (0,04*Precip.) + (20,6*DHA) — (1,2*MDA) +
(14,8%P) + (9,2*S) + (0,01 *Fe) [R>=0,882]

(5) NO,+S0, = 24,44 — (0,019*Precip.) — (0,13*MDA) + (7,41*P) — (5,59*S) +
(0,007*Fe) + (0,31*Mn) [R* = 0,812]

Aechmea fasciata

(1) MP;o = 48,59 + (3,64*Cl a) — (4,2*Cl b) + (0,05*HPDC) — (0,324*GSH) —
(0,26*GSSG) + (16,43*MS/MF) — (3,6*¥N) + (0,75*K) — (1,78*Ca) + (0,58*Cu)
+(0,103*Mn) — (0,52*Co) [R* = 0,979]

(2) NO, = 22,79 + (1,93*Cl a) — (3,84*C1 b) + (0,06 *HPDC) — (0,06 AA/DHA) +
(287,44*TCR) — (2,61*N) + (0,305*K) — (0,773*Ca) + (0,88*B) + (0,6*Cu) +
(0,082*Mn) [R*=0,983]

(3) SO, = 5,13 + (0,76*Cl b/a) — (0,03*AA/DHA) + (4,08*MS/MF) — (75,06*TCR)
— (0,5*%N) + (0,24*K) + (0,27*Ca) — (0,11*B) + (0,2*Cu) — (0,012*Mn) +
(0,038*Zn) [R* = 0,973]

(4) NO,+S0, = 36,97 — (0,025*Precip.) + (1,5*Cl a) — (3,22*Cl b) + (0,05*HPDC)
— (0,89*AA) + (1,66*DHA) + (352,49*TCR) — (1,53*N) — (0,39*Ca) + (0,5*B)
+(0,66*Cu) + (0,035*Mn) [R> = 0,988]

(5) MPg+SO,+NO,+0; = 176,8 — (0,06*Precip.) + (7,76*Cl a) — (8,26*C1 b) +
(0,155*HPDC) + (131,9*MS/MF) — (5,14*N) — (4,57*Ca) — (1,3*B) +
(0,245*Mn) — (1,45*Co) [R* = 0,956]
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