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RESUMO
Os ecossistemas florestais tém sido afetados por estresses naturais, como extremos nas
condicBes climéticas e estresses de origem antropica, como a poluicdo atmosférica, que
vem aumentando ao longo dos anos, devido ao crescente uso e ocupagdo do solo pelo
homem. Os estresses ambientais podem ocasionar 0 aumento de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que agirdo em nivel celular, ocasionando diversas alteracbes nos
processos bioquimicos e fisioldgicos de plantas, podendo ocasionar a morte de individuos
e, com isso, causar mudancas na estrutura de populacfes e ocasionar a eliminagdo de
espécies sensiveis da comunidade vegetal, alterando sua estrutura e fisionomia. A
intensidade dos efeitos causados pelas ERO nas plantas, no entanto, depende de quéo
eficiente é seu sistema de defesas antioxidantes, que sdo capazes de impedir ou restringir
a producdo excessiva dessas ERO. Assim, o presente estudo foi proposto objetivando:
conhecer o perfil das defesas antioxidantes em espécies arbdreas pioneiras e ndo pioneiras
presentes em remanescentes de Mata Atlantica em S&o Paulo; avaliar se estes
antioxidantes sdo potencialmente capazes de impedir ou restringir danos celulares;
determinar se ha variagdo espacial e sazonal nessas caracteristicas bioquimicas das
espécies incluidas no estudo e indicar possiveis fatores de estresse ambiental indutores
das variacfes no potencial redox nos dois grupos de espécies. Assumimos as seguintes
hipdteses gerais de trabalho: as espécies arboOreas pioneiras apresentam niveis de
tolerancia ao estresse oxidativo similares entre si e maiores dos das espécies arbdreas néo
pioneiras; as caracteristicas antioxidantes de espécies arboreas pertencentes a ambos os
grupos funcionais variam espacialmente em funcgéo de efeitos combinados de fatores de
estresse ambiental, de origens natural e antropica. Para isso, foram realizadas coletas de
folhas de especies pertencentes a cada uma dessas categorias sucessionais em trés

fragmentos de Mata Atlantica incluidos em unidades de conservacdo no Estado de S&o
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Paulo (Parque Municipal Nascentes de Paranapiacaba/Santo André, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga/S&o Paulo, ARIE Mata de Santa Genebra/Campinas) expostos a
condicBes climéaticas e fontes de poluicdo distintas, em periodos Umido e seco, para
andlise de é&cido ascorbico, glutationa, catalase, superdxido dismutase, glutationa
redutase, indicadores de danos oxidativos como teor de pigmentos (clorofila a, clorofila
b e carotenoides) e hidroperoxido dienos conjugados. As espécies arboreas pioneiras
apresentaram caracteristicas bioquimicas similares entre si e distintas das caracteristicas
das espécies ndo pioneiras. Essas caracteristicas bioquimicas das espécies de ambos os
grupos funcionais variaram espacialmente em funcéo de efeitos combinados de fatores de
estresse ambiental, de origens natural e antrépica. No Parque de Paranapiacaba, as
espécies arboreas pioneiras e ndo pioneiras mostraram ser menos suscetiveis ao estresse
oxidativo. As respostas bioquimicas das arvores pertencentes a ambos 0S grupos
funcionais seguiram gradientes lineares nas condi¢Bes climéticas e de concentracdo de e
poluentes gasosos oxidativos estabelecidos entre os locais de estudo.

Palavras chaves: Estresses ambientais, Mata Atlantica, espécies arboreas pioneiras e
ndo pioneiras, antioxidantes, danos oxidativos,
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ABSTRACT
Forest ecosystems have been affected by natural stresses, such as extreme climatic
conditions, and stresses of anthropogenic origin, such as air pollution, which has been
increasing over the years due to the use and land occupation by man. These environmental
stresses increase the reactive oxygen species (ROS) formation in plant cells, which may
cause several changes in biochemical and physiological processes in plants, death of
individuals, elimination of susceptible species and alterations in the structure of
populations and the entire plant community. The severity of oxidative damage caused by
ROS in plants, however, depends on how effective is their antioxidant defense system,
which is able to prevent or restrict the excessive production of ROS. Thus, this study was
proposed aiming to: know the profile of antioxidant defenses in pioneer and non-pioneer
species present in Atlantic Forest remnants in Sdo Paulo; assess whether these
antioxidants are potentially capable of preventing or restricting oxidative cell damage;
determine whether spatial and seasonal variations in these biochemical characteristics of
the species included in the study are evidenced and indicate possible environmental
inducers of changes in the redox potential in the two successional groups of species. We
assumed the following general working hypotheses: the tolerance level against oxidative
stress is similar in the pioneer tree species and higher than the tolerance level of the non-
pioneer tree species; antioxidant characteristics in tree species belonged to both
successional groups vary spatially in response to combined effects of natural and
anthropogenic stresses. Therefore, leaf samples from pioneer and non-pioneer species
were collected in three Atlantic Forest fragments included in conservation unities in Sao
Paulo State (Parque Municipal Nascentes de Paranapiacaba in Santo André, Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga in Sdo Paulo, ARIE Mata de Santa Genebra in

Campinas) exposed to distincts climatic conditions and air pollution sources, during wet



and dry periods, for analyses of ascorbic acid, glutathione, catalase, superoxide
dismutase, glutathione reductase, indicators of oxidative damage, such as pigments
(chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids) and hydroperoxide diene conjugated. The
pioneer tree species showed similar biochemical characteristics and different from the
characteristics of non-pioneer species. These biochemical characteristics of both
successional groups varied spatially in response to combined effects of natural and
anthropogenic stresses. The pioneer and non-pioneer tree species from the Paranapiacaba
Park were less susceptible to oxidative stress than the species sampled in the other
conservation unities. The biochemical responses of trees belonging to both functional
groups followed linear gradients in climatic conditions and concentrations oxidative

gaseous established between the study sites.

Key words: environmental stresses, Atlantic Forest, pioneer tree species and non-

pioneer, antioxidants, oxidative damage.
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1.Introdugéo e Justificativas

Os ecossistemas florestais estdo sujeitos e se aclimatam aos estresses ambientais
naturais causados por oscilagbes climaticas, como extremos de temperatura, déficit
hidrico e excesso de radiacdo solar (Tausz et al. 2007, Favaretto et al. 2011). Mudancas
no clima com eventos extremos, aumento das concentragcdes de didxido de carbono (CO2)
atmosférico e aumento da deposicéo de nitrogénio estdo entre os estresses ambientais que
tém afetado as florestas durante a Ultimas décadas. Esses estresses podem causar efeitos
diretos, como, por exemplo, os causados pelo CO; elevado sobre o crescimento florestal
e uso de &gua, e indiretos, tais como o0 aumento da vulnerabilidade a grandes ataques de
insetos e incéndios (Bentz et al. 2009, Turetsky et al. 2010).

Individualmente e em conjunto, estes grandes fendmenos de perturbacdo
ambiental estdo alterando paisagens florestais e possivelmente poderdo causar mudancas
permanentes em longo prazo, na estrutura da floresta, funcdo e composicao de espécies
(Hickey et al. 2012, McKenzie et al. 2004).

Além disso, devido a expansao das cidades e das atividades agricolas e industriais
nas Ultimas décadas, os ecossistemas florestais vém sendo fragmentados e afetados pela
crescente emissao de poluentes para atmosfera por atividades antropicas (Emberson et al.
2001, McKee et al. 2004, Giam et al. 2010, Pérez-Veja et al. 2012). Sendo assim, aos
estresses naturais aos quais as florestas estdo submetidas, devem ser acrescentados
também aqueles causados pela poluicdo atmosférica, ha muito reconhecida como tdxica
aos seres vivos (Emberson et al. 2001).

Em Séo Paulo, por exemplo, a Mata Atlantica, além de severamente fragmentada
por usos diversificados da terra em funcéo do grande adensamento populacional (Freitas

et al. 2010; Groeneveld et al. 2009; Lira et al.2012; Ribeiro et al.2009), esta também



exposta a emissdo de quantidades consideraveis de poluentes para a atmosfera (Domingos
et al. 2003, 2015).

O estresse causado por condigBes climaticas como seca, salinidade, baixas
temperaturas, e a radiacdo UV-B pode ser consequéncia do aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula vegetal. Estas sdo produzidas
naturalmente nas plantas atraves de seus processos metabdlicos como a respiracdo e a
fotossintese (Gill &Tuteja 2010). Mas, sua formacdo pode ser intensificada em resposta
a absorcéo de poluentes atmosféricos, com poder oxidativo, pelas plantas. Podemos citar
entre os poluentes o 0zénio, que pode levar a diminuicdo da area foliar e da condutancia
estomética levando & diminuicdo da taxa fotossintética e consequentemente baixa
producdo de biomassa, dependendo da condicdo de nutri¢do e disponibilidade de agua
para as plantas (Matyssek & Sandermann 2003)

Quando em excesso, as EROs podem agir no apoplasto e em diferentes
compartimentos celulares, desencadeando uma série de reagdes oxidativas e também de

respostas de defesa contra o estresse oxidativo, conforme seré detalhado a seguir.

1.1 Espécies reativas de Oxigénio (EROS): defini¢cdo, formacao e efeitos em
plantas

As EROs apresentam oxigénio em sua composi¢cdo e sdo bastante oxidativas.
Podem ser radicais, que sdo moléculas que possuem elétrons desemparelhados, ou nao
radicais. Por serem altamente oxidativas, atacam rapidamente moléculas vitais, como
lipideos, acidos nucleicos, proteinas, membranas, pigmentos e outros componentes dentro
e fora das células vegetais, causando disturbios celulares que podem até acarretar na

morte celular (Lascano et al. 1998, Halliwel & Gutteridge 2007, Overmyer et al. 2009).



Entre as principais EROs causadoras de danos celulares, destacam-se radical
superoxido (O..), radical hidroxila (HO®) e as formas ndo-radicalares (moleculares)
peroxido de hidrogénio (H20,) e oxigénio singleto (*Oz) (Bray et al. 2000, Pastori &
Foyer 2002, Gill & Tuteja 2010).

As EROs sdo formadas durante certas reacGes de oxidacdo e reducdo (redox) e
durante a reducédo incompleta do oxigénio ou oxidacdo da dgua pela cadeia transportadora
de elétrons no cloroplasto ou na mitocéndria (Apel e Hirt 2004, Arora et al.2002, Bray et
al. 2000). A atividade metabdlica altamente oxidante e o intenso fluxo de elétrons em
organelas como cloroplastos, mitocondrias ou peroxissomos, sdo uma importante fonte
de EROs em células vegetais (Gill &Tuteja 2010).

Superoxido é o primeiro produto de reducdo do oxigénio molecular e pode ser
sujeito a ambas as reacdes de oxidacdo e reducdo. Superoxido é capaz de reagir com
algumas moléculas para produzir outras espécies reativas, ou pode ser dismutado a H20;
espontaneamente ou por via enzimatica (Arora et al. 2002).

O peroxido de hidrogénio, apesar de ndo ser considerado um radical livre, atua
como oxidante ou redutor em muitas reacdes celulares. Ao contrario de Oz.", H202 € muito
difusivel através das membranas e pode inativar diretamente algumas enzimas sensiveis,
mesmo em concentracfes muito baixas. O perdxido de hidrogénio é bastante estavel e,
portanto, menos toxico do que outras EROs. A principal ameaca imposta por ambos (Oze”
e H20.) reside na sua capacidade de gerar radicais hidroxila (HO*®) (Mgller et al. 2007).

O radical hidroxila é a espécie com maior potencial para oxidar varias moléculas.
Ela é capaz de reagir com quase todas as moléculas bioldgicas e danos componentes
celulares. N&o existe nenhum mecanismo enzimatico para neutralizar (HO*®); portanto,

sua geracgdo excessiva geralmente leva a morte celular (Mgller et al., 2007).



As EROs, ao oxidar as biomoléculas, criam uma lesdo oxidativa que resulta em
reducdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (Hernandez-Jimenez et al. 2002).
Uma vez que as meia-vidas das EROs sdo extremamente curtas, sdo seus produtos finais
estaveis os causadores de danos oxidativos em macromoléculas celulares (Bhaduri &
Fulekar, 2012).

Estas reacGes promovem alteracBes em processos bioquimicos e fisioldgicos,
além de alteracGes ultraestruturais e estruturais (Cheng et al. 2007, Fiscus et al. 2005,
Fuhrer & Booker 2003, Morgan et al. 2006, Oksanen et al. 2013, Ueda et al. 2013),
mostrando danos ndo somente em nivel da célula vegetal, mas também em niveis mais
altos da organizagdo bioldgica, como em tecidos 6rgdos, individuos, populagdes e
comunidades. Podem surgir lesdes, como cloroses e necroses nas folhas, como
consequéncia da desorganizacdo celular; fechamento estomaético e reducdo da absorgdo
de agua, com consequéncias ao crescimento, podendo, em casos extremos, levar a morte
de individuos (Calatayud et al. 2011, Cheng et al. 2007, Feng & Kobayashi 2009, Fuhrer
2009). Em nivel de ecossistema, dependendo da intensidade do estresse e sensibilidade
das espécies, podem ocorrer mudancas na estrutura de populacfes e comunidades, devido
a eliminacdo de espécies sensiveis, resultando em mudancgas nos processos sucessionais
e nadiminuigéo da diversidade (Miller & McBride 1999, Sandermann & Matyssek 2004).

No entanto, vale destacar que as plantas, como todos os demais seres vivos,
possuem defesas antioxidantes, que sdo substancias encontradas em diferentes organelas
celulares, como cloroplastos, motdocondrias e perixossomos (Apel & Hirt, 2004; Moller
et al. 2007), que restringem ou impedem a ocorréncia de danos oxidativos, por meio da
manutencdo do equilibrio entre a producéo e neutralizacdo das EROs.

A intensidade dos danos nos diferentes niveis de organizagéo, assim, dependera

do quéo eficiente a espéecie vegetal é para mobilizar as defesas antioxidantes, mantendo



0 equilibrio pré-oxidante/antioxidante (Blokina et al. 2003, Foyer & Shigeoka 2011,

Gratéo et al. 2005, Irit i& Faoro 2008, Nali et al. 2005).

1.2 Defesas Antioxidantes Associadas ao Ciclo Ascorbato-Glutationa

Entre as defesas antioxidantes, estdo as substancias de baixo peso molecular, &cido
ascorbico e glutationa, e as enzimas superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase
e glutationa redutase, todas pertencentes ao ciclo ascorbato-glutationa, (Figura 1) (Baier

et al. 2005, Bray et al. 2000, Tausz et al. 2003, Favaretto et al. 2011).
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Figura 1. Sistema de defesa antioxidante nas células na presenga de especies reativas de
oxigénio (adaptado de Halliwell, 2009). Radical superdxido (O...); oxigénio singleto
(*0,), radical hidroxila (OH); enzima superéxido dismutase (SOD); enzima catalase
(CAT); peroxido de hidrogénio (H202); enzima ascorbato peroxidase (APX);
monodehidroascorbato (MDHA - forma intermediaria); monodehidroascorbato redutase
(MDHR); glutationa (forma reduzida — GSH e forma oxidada — GSSG); enzima glutationa
redutase (GR).

A enzima superdxido dismutase (SOD), considerada a primeira linha de defesa

em nivel celular, protege as células contra o O,.., que é dismutado a H>O; e O (Favaretto



et.al 2011). As SODs sdo metaloenzimas que ocorrem em trés isoformas diferentes nos
vegetais, de acordo com o metal presente no sitio ativo, sendo a manganés SOD (MnSOD)
localizada nas mitocondrias, cobre/zinco SOD (Cu/ZnSOD) localizada nos cloroplastos,
peroxissomas e citossol e ferro SOD (FeSOD) localizada nos cloroplastos (Culotta 2001,
Alscher et al. 2002). Essas isoenzimas séo ativadas por varios estresses abidticos, como
estresse hidrico, oscilagcdes de temperatura, hipdxia e concentragdes toxicas de metais
pesados (Mittler, 2002; Apel e Hirt, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2007
Kauppanapandian et al. 2011).

A catalase (CAT) é uma enzima com um grupo heme que catalisa a reacdo que
reduz H2O, produzido em peroxissomos durante 3 -oxidacdo e na foto-respiragdo, em
H.O e Oz. A catalase assim como a superoxido dismutase, possui trés isoformas
denominadas catalases classe I, classe Il e classe Ill, sendo localizadas em tecidos
fotossintetizantes, tecidos vasculares e tecidos reprodutivos, respectivamente e seus genes
sdo expressos e regulados de forma independente (Willekens et al, 1995; Mittler, 2002;
Blokina et al, 2003; Karuppanapandian et al, 2011.

Ascorbato peroxidase (APX) catalisa a reacdo que reduz H>O2 no cloroplasto e
citosol, usando é&cido ascorbico como um doador de hidrogénio e produzindo
monodehydroascorbate (MDHA). Ha quatro isoformas principais: (a) tilacoide APX
(tAPX), (b) formas glioxissomos de membrana (gmAPX), (c) forma soltvel no estroma
do cloroplasto (SAPX), (d) forma citosdlica (CAPX) (Asada, 2000; Ahmad e Umar, 2011).

O acido ascorbico (AA) € um dos antioxidantes ndo enzimaticos mais importantes,
sendo encontrado em varias organelas celulares e no apoplasto (Horemans et al, 2000,
Smirnoff, 2000). Sob condigdes fisiologicas normais, 0 AA existe principalmente na sua
forma reduzida nos cloroplastos. A capacidade de o AA doar elétrons em uma ampla

gama de reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas faz com que seja o principal composto



desintoxicante de EROs. O AA é capaz de neutralizar O2*>-OH e O.H* e também auxilia
na redugdo de H>O, em H20O, reacdo catalisada pela APX, como comentado
anteriormente. Além de seu papel fundamental no ciclo-ascorbato glutationa, o acido
ascorbico atua também em outras linhas de defesas como co-fator de violaxantina de-
epoxidase contribuindo para a dissipacdo térmica do excesso de energia de excitacdo
(EEE) e também é responsavel pela regeneracdo do tocoferol (Horemans et al, 2000;
Smirnoff, 2000; Noctor e Foyer, 2011).

A glutationa reduzida (GSH) tem um importante papel na protecdo das plantas
contra danos oxidativos. Este tripepitideo multifuncional é abundante nos tecidos das
plantas, existe em todos os componentes celulares, incluindo cloroplastos, mitocondrias,
vacuolos e citoplasma (Noctor e Foyer, 1998). Em conjunto com sua forma oxidada
(GSSG), a GSH esta envolvida na regulacdo do metabolismo celular, em ambas as
condicdes de estresse e ndo estresse. Sua principal funcdo na defesa antioxidante €
regenerar 0 acido ascorbico oxidado (deidroascorbato; Figura 1), no ciclo ascorbato —
glutationa. Ocorre alteracdo na concentracdo de sua forma reduzida (GSH), para a forma
oxidada (GSSG) sob condicdo de estresse (Horemans et al, 2000; Smirnoff, 2000; Foyer
e Noctor, 2011).

A glutationa redutase (GR) catalisa a reducdo glutationa oxidada (GSSG) para a
forma reduzida (GSH), utilizando NADPH. Esta enzima é importante para manter a
concentracdo de GSH e um aumento na atividade da GR melhora o desempenho da planta
em condi¢Oes desfavoraveis (Karuppanapandian et al. 2011).

A andlise de possiveis mudangas nos niveis dos componentes do ciclo ascorbato-
glutationa frente ao estresse oxidativo contribui, assim, para a descri¢do e avaliagdo do
potencial redox das espécies vegetais aos multiplos estresses aos quais 0s ecossistemas

florestais estdo submetidos, mostrando sua capacidade de toleréncia e perpetuagéo nesses



ecossistemas. Além disso, medidas de indicadores de estresse oxidativo, como alteracdes
na quantidade de pigmentos (clorofila a e b), quantidade de perdxido de hidrogénio e de
subprodutos da peroxidacgdo lipidica nas membranas celulares, como malondialdeido e
hidroperoxidienos conjugados, também podem auxiliar na interpretacdo do qudo
suscetivel uma espécie florestal € aos fatores de estresse impostos pelas oscilagdes
climéticas e atividades antropicas (Tausz et al.2001, Tausz et al.2003).

Na literatura, existem estudos direcionados a analise de componentes do sistema
antioxidante como indicadores ecoldgicos do potencial das espécies nativas de tolerarem
0 estresse oxidativo imposto pela poluicdo atmosférica, déficit hidrico, frio ou calor,
interpretando os resultados de forma integrada, com base nas condi¢cdes ambientais as
quais as florestas estdo submetidas. Entre eles, podem ser citados os diversos estudos
realizados em florestas de regides de clima temperado, como as de San Bernadino, na
Califérnia (Tausz et al. 1998, Tausz et al. 2001, Tausz et al. 2003) e na Saxdnia,
Alemanha (Tausz et al. 2007). Porém, nas regides tropicais e subtropicais, inclusive no
Brasil, ha uma lacuna de conhecimento acerca do assunto, embora o nivel de poluigdo
ambiental seja suficientemente alto e as alteracfes climaticas sejam também perceptiveis
(Emberson et al. 2001, Emberson 2003, Favaretto et al. 2011, Domingos et al. 2015).
Esse fato e ainda o de que a Mata Atlantica tem sido considerada como um dos hotspots
para conservacdo da biodiversidade (Forzza et al. 2012) nos estimularam a propor o
presente estudo.

Entretanto, ao se estudar as regides tropicais e sub-tropicais, deve-se considerar
sua alta biodiversidade, que impde uma barreira para reproduzir modelos metodoldgicos
aplicados nos ambientes de clima temperado, onde apenas poucas espécies Ssdo
consideradas para avaliar e inferir sobre os efeitos oxidativos causados pelos diferentes

estresses ambientais nas florestas. Uma alternativa seria fazer uso de uma abordagem



ecossistémica funcional, avaliando-se o potencial redox de espécies florestais submetidas
a diferentes fatores de estresse (naturais ou antropicos), que possuem funcées ecoldgicas
similares.
1.3 Abordagem Ecossistémica Funcional

A busca de regras gerais que associam espécies e condi¢cbes ambientais e, em
particular, a busca de associagdes entre fatores abioticos e bidticos e caracteristicas de
espécies tem preocupado ecologos por décadas. No inicio deste século, o desejo de prever
simultaneamente respostas da vegetacdo &s mudancas globais e alteragdes nas fungdes
mais importantes dos ecossistemas terrestres (como ciclos biogeoquimicos, resisténcia a
invasédo, a estabilidade em face de perturbacéo) reavivou este conceito de classificacéo
funcional das espécies vegetais. Um quadro conceitual (Figura 2) e métodos foram
desenvolvidos por Lavorel & Garnier (2002) para prever mudangas em processos
ecossistémicos, como nos ciclos biogeoquimicos, considerando o papel das plantas na

estrutura e processos dos ecossistemas.
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Figura 2. Estrutura conceitual proposto por Lavorel & Garnier (2002) para estudar
efeitos das mudancas ambientais sobre a estrutura da comunidade vegetal (ou
biodiversidade) e funcionamento do ecossistema. (a) A simplificacdo da teoria do
filtro de Keddy (1992) e Woodward & Diament (1991), onde a resposta da estrutura
da comunidade as condi¢des ambientais é o resultado de respostas caracteristicas de
diferentes espécies. (b) Sintese do quadro de Chapin et al. (2000), prevendo as
consequéncias das mudancas ambientais nos ecossistemas através de efeitos
caracteristicos. (c) Representacdo do modelo conceitual proposto, que articula
resposta ambiental e efeitos no ecossistema através de diferentes graus de

sobreposicdo entre as caracteristicas relevantes.

Lavorel & Garnier (2002), baseado em pesquisas anteriores, destacaram que

muitas caracteristicas de grupos funcionais, podem ser utilizadas para estudar os efeitos
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das mudancas ambientais sobre a estrutura da comunidade vegetal e funcionamento do

ecossistema, como por exemplo:

1. Formulério de vida, caracteristicas foliares e tamanho do genoma em resposta ao
clima;

2. Area foliar especifica (SLA) e composicdo quimica da folha em resposta a
disponibilidade de recursos do solo;

3. Ciclo de vida, taxa de crescimento relativo (TCR) e via fotossintética em resposta
ao CO;

4. TCR, morfologia das folhas e raizes e massa de sementes em resposta ao
sombreamento;

5. Ciclo de vida, altura, arquitetura, rebrota e tracos de semente em resposta as
perturbacdes ambientais ou agricolas.

No entanto, ndo ha estudos descritos na literatura cientifica que tenham testado a
viabilidade de uso da abordagem ecossistémica funcional para determinar o potencial
redox, ou seja, o nivel de tolerancia em espécies florestais tropicais submetidas a
diferentes fatores de estresse ambiental.

De qualquer modo, segundo Favaretto et al. (2011), ja é sabido que as espécies
arboreas nativas das florestas tropicais, pelo menos na fase de plantulas, podem ser
classificadas, em dois grandes grupos ecoldgicos, com base na exigéncia de luz e
tolerancia ao sombreamento: as intolerantes ao sombreamento (espécies pioneiras) e as
tolerantes ao sombreamento (espécies secundarias tardias). As espécies pioneiras tém
sido caracterizadas por taxas mais altas de fotossintese e de acimulo de biomassa e menor
conteddo de pigmentos do que as espécies secundarias tardias.

Ainda, espécies intolerantes a sombra (Pioneiras) possuem sementes pequenas,

amplamente dispersas e 0s jovens se estabelecem somente em clareiras. Nesse grupo,
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podem ser incluidas as arvores e os arbustos de ciclo de vida curto (< 50 anos de idade) e
as pioneiras de ciclo de vida longo (> 50 anos), também classificadas como grandes
pioneiras (Martinez-Ramos, 1985; Swaine & Whitmore, 1982). Espécies tolerantes a
sombra (N&o Pioneiras) possuem sementes maiores que podem germinar sob o dossel da
floresta e persistir como juvenis ou crescer vagarosamente até a formacao de clareiras
(Whitmore, 1989; Schupp et al.1989).

Porém, Favaretto et al. (2011) acrescentaram que ainda ndo se conhece se as
espécies pioneiras apresentariam capacidade fotossintética ou nivel de tolerancia a
fotoinibigdo e ao estresse oxidativo similares entre si e distintas das caracteristicas do
grupo de espécies ndo pioneiras, no caso de todas as espécies coabitarem 0 mesmo
ambiente modificado pelo homem, durante o processo sucessional. Em caso positivo, as
mencionadas respostas de fotossintese e tolerancia poderiam ser buscadas nesses dois
grandes grupos funcionais das florestas tropicais, oferecendo maior amplitude ecol6gica
a interpretacdo dos resultados. Tal amplitude seria também de alta aplicabilidade no
planejamento da restauracéo de florestas fragmentadas.

Assim, Favaretto et al. (2011) realizaram um estudo experimental com plantulas
de quatro espécies arbéreas pioneiras e quatro espécies ndo pioneiras, todas nativas da
Floresta Atlantica, para testar a hipdtese de que o grau de fotoinibicdo e a eficiéncia de
enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) dependem das caracteristicas ecofisioldgicas
de cada grupo funcional e do nivel de radiacdo a que estdo expostas. Os resultados
indicaram que o impacto da alta radiagcdo sobre o desempenho fisioldgico das espécies
geralmente dependeu do grupo ecologico ao qual pertenciam, com efeitos notadamente
mais intensos nas especies secundarias tardias, confirmando a hipotese original. A
atividade da SOD, a enzima antioxidante mais afetada pelas condigdes experimentais,

tendeu a aumentar nas espécies pioneiras e reduzir nas ndo pioneiras, quando expostas a
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alta radiacdo. Os autores concluiram, também, que esse aumento na atividade de SOD nas
espécies pioneiras pareceu ter sido associado a aumentos da temperatura do ar ao longo
do crescimento das plantas no tratamento sem sombreamento.

Aguiar et al. (2016) avaliaram pela primeira vez respostas antioxidantes
associadas ao ciclo ascorbato-glutationa, em &rvores adultas de espécies nativas
ocorrentes em fragmentos de Floresta Atlantica Semidecidual, na regido metropolitana de
Campinas, como indicadoras do aumento da tolerancia ao estresse oxidativo, quando
expostas a poluentes atmosféricos e clima tropical sazonal. As respostas antioxidantes
foram analisadas durante periodos umidos e secos em folhas de uma espécie pioneira
(Croton floribundus), uma secundaria inicial (Piptadenia gonoacantha) e uma secundéria
tardia (Astronium graveolens). A espécie pioneira mostrou ser a espécie mais eficiente
em termos de tolerancia ao estresse oxidativo do que as ndo pioneiras. Além disso, as
espécies arboreas apresentaram padrdes bioquimicos distintos em resposta ao estresse
oxidativo durante os periodos seco e imido. As defesas antioxidantes foram alteradas em
resposta ao estresse fotoxidativo durante a estacdo Umida, estimulado por condicdes
climaticas mais favoraveis a fotossintese e ao crescimento das arvores. Por outro lado, as
condicBes ambientais durante os periodos secos foram estressantes as arvores, induzindo
a quebra do equilibrio oxidante/antioxidante e aumento de respostas indicadoras de danos
oxidativos, em nivel celular, como peroxidagédo lipidica e reducdo no contetdo de
clorofilas.

Os resultados desses dois estudos pioneiros realizados com espécies arboreas
nativas da Floresta Atlantica valida a possibilidade de utilizar a abordagem ecossistémica
funcional, para inferir sobre o nivel potencial de toleréncia de fragmentos de Floresta
Atlantica expostos ao estresse oxidativo induzido por fatores naturais e/ou antrépicos no

Estado de Sao Paulo, assim como indicar qual grupo de espécies, entre as pioneiras e nao
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pioneiras, estaria mais apto a tolerar o estresse oxidativo. Além disso, a aplicacédo de tal
abordagem ecossistémica em fragmentos florestais escolhidos em funcdo de variagdes
espaciais previamente conhecidas em fatores climaticos e/ou nos niveis de poluentes
atmosféricos reconhecidamente oxidativos, é também teoricamente possivel, fazendo uso
de ferramentas estatisticas multiexploratérias, indicar os fatores de estresse ambiental
indutores das variacGes nas respostas antioxidantes mensuradas nos distintos grupos

funcionais ocorrentes nos fragmentos florestais incluidos no estudo.
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2. Hipoteses e Objetivos

Tendo em vista a base conceitual apresentada anteriormente, o presente trabalho

visou a testar as seguintes hipoteses:

1. Espécies arbdreas pioneiras presentes em remanescentes florestais do dominio
Mata Atlantica em S&o Paulo apresentam niveis de tolerancia ao estresse
oxidativo similares entre si e mais altos do que o potencial redox do grupo de
espécies arbdreas ndo pioneiras;

2. As respostas antioxidantes em ambos 0s grupos funcionais em remanescentes
florestais do dominio Mata Atlantica em S&o Paulo variam espacialmente em
fungdo de efeitos combinados de fatores de estresse ambiental, de origens
natural e antropica.

Sendo assim, este trabalho objetivou:

1. Conhecer o perfil das defesas antioxidantes (acido ascérbico, glutationa, superoxido
dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase) em arvores de espécies
nativas presentes em remanescentes florestais do dominio Mata Atlantica em S&o Paulo,
pertencentes a dois grupos funcionais distintos (pioneiras e ndo pioneiras), e avaliar se
estes antioxidantes sdo potencialmente capazes de impedir ou restringir danos celulares,
por meio da determinacéo de indicadores de danos oxidativos em nivel celular (contetdo
de pigmentos e ocorréncia de peroxidacdo lipidica, indicada pelo contetdo de
hidroperoxidienos conjugados);

2. Determinar se hé variacdo espacial e sazonal nestas mesmas reacgdes indicadoras de
tolerancia ao estresse oxidativo, por meio da analise de amostras foliares obtidas em
periodos seco e Umido e provenientes de arvores das espécies ocorrentes em trés unidades

de conservacdo situadas nas Regides Metropolitanas de Campinas e Sdo Paulo e em



16

Paranapiacaba/Santo André e expostas a padrfes climaticos e de contaminagdo
atmosférica por poluentes oxidativos previamente conhecidos;

3. Indicar possiveis fatores de estresse ambiental indutores das varia¢fes no potencial
redox nos dois grupos de espécies pioneiras e nao pioneiras ocorrentes nos remanescentes

florestais do dominio Mata Atlantica selecionados.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Areas de estudo e amostragem

No estado de S&o Paulo, 0 Dominio da Mata Atlantica é composto por um mosaico
diversificado de ecossistemas, como manguezais, florestas de "restinga" em solos
arenosos, florestas ombrdfilas densas, florestas sub-montanas e florestas semi-deciduais,
com caracteristicas estruturais e floristicas distintas, resultantes da alta diversidade de
condicGes abidticas, que gera uma diversidade de habitats. Esse mosaico de vegetacdo
esta exposto a diferentes tipos climaticos, destacando: o clima caracterizado por chuvas
bem distribuidas e dias quentes ao longo do ano em localidades préximas ao nivel do mar;
o clima caracterizado por verdes chuvosos e quentes e invernos secos e frios na borda do
planalto paulista e o clima caracterizado por estacdes seca e Umida bem definidas na
regido centro-oeste do Estado. Esses ecossistemas atlanticos estdo estabelecidos, ainda,
sobre uma diversidade de tipos de solo (Mello Filho 1991/1992, Pivello & Peccinni 2002).
Devido ao intenso desenvolvimento urbano e industrial no Estado de Sdo Paulo, esse
mosaico de vegetacao vem sendo alvo de inUmeras perturbacdes (Rocha 2008), entre elas
as causadas por poluentes atmosféricos (Domingos et al. 2003).

As amostragens de folhas de espécies arboreas nativas, em Séo Paulo, foram realizadas
em trés unidades de conservacéo, (Figura 3) onde sdo encontrados remanescentes de Mata
Atlantica, submetidos a regimes climaticos e expostos a fontes de polui¢do atmosférica
distintos:

- Parque Municipal Nascentes de Paranapiacaba/PP (760 - 900 m de altitude; 336 ha).
Esta unidade de conservacdo esta localizada no alto da Serra de Paranapiacaba, distrito
de Paranapiacaba, municipio de Santo André, distando cerca de 50 km da cidade de S&o
Paulo (Lopes & Kirizawa 2009), (Figura 3A). O clima local, situado em dominio dos

climas subtropicais, apresenta caracteristicas de clima tropical de altitude, mesotérmico e
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superimido. A temperatura anual apresenta baixa amplitude térmica, em torno de 6°C,
variando em média de 14 a 15°C no inverno a 21 a 22°C no verdo, explicada pela presenca
muito proxima do oceano e pela atuacdo dos sistemas de circulagdo atmosférica. A
precipitagdo anual média é de cerca de 3300 mm e a area esta inserida na célula de maior
indice pluviométrico do Brasil. Os maiores totais pluviométricos estdo concentrados nos
meses de primavera e verao e 0S menores nos meses de outono e inverno. A neblina é um
fendmeno frequente na regido (Gutjahr & Tavares 2009). Predominam na regido solos do
tipo Latossolo, Argissolo e Cambissolo (Rossi et al. 2009). A regido é coberta pela
Floresta Pluvial Atlantica, predominantemente secundaria e em diferentes estagios
sucessionais. Atividades antropicas diversas ao longo de anos passados afetaram a
vegetacdo na regido de Paranapiacaba, como a retirada de madeiras de valor econémico,
de plantas ornamentais e de palmito. Entre 1950 e 1980, a continua acéo de poluentes
atmosféricos provenientes do pélo industrial de Cubatéo degradou fortemente a vegetacdo
local, especialmente nas escarpas do vale do Mogi, onde estdo instaladas diversas
indUstrias quimicas e siderargica (Sugiyama et al. 2009, Domingos et al. 2009).

- Parque Estadual das Fontes do Ipiranga/PEFI (770 - 825 m de altitude; 540 ha):
Trata-se de parque urbano situado na zona sul da cidade de S&o Paulo (Figura 3B). O
clima da regido € denominado Cwb, de acordo com a classificacdo de Koeppen, que é
descrito como clima temperado, com regime de chuvas de verdo, inverno seco,
temperatura média do més mais quente abaixo de 22°C e a do més mais frio abaixo de
18°C. A média anual de precipitacdo fica em torno de 1500 mm (Santos & Funari 2002).
Predominam no parque solos do tipo Latossolo Vermelho Amarelo (Fernandes et al.
2002). A vegetacdo do PEFI pertence ao dominio da Mata Atlantica e, mais
especificamente, ao grupo das florestas estacionais semideciduais de planalto, que estdo

entre os ecossistemas mais fragmentados e devastados do pais, embora desempenhem
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papel muito importante na manutencéo dos processos ecoldgicos, como a conservagdo de
aquiferos e mananciais (Pivello & Peccinni 2002). Além da fragmentacéo, a floresta do
PEFI, por estar inserida na malha urbana da cidade de S&o Paulo, tem sido afetada por

poluentes atmosféricos de origem urbana (Domingos et al. 2002).

- Area de Relevante Interesse Ecoldgico Mata de Santa Genebra (ARIE MSG) (670
m de altitude; 251,7 ha): Esta ARIE esté localizada em Campinas, no distrito de Bardo
Geraldo, distando cerca de 100 km da cidade de Sao Paulo (Figura 3C). A ARIE MSG é
federal, sendo que 85% se constituem em Floresta Estacional Semidecidua, que também
pertence ao dominio da Mata Atlantica em S&o Paulo, e os outros 15% em floresta
higréfila ou floresta de brejo. Esté inserida num contexto urbano, porém a maior parte de
seu entorno imediato € constituido de &reas rurais. Adotando-se a classificacdo de
Kdeppen, o clima € do tipo Cwa, caracterizado pela ocorréncia de uma estacdo quente e
chuvosa entre os meses de outubro e marco, nos quais a temperatura média varia entre 22
e 24°C e o total da precipitacdo atinge 1.057mm; e uma estacdo seca, entre 0s meses de
abril e setembro, a temperatura situa-se entre 18 e 22°C e a precipitacéo total soma 35

mm.
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Figura 3. Locais de amostragens de folhas de espécies pioneiras e ndo pioneiras em Sdo Paulo. (A) Parque Municipal Nascentes de
Paranapiacaba (PP), (B) Parque Estadual das Fontes de Ipiranga (PEFI) e (C) ARIE Mata de Santa Genebra (MSG)). Fonte: Imagem mapa
do Brasil Atlas dos Remanescentes da Mata Atlantica 2013-2014 (SOS Mata Atlantica). Imagens de satélite Google Earth.
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3.2 Espécies arboreas incluidas no estudo

Para selecdo das espécies arboreas que seriam amostradas em cada remanescente
de floresta, aplicamos os preceitos da ecologia funcional, mencionados anteriormente, e
do biomonitoramento com espécies nativas, relacionados por Franzle (2003). Dessa
forma, procuramos escolher trés espécies arboreas consideradas como pioneiras por
varios autores e trés espécies consideradas ndo pioneiras (Tabela 1; Figuras 4 e 5). Essas
espécies foram incluidas entre as mais representativas de cada unidade de conservagdo
em levantamentos floristicos/fitossocioldgicos previamente realizados nos locais (MSG,
Guaratini et al. 2008, PEFI, Tanus et al. 2012 e PP, Lima et al.2011. Quando houve
possibilidade, a escolha das espécies em cada remanescente florestal foi também baseada
na similaridade taxonémica (pertencentes aos mesmos géneros e/ou familias). As
espécies pioneiras selecionadas foram: Alchornea sidifolia Mull.Arg., Alchornea
triplinervea Mull.Arg., Croton floribundus Spreng., Miconia cabussu Hoenne, Myrsine
umbellata Mart., Solanum granuloso-leprosum Dunal, Piptadenia gonoachanta
(Mart.)J.F. Macbr e Tibouchina pulchra Cong. (Tabela 1; Figura 4). As espécies ndo
pioneiras foram Amaioua intermedia Mart., Astronium graveolens Jacq, Eugenia excelsa
O.Berg., Guarea macophylla Vahl., Guarea kunthiana A.Juss., Ocotea beulahiane
Baitello, Ocotea paranapiacabensis Coe.Tex, Psychotria suterella Mull.Arg. (Tabela 1;
Figura 5). As familias representadas nas amostragens foram: Anarcadiaceae (1 sp),
Euphorbiaceae (3 spp), Fabaceae (1 sp), Lauraceae (2 spp), Melastomataceae (2 spp),

Meliaceae (2 spp), Myrtaceae (2 spp), Myrcinaceae (1 sp), Rubiaceae (1 sp) e Solanaceae

(1sp).
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Tabela 1. Espécies amostradas no Parque Estadual das fontes do Ipiranga (PEFI), Parque
Municipal Nascentes de Paranapiacaba (PP) e Area de Relevante Interesse Ecoldgico
Mata de Santa Genebra (ARIE MSG), P= espécies pioneiras “sensu lato” (pioneiras e
secundarias iniciais); NP=nao pioneiras “sensu lato” (secundarias tardias e climax); PAP
= perimetro a altura do peito (Valores medios) das arvores incluidas na amostragem.

Categoria Local de PAP
Familia/Espécie Sucessional amostragem (cm)

Anarcadiaceae

Astronium graveolens NP ARIE MSG (38,0)
Euphorbiaceae

Alchornea sidifolia P PEFI (45,0)

Alchornea triplinervea P ARIE MSG (32,7)

Croton floribundus P ARIE MSG (42,5)
Fabaceae

Piptadenia gonoachanta P ARIE MSG (48,0)
Lauraceae

Ocotea beulahiae NP ARIE MSG (32,0)

Ocotea paranapiacabensis NP PP (25,1)
Melastomataceae

Miconia cabussu P PP/PEFI (30,0)

Tibouchina pulchra P PP (28,01)
Meliaceae

Guarea macophylla ST PP /PEFI (30,1)

Guarea kunthiana ST ARIE MSG (34,6)
Myrsinaceae

Myrsine umbellate P PP (28,03)
Myrtaceae

Amaioua intermedia NP PEFI (30,0)

Eugenia excelsa NP PEFI (20,0)
Rubiaceae

Psychotria suterella NP PP (25,0)
Solanaceae

Solanum granuloso-leprosum P PEFI (28,0)
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15,8 cm

Figura 4. Fotos ilustrativas das espécies pioneiras estudadas: Alchornea sidifolia (A),
Alchornea triplinervea (B), Croton floribundus (C), Miconia cabussu (D), Myrsine
umbellata (E), Solanum granuloso-leprosum (F), Piptadenia gonoachanta (G) e
Tibouchina pulchra. (H). Fonte: Google imagens/www.ib.usp.br.
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Figura 5. Fotos ilustrativas das espécies ndo pioneiras estudadas: Amaioua intermedia
(A), Astronium graveolens (B), Guarea macophylla (C), Eugenia neoglomerata (D),
Guarea kunthiana. (E), Ocotea beulahiane (F), Ocotea paranapiacabensis (G),
Psychotria suterella.(H). Fonte: Google imagens/www.ib.usp.br.
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3.3 Coletas de folhas das espécies arboreas escolhidas

As coletas foram feitas nas estacfes Umida (janeiro de 2015) e seca (Junho de
2015), totalizando duas amostragens. Em cada periodo, as amostragens de folhas foram
realizadas durante cinco dias consecutivos (Tabela 2). As coletas diérias foram sempre
realizadas as 10h da manha.

Em cada dia de amostragem, coletaram-se folhas totalmente expandidas, sem
herbivora e ndo senescentes de ramos totalmente expostos ao sol, de 4 a 6 individuos por
espécie arborea, presentes no lado norte dos fragmentos florestais, utilizando tesoura de
alta poda (podé&o). A escolha dos individuos presentes no lado norte possibilitou coletar
folhas que estdo mais expostas ao sol, havendo maior possibilidade de entrada dos
poluentes nestes individuos em resposta a provavel maior atividade fotossintética nessas
folhas. Este procedimento de amostragem foi baseado em estudos de efeitos de poluentes
atmosféricos em florestas na Europa (ICP 2005). As folhas retiradas diariamente de cada
arvore foram finalmente reunidas para formar uma amostra composta por dia, obtendo-se

05 amostras compostas por espécie e por periodo de amostragem.

Tabela 2. Datas das coletas realizadas

Coleta Data Local Estacédo
26 a 29 Janeiro 2015 PP
12 03 a 04 Fevereiro 2015 PEFI Chuvosa/2015
09 a 13 Fevereiro 2015 MSG
03 a 07 Agosto 2015 PP
22 13 a 17 Julho 2015 PEFI Seca/2015
29 a 03 Julho 2015 MSG

Ap0s a coleta, as amostras foliares compostas foram identificadas, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e levadas ao laboratorio do Nucleo de Pesquisa em

Ecologia do Instituto de Botéanica, sediado em S&o Paulo. No laboratdrio, todo o material
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foi armazenado em freezer -80°C, até 0 momento da realizacdo das analises bioquimicas,
que incluiram defesas antioxidantes (&cido ascorbico, glutationa, superoxido dismutase,
catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase) e indicadores de danos oxidativos
(clorofila a, clorofila b e hidroperéxido dienos conjugados). Antes do inicio da rotina
analitica, os métodos foram testados e ajustados para as espécies estudadas, quando
necessario. Cada amostra composta foi analisada em triplicata de acordo com as

metodologias descritas abaixo.

3.4 Analises das defesas antioxidantes e dos indicadores de danos oxidativos
a) Defesas antioxidantes:

Acido ascérbico: as formas reduzidas (AA), oxidada (DHA) e total (AA + DHA)

de acido ascorbico foram determinadas por meio de cromatografia liquida com detector
UV, em 245 nm. A separacdo foi realizada em coluna C18, com uma vazdo de
1,00mL/min, utilizando-se como fase movel uma solucdo aquosa acidificada (pH 2,3)
preparada com &cido ortofosforico (HsPOs). O material vegetal foi homogeneizado com
acido metafosforico (HPOz) 6% contendo 0,5 mM de acido etileno diamina tetra-acético
(EDTA). Apos centrifugacdo, os extratos foram filtrados em papel filtro. Para a
determinacdo do AA, o extrato resultante foi diluido em agua e filtrado em membrana
com poro de 0,22 pum. Para andlise do acido ascorbico total, foi adicionado aos extratos
uma solugéo preparada com dithiothreitol (DTT) 0,2% em tampéo de fosfato de sddio pH
7,0 e fosfato de potéssio monobasico (K2HPO4) 45%. A mistura foi mantida no escuro
por 15 min, para que ocorresse a reducdo total do DHA para AA. A reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 0,2M HsPO4. Apos filtragem foi realizada a leitura. O
contetdo de DHA foi calculado pela diferenca entre AA total e AA reduzido (LApez et

al. 2005). Com essas concentraces, foi calculada a razdo AA/AA+DHA (referida como
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AA/AAtotal), seguindo proposta de Burkey et al. (2006), com a finalidade de avaliar a
capacidade de oxi-reducgdo do &cido ascorbico.

Glutationa: os contetdos de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e total
(GSH + GSSG) foram obtidos em extratos preparados a partir de 0,500g de folhas
homogeneizadas em acido sulfosalicilico 0,1%. Apos centrifugagdo, foram realizadas
duas reagdes e leituras em espectrofotometro UVvis em 412nm. Para a primeira reacao,
para obtencdo da GSH, foi adicionado ao extrato uma mistura de tampéo fosfato de
potéassio 100mM, pH 7,0 com 0,5mM de EDTA e &cido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico)
(DTNB) 3mM. Apo6s 5 minutos, foi realizada a leitura. Na segunda reacdo, para a
obtencdo de GSH total, nesta mesma mistura, foram adicionados glutationa redutase e
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reduzida (NADPH) 0,4mM. Apds 20 minutos
foi realizada a leitura (Israr et al. 2006). O contetido de GSSG foi calculado pela diferenca
entre GSH total e GSH reduzida. Também foi calculada a razdo GSH/GSH+GSSG
(referida como GSH/Gtotal), com a finalidade de determinar a capacidade de oxi-reducgéo

da glutationa.

A atividade das enzimas antioxidantes foi expressa por unidade de proteina. Para
determinacdo de proteinas e das atividades das enzimas glutationa redutase, catalase e
ascorbato peroxidase, as amostras vegetais foram homogeneizadas em tampao extragdo
de fosfato de potassio (100mM pH 7,5) contendo etileno diamina acido tetracético -
EDTA (1mM), dithiothreitiol - DTT (3mM) e de polyvinyl polypyrrolidone — PVPP 4%
(p/v). O extrato resultante foi centrifugado a velocidade de 10.000 rpm, por 30 minutos,
sob temperatura de 4°C (Azevedo et al. 1998). O sobrenadante foi coletado, dividido em
aliquotas e congelado em -80°C para determinacdo posterior da atividade das enzimas

ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR).
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Proteinas — A concentracao de proteinas foi determinada de acordo com o método
proposto por Bradford (1976) utilizando o Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent, com
albumina de soro bovino como padréo. A leitura espectrofotométrica foi realizada a (A=
595 nm).

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

utilizada a metodologia proposta por Nakano e Asada (1981), com modificacdes. A
atividade da APX foi determinada em uma mistura de reacdo que consistiu de tampé&o
fosfato (100 mM, pH 7,0), EDTA (1 mM), acido ascorbico (5 mM) e perdxido de
hidrogénio (2 mM). A reagdo foi iniciada com a adi¢do de 15uL de extrato vegetal a
mistura. A oxidacdo do acido ascorbico foi medida em espectrofotémetro pela diminuicao
da absorbancia (A=290 nm), por 1 minuto. A atividade da APX foi expressa em pmol
min"t mg? de proteina.

Atividade da Catalase (CAT) — Atividade da CAT foi determinada como descrito

por Kraus et al. (1995) em espectrofotdbmetro, com algumas modificacdes conforme
Azevedo et al. (1998). A temperatura de 24°C, o extrato vegetal foi adicionado em uma
mistura de reacdo de tampdo fosfato de potassio (100 mM pH 7,5) contendo peréxido de
hidrogénio (25%) preparado imediatamente antes do uso. A reagdo foi iniciada pela
adicdo de 15uL de extrato vegetal. A atividade foi determinada seguindo-se a
decomposic¢éo de H2O2 por 1 minuto, através das alteragcdes na absorbancia (A=240nm).
A atividade da CAT foi expressa em umol min™* mg de proteina.

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

como descrito por Smith et al. (1988), com modificagdes. O extrato vegetal (80uL) foi
inserido numa mistura de reacdo contendo tampéo fosfato (100 mM pH 7,5), 5,5“dithio-

bis- (2-&cido nitrobenzoico) - DTNB (1 mM), NADPH (0,1 mM) e glutationa oxidada (1
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mM), a 30°C. A atividade da enzima foi medida em espectrofotdmetro a 412 nm durante
1 minuto. A atividade da GR foi expressa em umol min™ mg? de proteina.

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

homogeneizadas com PVPP e solugédo tampdo fosfato (50 mM pH 7,5), contendo EDTA
(1 mM), cloreto de sddio - NaCl (50 mM) e acido ascorbico (1 mM). O extrato resultante
foi centrifugado a velocidade de 10.000 rpm, sob temperatura de 2°C, durante 25 minutos.
Ao sobrenadante foram adicionados EDTA (0,54 mM), tampéo fosfato de potassio (100
mM pH 7,0), metionina (0,13 mM), azul p-nitrotetrazolio -NBT (0,44 mM) e riboflavina
(1 mM), os quais foram expostos a luz fluorescente (80 W) por 45 minutos. Extratos
preparados seguindo 0 mesmo procedimento foram mantidos no escuro. A absorbancia
da solugéo foi medida em espectrofotdmetro (A = 560 nm) em ambos 0s tipos de extrato
(iluminado e ndo iluminado) e a diferenca entre as duas absorbancias foi considerada para
a determinacdo da atividade da SOD, que consistiu na inibicdo da reducdo do NBT, pela

dismutacdo enzimatica do superdxido (Oswald et al. 1992).

b) Indicadores de Danos Oxidativos:

Teores de Pigmentos — os pigmentos clorofila a, b e carotenoides foram

determinados com o método proposto por Pignata et al. (2002). Uma aliquota de 0,100g
de amostra vegetal foi triturada com 12mL de etanol 96%. O extrato resultante foi filtrado
e 0 sobrenadante foi analisado em espectrofotémetro, sob A= 649 nm para clorofila a, A=
666 nm para clorofila b e A= 470 nm para carotenoides. Os resultados foram expressos
em mg.g™ de massa fresca.

Hidroperéxido dieno conjugado (HPDC)- a analise de HPDC foi feita em

espectrofotbmetro sob comprimento de onda de 234 nm, a partir dos extratos etanolicos
provenientes da extracdo de teores de pigmentos, diluidos com agua deionizada na

proporcéo de 1:15, (Wannaz & Pignata 2006). O conteudo de HPDC foi calculado a partir
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da constante &= 2,65 x 104 M cm? (Levin & Pignata 1995). Os resultados foram

expressos em umol.g™ de massa fresca.

3.5. Caracterizacdo de variaveis abidticas relevantes para o estudo (clima e
qualidade do ar)

Para melhor compreensdo das respostas bioquimicas aos efeitos dos estresses
ambientais durante as amostragens, foram tomados dados de temperatura, umidade
relativa, precipitacdo e radiacdo solar global nos locais de estudo com o uso de
miniestacGes meteoroldgicas foi utilizada para os dados de temperatura e radiagdo para
os locais de PP e MSG, os dados de precipitacdo foram obtidos no Centro Nacional de
Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais (CEMADEM). J& para o PEFI, os dados
meteoroldgicos foram provenientes de estacdo meteoroldgica instalada no Parque de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade de Séo Paulo, localizado no proprio PEFI.

Para caracterizar a qualidade do ar durante o periodo experimental, foram usados
amostradores passivos, cujos métodos foram previamente testados.

A amostragem passiva vem sendo utilizada principalmente pela sua
independéncia de energia elétrica, possibilitando assim a sua utilizagdo em lugares
remotos sem a disponibilidade desta, além do baixo custo e de ser de facil manuseio,
possibilitando assim o seu uso em mapeamentos e monitoramento em diversos locais de
amostragens (Melchert & Cardoso 2006).

O amostrador passivo de 0zonio possuia um corpo de 19 mm de diametro por 26
mm de comprimento. Nas bases inferior e superior do corpo, havia um rebaixamento com
15 mm de diametro e 7 mm de profundidade, onde foi colocado um filtro de fibra de vidro
entre duas telas de aco inoxidavel (38,5% de porosidade), todos possuindo 14 mm de

diametro. Para fechar o conjunto havia uma tampa porosa. O filtro de vidro foi
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impregnado com solucdo de nitrito de sodio. O Oz foi amostrado por periodos de 7 dias
ao longo do ano experimental e por periodos de 24 horas, durante os 05 dias de coleta de
folhas, em cada estacdo do ano. Apos o periodo de amostragem, foi feita a extracdo dos
filtros através de agitacdo em agua deionizada e o contedo de nitrato na amostra,
formado a partir da reagdo do nitrito com O3 durante o periodo de amostragem, foi
analisado por cromatografia ionica (Ogawa 2001).

A amostragem de NOy foi feita com um amostrador cilindrico comercialmente
disponivel para coleta de particulas (Millipore®), com 33 mm de altura e 19 mm de raio
interno. Na base inferior, foi inserido papel de filtro (Whatman® N° 41) impregnado com
solucgéo de trietanolamina 11%, em combinacdo com etilenoglicol 3,6%, acetona 25% e
um conversor contendo CrOz. Ainda, este amostrador contou com uma barreira porosa
feita em Teflon® (Millipore® de raio 20 mm e porosidade 0,5 pm), colocada a 11 mm de
distancia do papel de filtro. O NO> também foi amostrado por periodos de 7 dias ao longo
do ano experimental e por periodos de 24 horas, durante os 05 dias de coleta, em cada
estacao do ano. Apds o periodo de amostragem, nas duas condi¢des, 0os compostos foram
solubilizados, fixados e determinados por espectrofotometria (A= 540 nm), utilizando a
reacdo de Griess-Saltzman (Machado et al. 2008).

Com a finalidade de validar essa técnica alternativa para caracterizacdo da
qualidade do ar nos diferentes locais de estudo, com base em poluentes gasosos oxidativos
(O3 e NO2), expusemos também ambos os tipos de amostradores, durante diferentes
periodos de 7 dias no Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas de Sdo
Paulo (IAG), da Universidade de S&o Paulo, onde ha analisadores continuos desses
poluentes em pleno funcionamento, aqui referidos como ativos. Realizaram-se, em
seguida, analises de regressao entre as concentracdes dos poluentes obtidas a partir dos

amostradores passivos em cada intervalo de 7 dias e as concentragdes médias para o
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mesmo periodo obtidas a partir dos analisadores ativos do IAG. Conforme mostram 0s
gréaficos de regressdo incluidos na Figura 6, comprovou-se correlagdo linear altamente
significativa entre os dados oriundos dos dois métodos, tanto para ozénio (R?> = 0,97; p <
0,001) (Figura 6A) quanto para NO2 (R?=10,94; p < 0,001), (Figura 6B). Esses resultados
validaram a aplicacdo do método de amostrador passivo de ambos os poluentes para a

regido de estudo e viabilizaram a comparacao entre locais de estudo.
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Figura 6. Andlise de regressdo linear entre as concentracfes de ozénio (A) e didxido de

nitrogénio(B) obtidas a partir dos amostradores passivos expostos por 07 dias no

IAG/USP e concentra¢es médias estimadas para os mesmos intervalos de tempo, a partir

de dados obtidos com analisadores ativos.
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3.6 Analises estatisticas

A andlise de fungdo discriminante, adotando o método forward stepwise (Statistic
versdo 7.1), foi aplicada ao conjunto de dados obtidos para espécies pioneiras e nao
pioneiras em todos os remanescentes de floresta em cada periodo amostral. Aplicamos
essa técnica multivariada exploratdria com o objetivo de testar a hipdtese de que as
caracteristicas bioquimicas seriam similares dentro de cada categoria sucessional
(pioneiras; ndo pioneiras), porém seriam distintas entre as duas categorias sucessionais.
O método forward stepwise permitiu eleger as variaveis bioquimicas mais importantes
para analisar caracteristicas similares ou discrepantes entre os grupos funcionais. Os
coeficientes de funcéo de classificagcdo foram utilizados para determinar a que grupo cada
espécie pertencia sob o ponto de vista bioquimico.

A mesma analise foi utilizada para verificar se houve variagdo espacial (entre
remanescentes florestais) nas caracteristicas bioquimicas das espécies incluidas em cada
categoria sucessional. Nesse caso, os resultados das andlises de funcdo discriminante
aplicadas aos dados das espécies de cada categoria sucessional, coletadas em cada
periodo, foram plotados em gréaficos do tipo scaterplot, utilizando os coeficientes
padronizados para variaveis que determinaram as duas primeiras raizes candnicas (mais
explicativas), para visualizar como as fung@es discriminantes separam 0s remanescentes
florestais.

Os periodos de estudo (Uumido e seco) foram tratados separadamente em todos 0s
casos, Vvisto que foram caracterizados por condi¢es ambientais (em termos climaticos e

de contaminacéo do ar por poluentes oxidativos).

As tendéncias indicadas nas analises de funcdo discriminante foram checadas,

também, por meio de comparacéo estatistica de valores médios obtidos para as variaveis
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bioquimicas, dentro de cada periodo amostral, utilizando o programa SIGMA PLOT
(versdo 11.0). Utilizou-se o teste t para comparar médias entre espécies pioneiras e nao
pioneiras e o teste F (ANOVA One Way paramétrica), seguido de teste de comparacoes
maultiplas (teste de Dunn), para comprovacdo das variacdes entre remanescentes
florestais.

Analises de componentes principais (PCA), utilizando o PC ORD (Verséo 6.0),
determinaram se houve relacdo significativa entre variaveis bioquimicas e fatores
ambientais (clima e poluicdo). Para isso, foram utilizados os dados climaticos e de
poluentes dos dias de coletas em cada fragmento florestal. As categorias sucessionais
foram tratadas separadamente em cada periodo de estudo. Todas as variaveis foram
transformadas log10 para normalizar os dados

Finalmente, foram realizadas andlises de regressdo multivariada com todo o
conjunto de dados de cada periodo amostral para determinar o quanto da variagdo nos
niveis dos antioxidantes e na capacidade de oxi-reducdo de acido ascorbico e de glutationa
(variaveis dependentes) poderia ser explicado por fatores abioticos (variaveis
independentes) e quais destes contribuiriam significativamente para explicar, agora de
forma combinada, as oscilagdes nas respostas antioxidativas. As analises multivariadas
foram realizadas pelo método stepwise Backward (passo a passo). Quando necessario, 0s
dados das variaveis dependentes foram transformados para alcancar a normalidade e
igualdade de variancia. Cada analise foi iniciada com todas as variaveis independentes,
sendo eliminadas, passo a passo, todas aquelas que ndo explicaram significativamente as
oscilacBes na resposta bioquimica em questdo. Somente os modelos multilineares com

nivel de explicabilidade acima de 40% (R? = 0,40) foram considerados.



36

Os periodos de estudo (Umido e seco) foram tratados separadamente em todos 0s
casos, visto que foram caracterizados por condi¢cGes ambientais (em termos climaticos e

de contaminacéo do ar por poluentes oxidativos) muito distintas.
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4. Resultados

O perfil meteoroldgico registrado durante o ano de estudo na regido do Parque
Municipal Nascentes de Paranapiacaba (PP), do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
(PEFI) da ARIE Mata de Santa Genebra (MSG) é mostrado na (Figura 7). As maiores
médias mensais de temperatura tenderam a ocorrer na regidao da MSG (variando entre
26°C no més de fevereiro e 24°C no més de setembro) e as menores médias em PP (23°C
no més de janeiro e 21°C no més de dezembro). No PEFI, as médias mensais de
temperatura (24°C no més de janeiro e 22°C no més de novembro) tenderam a ser
intermediarias em relacdo as outras duas regides estudadas. As temperaturas maximas e
minimas mais baixas também ocorreram na regido de PP (36°C e 5°C respectivamente),
seguida pela a localidade do PEFI (39°C e 7°C) e da MSG (39°C e 7°C) (Figura 7A).

A precipitacdo mensal acumulada nas trés localidades é apresentada na (Figura
7B). A precipitacdo para PP, em particular, s6 foi obtida para os meses de Janeiro e
Agosto/2015. Nesses meses, 0 volume de precipitacdo acumulada foi mais alto em PP
(929 mm e 109 mm, respectivamente) intermediario no PEFI (265mm e 39 mm) e mais
baixo na MSG (168 mm e 35 mm). Além disso a precipitacdo acumulada em 2015 no
PEFI (1,657mm) foi maior do que na regido da MSG (1,294mm).

Para a umidade relativa (Figura 7C), referente ao ano de estudo, encontramos as
maiores médias mensais em PP (entre 96% e 100%), seguidas das médias obtidas na
localidade do PEFI (entre 83% e 84%) e em MSG (entre 87% e 78%).

A variagdo diaria nas condi¢cGes meteoroldgicas durante as coletas de folhas
realizadas nas estacdes Umida e seca € apresentada na Tabela 3. Na estacdo Umida as
temperaturas médias, maximas e minimas mais baixas ocorreram novamente na regido de
PP (21°C, 22°C e 20°C respectivamente), seguida pela a localidade do PEFI (22°C, 24°C

e 20°C) e as mais altas em MSG (32°C, 34°C e 30°C).
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Os valores médios, maximos e minimo de umidade relativa encontrados em PP
foram os mais altos (94%, 97% e 93%), valores intermediarios foram obtidos no PEFI
(81%, 88% e 77%) e os menores valores em MSG (60%, 61% e 58%). A radiacéo foi
menor em PP, o PEFI manteve valores intermediarios e MSG obteve a maior maxima.

A precipitacdo acumulada nos dias de coleta foi maior em PP foi (82mm), no PEFI
(64 mm) o menor indice de precipitacdo foi encontrado em MSG (10 mm).

J& na estacdo seca as temperaturas médias, maximas e minimas mais baixas
ocorreram na regido de PP (17°C, 19°C e 16°C respectivamente), ja a localidade do PEFI
(20°C, 21°C e 18°C) e MSG (19°C, 21°C e 18°C), ndo houve tanta diferenca.

Radiacdo Global PP novamente mostrou os menores valores e o PEFI a maior
média e MSG maior maxima.

A umidade relativa mesmo sendo na estacdo seca os valores foram altos como
médias, maximas e minimas encontrada em PP foram as mais altas (89%, 93% e 74%),
valores intermediarios no PEFI (82%, 90% e 39%) e os menores valores em MSG (75%,
83% e 59%). A precipitacdo acumulada nos dias de coleta foi maior novamente em PP
foi (10 mm), o menor indice de precipitacdo foi encontrado no PEFI (2,1 mm) valor

intermediario em MSG (4,5mm).
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Figura 7. Média e respectivos valores maximos e minimos de (A) temperatura (C°), (B)
volume mensal acumulado de precipitacdo (mm) e (C) umidade relativa (%) durante o
ano de 2015. Dados obtidos da estacdo meteoroldgica do CIENTEC-IAG/USP para o
PEFI. Temperatura e umidade relativa para PP e MSG foram obtidos de estacfes
meteoroldgicas portateis colocadas nos locais de coleta. O volume acumulado mensal de
precipitacdo em PP (somente para os meses de janeiro e agosto) e MSG foi obtido junto
ao Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais (CEMADEN) .
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Tabela 3. Médias e respectivos valores maximos e minimos (entre parénteses) de temperatura (°C), radiacao global (W/m?), umidade relativa (%)
e volume acumulado de precipitagdo (mm), durante a estacdo chuvosa nos dias de coleta (meses de dezembro a marco) e estacdo seca (meses de
junho a setembro). Dados obtidos da estacdo de monitoramento do IAG para PEFI e miniestacdes para PP e MSG. O volume acumulado de
precipitacdo em PP e MSG foi obtido junto ao Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais (CEMADEN) .

ESTACAO PP PEFI MSG
Temp. Rad Precip. UR(%) Temp. Rad Precip UR(%) Temp. Rad Precip UR(%0)
(C°) (Wim?)  (mm) (C°) (Win?) — (mm) (C°) (Wine) - (mm)
UMIDA 21 150 94 22 217 81 32 200 60

(22-20) (250-32) 82 (97-93) | (24-20) (303-45) 64  (88-77) | (34-30) (102059) 10 (63 -58)
SECA 17 120 89 20 165 82 19 120 75

(19-16) (150-29) 10 (93-74) | (21-18) (198-35) 25  (90-39) | (21-18)  (449-43) 45  (83-59)
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O perfil de concentracdo de ozbnio (O3) e dioxido de nitrogénio (NO.) foi
determinado semanalmente ao longo de 2015 e diariamente durante as campanhas de
amostragem de folhas das espécies arboreas, utilizando os amostradores passivos
previamente validados (Figura 8; Tabela 4).

Para NO: (Figura 8A), a maiores medias mensais durante o ano foram
encontradas no PEFI (22 pg/m® - 20 ug/m?®), valores médios intermediarios foram
registrados em MSG (19 pug/m?® - 18 ng/m®) e as médias menores foram observadas em
PP (15 pug/m?® - 13pg/m3). Para O3 (Figura 8B), as maiores concentracdes mensais foram
encontradas em MSG (35 pg/m?® - 32 ug/m®), concentragdes intermediarias em PP (25

ug/m? - 23 ng/m?3) e as menores, na maioria das vezes, no PEFI (20 ug/m? - 18 ug/m?).
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Figura 8. Concentracdo media mensal de (A) didxido de nitrogénio (NO2) e (B) ozbnio
(O3) nos trés locais de amostragem, durante o ano de 2015. Dados obtidos por

amostragem passiva por periodos consecutivos de 7 dias.

As concentragdes diarias médias de Os e NO, assim como valores méaximos e
minimos, durante os cinco dias de coletas, nas esta¢des chuvosa e seca constam da tabela
4,

As concentragdes diarias de NO-, durante os dias de amostragem na estagdo

chuvosa, tenderam a ser maiores em MSG (concentragdo diaria maxima de 6,4 pg/m®) e
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mais baixos no PEFI (concentragio didria maxima de 3,0 pg/m®). J4 O3, na mesma

estacdo, tendeu a estar mais concentrado no PEFI do que no entorno dos demais

fragmentos de Mata Atlantica. Nos dias de amostragem na estagdo seca no PEFI

(concentracdo diaria maxima de 8,0 ug/m®) e de Oz em PP e MSG (concentragdes diarias

méximas 14 pg/m3e 14pg/m?3, respectivamente).

Tabela 4. Concentracdo média e respectivos valores maximos e minimos (entre

parénteses) de dioxido de nitrogénio (NO2) e ozbnio (O3) durante os 5 dias de

amostragem nas estacdes chuvosa e seca. Dados obtidos por amostragem passiva por

periodos consecutivos de 24 horas.

NO2 (ug/md) O3 (ug/m3)
ESTAQAO PP PEFI MSG PP PEFI MSG
4,3 3,0 6,4 21 30 24
UMIDA | (5-4) (4-2) (7.0-55) | (34-8) (44-14) (38-16)
13 18 10 14 8 14
SECA | (19-6) (40-12) (14-8) | (18-12) (11-6) (23-7)
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A andlise de funcdo discriminante foi utilizada inicialmente para verificar se
classificacdo das espécies nas duas categorias sucessionais (Pioneiras e N&o Pioneiras),
adotadas no inicio do estudo com base em caracteristicas ecoldgicas, seria mantida em
cada estacdo do ano, utilizando as variaveis bioquimicas incluidas no estudo,
independentemente do fragmento florestal em que as amostras foram coletadas.

Essa hipotese original foi confirmada. A anélise de funcdo discriminante resumiu
adequadamente a distribuicdo das espécies arbdreas nas duas categorias sucessionais. A
separacgdo entre espécies pioneiras e ndo pioneiras, com base nas varidveis bioquimicas
analisadas, foi significativa em ambas as esta¢fes do ano, independentemente do local de
amostragem, conforme indicaram os baixos valores de lambda de Wilk (= 0,33; p< 0,0000
e 0,39; p< 0,0000) para dados provenientes das estagdes Umida e seca, respectivamente).
O teste lambda de Wilk propicia a avaliagdo da existéncia de diferencas médias entre 0s
grupos para cada variavel, sendo que valores elevados desta analise indicam a auséncia
de diferencas entre 0s grupos.

Grande parte dos casos provenientes da amostragem realizada na estacdo Umida
foi classificada corretamente nas duas categorias sucessionais (94% de casos das espécies
pioneiras e 90% de casos das espécies ndo pioneiras). Somente as varidveis clorofila b,
razdo GSH/Gtotal e proteina foram excluidas do modelo discriminante resultante do
conjunto de dados da estacdo umida (Tabela 5). Coeficientes mais altos da funcdo de
classificacdo e a comparagdo de médias pelo teste t indicaram que as espécies pioneiras
foram classificadas como tal pela tendéncia de conter menos carotenoides em suas folhas
valor mais alto de razéo &cido ascorbico (AA/AAtotal) e menor atividade de glutationa
redutase do que as espécies ndo pioneiras. Estas, por sua vez, tenderam a ser assim

classificadas por maior conteddo de clorofila a e hidroperéxido dienos conjugados
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(HPDC) e maior atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) do que as espécies
pioneiras (Tabelas 5 e 7).

Na estagcdo Umida, a comparacdo de médias pelo teste t (Tabela 7) ainda mostrou
que a atividade de SOD e CAT foi mais baixa, o conteudo de &cido ascorbico reduzido e
total, assim como a razdo GSH/Gtotal foram maiores e a concentracdo de glutationa
oxidada foi menor nas folhas das espécies pioneiras do que nas das ndo pioneiras. As
demais varidveis como acido ascérbico oxidado, glutationa total, proteinas e teores dos
pigmentos ndo variaram significativamente entre espécies pioneiras e ndo pioneiras

amostradas no periodo umido.

Tabela 5. Coeficientes de classificacdo provenientes da analise da funcdo discriminante
para categorias sucessionais, para as amostras coletadas durante a estagdo Umida. SOD:
superoxido dismutase; APX: ascorbato peroxidase; HPDC: hidroperdxido dienos
conjugados; GSH/Gtotal: razdo glutationa; AA/AAtotal: razdo acido ascorbico; GR:

glutationa redutase e CAT: catalase.

Estaciio Umida

Variaveis Pioneiras Nao Pioneiras
bioguimicas

SOD -0,26975 0,26975
APX -0,30178 0,30178
CAT 0,18202 -0,18202
GR 0,24487 -0,24487
GSH/Gtotal N&o incluida no modelo
AA/AAtotal 0,33773 -0,33773
CAROTENOIDE 1,36273 -1,36273
HPDC -0,72528 0,72528
CLOROFILADb N&o incluida no modelo
CLOROFILA a -0,99132 0,99132
PROTEINAS N&o incluida no modelo
Constante -1,02898 -1,02898

Os coeficientes mais altos, destacados em negrito, apontam as variaveis biologicas mais
associadas a cada categoria sucessional.
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Grande parte dos casos provenientes da amostragem realizada na estagdo seca
também foi classificada corretamente (90% de casos das espécies pioneiras e 88% de
casos das espécies ndo pioneiras). No entanto, conforme indicagdo na tabela 6, mais
variaveis bioquimicas foram excluidas do modelo discriminante resultante do conjunto
de dados da estacdo seca (APX, carotenoides, clorofilas a e b e GR), em comparacgéo ao
que ocorreu na estacdo Umida. Os coeficientes mais altos da funcéo de classificacéo e a
comparacao de médias pelo teste t indicaram que as espécies pioneiras foram classificadas
como tal, no periodo seco, por valores mais altos de razdo GSH/Gtotal e de razdo
AA/AAtotal, e menores atividades de SOD e CAT do que as espécies ndo pioneiras. Além
disso, HPDC foi outra variavel indicadora de danos oxidativos que tendeu a distinguir as
espécies pioneiras das ndo pioneiras, embora as concentracdes médias obtidas nas
espécies de ambas as categorias sucessionais ndo tenham diferido significativamente. Ja
as espécies ndo pioneiras se distinguiram das pioneiras pelos maiores teores de proteinas
(Tabelas 6 e 7).

Na estacdo seca, a comparacdo de médias (Tabela 7) ainda comprovou, nas
espécies pioneiras, uma alta atividade das enzimas glutationa redutase, ascorbato
peroxidase, assim como e altas concentragdes de acido ascérbico em suas formas
reduzida, oxidada e total, dede glutationa reduzida e clorofila total, em comparagdo com
as espécies nao pioneiras. Estas, por sua vez, continham mais glutationa oxidada e alto

valor de razdo de clororila a/b.
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Tabela 6. Coeficientes de classificacdo provenientes da analise da funcao discriminante
para categorias sucessionais, para as amostras coletadas durante a estacdo seca. SOD:
superoxido dismutase; APX: ascorbato peroxidase; HPDC: hidroperoxido dienos
conjugados; GSH/Gtotal: razdo glutationa; AA/AAtotal: razdo acido ascorbico; GR:

glutationa redutase e CAT: catalase.

Estacdo Seca

Variaveis Pioneiras Nao Pioneiras
bioguimicas

SOD 0,46420 -0,72945
APX Nao incluida no modelo

CAT 0,63814 -1,00279
GR

GSH/Gtotal 1,15053 -1,80798
AA/AAtotal 0,68808 -1,08127
CAROTENOIDE | Na&o incluida no modelo -1,13502
HPDC 0,72228 Nao incluida no modelo
CLOROFILADb Nao incluida no modelo
CLOROFILA a Nao incluida no modelo

PROTEINAS -0,46457 0,73004
Constante -1,02898 -1,02898

Os coeficientes mais altos, destacados em negrito, apontam as variaveis biolégicas mais
associadas a cada categoria sucessional.
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Tabela 7. Valores médios * desvio padrdo da atividade das enzimas ascorbato peroxidase
(APX- umol.mint.mg?*proteina), catalase (CAT- pmol.min™*.mgproteina), superéxido
dismutase (SOD- mgproteina), glutationa redutase (GR- pmol.min*.mg™proteina), da
concentragio de proteinas (mg/mL), &cido ascorbico reduzido (AA- mg.g?), acido
ascorbico oxidado (DHA- mg.g?), 4cido ascorbico total (AAtotal- mg.g?), glutationa
reduzida (GSH- mg.g%), glutationa oxidada (GSSG- mg.g™?), glutationa total (Gtotal-
mg.g %), hidroperéxido dieno conjugado (HPDC- pmol.gt), clorofilaa (mg.g™t), clorofila
b (mg.g™Y), clorofila total (CLOtotal mg.g™) e carotenoides (mg.g™*), assim como razdes
entre clorofilas a e b ((CLOa/b mg.g?), 4cido ascorbico reduzido e total (AA/AAtotal-
(mg.g?) e glutationa reduzida e total (GSH/total-(mg.g™) em amostras foliares de
espécies pioneiras e ndo pioneiras coletadas na estacdo chuvosa nos fragmentos florestais
localizados em Paranapiacaba (PP), Parque das Fontes do Ipiranga (PEFI) e Santa
Genebra (MSG). Letras indicam diferenca estatistica entre as categorias sucessionais (p
< 0,005).

Estacdo Umida Estacdo seca
Variaveis Pioneiras N&o Pioneiras Pioneiras  N&o pioneiras
bioquimicas
CAT 209 +192b 262+184a 648+566a 295+255b
APX 10 +6,0b 1245,6a 24+29a 1049,0b
GR 2,1+ 2,0b 2,4+1,4a 36+17a 2,2+1,7b
SOD 2,4 +1,6b 6,1+5,0a 1146,0a 6,0+4,0b
AA 1,6+1,4a 0,9+0,7b 1,5+1,0a 0,7£0,3b
DHA 2,4+1 6a 2,2+1,3a 1,7+£1,0a 1,3+1,0b
AAtot 4,1+ 1,7a 2,911,4b 3,1+14a 2,0+1,3b
AA/AAtot 0,3+ 0,2a 0,310,2a 0,5£0,2a 0,410,1b
GSH 24+ 14a 24+16a 26+11a 20+11b
GSSG 17+10b 26+16a 18+11b 30+13a
Gtot 41+ 18a 50+26a 44+15a 50+20a
GSH/Gtot 0,5+ 0,1a 0,5%0,2b 0,6+0,2a 0,4+0,1b
PROTEINAS 0,3+ 0,2a 0,3%0,2a 0,2+0,1b 0,310,1a
CLOROFILAa 1,2+0,6a 1,2+0,3a 1,0£0,5a 1,0+0,4a
CLOROFILADb 0,4+ 0,2a 0,5%0,1a 0,310,3a 0,4+0,2a
CLOa/b 2,0+ 0,7a 1,940,9a 1,0+£0,5b 2,3+0,6a
CLOtotal 0,9+ 0,5a 1,2+0,8a 2,3+0,7a 1,5+0,5b
CAROTENOIDE 0,2+0,1a 1,2+1,1a 0,2+0,1a 0,1+0,09a
HPDC 18+ 11b 28+15a 18+14a 18+13a

NUmeros indicados em negrito referem-se a variaveis incluidas na funcéo discriminante

que distinguiu as categorias sucessionais nas esta¢fes Umida e seca.

As espécies ndo classificadas nas categorias sucessionais adotadas originalmente,
de acordo com os resultados das analises de funcgdo discriminante baseada em variaveis
bioguimicas, foram reclassificadas (Tabela 8). Durante a estagdo Umida, uma espécie
pioneira amostrada em Paranapiacaba (S. granuloso-leprosum) apresentou caracteristicas

bioguimicas das espécies ndo pioneiras. Ainda na estacdo umida, P. suterella (coletada
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em PP) e G. macrophylla (coletada em PP e PEFI), classificadas originalmente como néo
pioneiras, mostraram caracteristicas bioquimicas das pioneiras, do mesmo modo que A.
graveolens coletada na MSG na estagao seca.

Tabela 8. Reclassificacdo de espécies ndo incluidas nas categorias sucessionais originais,
de acordo com os resultados das anélises de funcdo discriminante realizadas com base

nas varidveis bioquimicas. P (Espécies pioneiras) e NP (Espécies ndo pioneiras).

Estacdo Umida Estacdo seca
Local Classif. Classif. Classif. Classif.
Espécies coleta  original bioquimica original  bioquimica
Solanum granuloso PEFI P NP
Psychotria suterella PP NP P
Guarea macrophylla | PP/PEFI NP P
Astronium
graveolens MSG NP P

A analise de funcdo discriminante foi utilizada, também, para verificar se houve
variacdo espacial nas caracteristicas bioquimicas das espécies incluidas em cada categoria
sucessional. Essa hipotese igualmente foi confirmada. O agrupamento de locais de
amostragem com base nas varidveis bioquimicas das espécies pioneiras ou das ndo
pioneiras foi significativa em ambas estacdes do ano, conforme indicaram os baixos
valores de lambda de Wilk (0,042, 0,020, 0,077 e 0,044; p < 0,0000 em todos 0s casos)
para dados provenientes das espécies pioneiras e ndo pioneiras amostradas nas estacdes
Umida e seca, respectivamente.

As duas primeiras raizes canbnicas extraidas a partir dos coeficientes
padronizados de cada variavel bioguimica (pelo método stepwise forward) foram sempre
altamente significativas (p < 0,001), evidenciando nitida separacdo entre os fragmentos
florestais (Figuras 9 e 10). A primeira raiz explicou 73% e 91% da variabilidade total dos

dados das espécies pioneiras e ndo pioneiras durante a estacdo Umida, respectivamente
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(Figura 9) e 71% e 68% da variabilidade total dos dados das espécies pioneiras e ndo

pioneiras durante a estagédo seca (Figura 10).

As seguintes variaveis foram excluidas das func¢Ges discriminantes obtidas com
dados da estacdo Umida: razdo GSH/Gtotal, GR e catalase, no caso das amostras de
arvores pioneiras e APX e clorofila a, no caso das amostras das arvores ndo pioneiras
(Tabela 9). Na estacdo seca, foram excluidas da funcdo discriminante proposta para as
espécies pioneiras as varidveis GR, razdo GSH/Gtotal e clorofila a e da proposta para as
espécies ndo pioneiras as variaveis razdo AA/AAtotal e clorofila b (Tabela 10).

Os coeficientes mais altos da funcdo de classificacdo resultantes das analises
discriminantes aplicadas aos dados obtidos na estacdo Umida, corroborados por
comprovacdo de diferencas significativas entre fragmentos florestais por anélise de
variancia seguida por teste de comparagdes multiplas (Tabela 11), indicaram que:

» As espécies pioneiras amostradas em Paranapiacaba (PP) foram classificadas com
base na varidveis bioquimicas: Proteina, Razdo &cido ascorbico, clorofila a e
hidroperdxido dienos conjugados e se distinguiram das espécies pioneiras dos demais
fragmentos florestais pelo menor contetdo de clorofila a e b, além dos menores
valores de superdxido dismutase, ascorbato peroxidase (Tabela 9, 11).

» As arvores pioneiras coletadas no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) foram
classificadas conforme as caracteristicas bioquimicas como: carotenoides, SOD, APX
e clorofila b e se distinguiram das demais por niveis intermediarios de carotenoides e
clorofila b e alta atividade de superdxido dismutase e ascorbato peroxidase,
especialmente em comparacéo a observada nas espécies de Paranapiacaba (Tabela 9,
11).

» As arvores pioneiras da Mata de Santa Genebra (MSG) foram classificadas conforme

as caracteristicas bioguimicas como: carotenoides, SOD, APX e clorofila b e foram
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caracterizadas por maiores concentragdes de carotenoides e clorofilas a e b do que as
amostradas nos demais fragmentos florestais e por alta atividade das enzimas,
superoxido dismutase e ascorbato peroxidase, assim como foi mostrado no PEFI
(Tabelas 9, 11).

A anélise de variancia (Tabela 11) ainda mostrou que as folhas das espécies pioneiras
coletadas em Paranapiacaba continham significativamente mais acido ascorbico e
glutationa totais e glutationa oxidada do que as espécies localizadas nos outros dois
remanescentes de Mata Atlantica. As espécies do PEFI, por sua vez, também foram
caracterizadas por concentracGes foliares significativamente menores de é&cido
ascorbico reduzido e oxidado e glutationa reduzida do que as espécies amostradas nas
outras florestas.

As espécies ndo pioneiras de Paranapiacaba (PP) foram distintas das amostradas
nos outros trechos de floresta por altas concentrac6es de clorofila b, alta atividade de
glutationa redutase e niveis intermediarios de proteinas (Tabelas 9, 11).

No Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), as espécies nao pioneiras
apresentaram niveis significativamente mais altos de hidroperoxidienos conjugados e
maior atividade de atividade superdxido dismutase e catalase do que as espécies ndo
pioneiras ocorrentes nos outros fragmentos florestais (Tabelas 9, 11).

Na Mata de Santa Genebra (MSG), durante o periodo umido, as espécies ndo pioneiras
foram distintas das espécies coletadas nos outros fragmentos de Mata Atlantica
demais especialmente pela alta razdo GSH/Gtotal e altos niveis de proteinas (Tabelas
9, 11).

De acordo com os resultados das analises de variancia aplicadas aos dados obtidos na
estacdo Umida ainda € possivel destacar, ainda, que as espécies ndo pioneiras de

Paranapiacaba mostraram a menor atividade de catalase e os niveis mais elevados de
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acido ascdrbico, glutationa assim como nas espécies de MSG e niveis baixo de
clorofilas totais, clorofila b e niveis mais altos de glutationa oxidada. As folhas das
espécies ndo pioneiras do PEFI continham os menores conteudos de glutationa

reduzida e de &cido ascérbico reduzido (Tabela 11).
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Tabela 9. Coeficientes de classificacdo da analise da funcédo discriminante para os locais
de estudo Paranapiacaba (PP), Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) e Santa
Genebra (MSG), no periodo Umido, SOD: superdxido dismutase; APX: ascorbato
peroxidase; HPDC: hidroperoxido dienos conjugados; GSH/Gtotal: razdo glutationa;

AA/AAtotal: razdo acido ascorbico; GR: glutationa redutase e CAT: catalase.

Estacdo Umida

Variaveis bioquimicas Pioneiras
PP PEFI SG
CAROTENOIDE -9,72387 2,72559 6,99828
SOD -4,62138 4,06829 0,55309
PROTEINAS 1,25606 -0,82533 -0,43074
GSH/Gtotal Nao incluida no modelo
GR Nao incluida no modelo
APX -1,95654 1,62004 0,33650
AA/AAtotal 2,02771 -1,08507 -0,94263
CLOROFILA a 8,36273 -6,71671 -1,64602
CAT Nao incluida no modelo
HPDC 1,49967 -0,34920 -1,15048
CLOROFILADb -3,05135 2,91059 0,14075
Constante -6,95306 -3,79104 -4,53355
Né&o Pioneiras
PP PEFI SG
HPDC -7,7197 10,5960 -2,87626
GSH/Gtotal 0,3539 -2,4978 2,14387
SOD -6,6191 7,8417 -1,22264
APX Nao incluida no modelo
CLOROFILADb 9,5092 -8,9652 -0,54400
GR 2,2227 -2,1300 -0,09271
PROTEINAS 1,4625 -2,8318 1,36937
CATALASE -3,4104 3,7498 -0,33940
CLOROFILA a Nao incluida no modelo
CAROTENOIDES -3,1077 2,1018 1,00593
AA/AAtotal -1,6194 1,6509 -0,03145
Constante -11,5417 -15,0257 -2,95390

Os coeficientes mais altos, destacados em negrito, apontam as variaveis biologicas mais

associadas a cada fragmento florestal.
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Figura 9. Representacdo grafica da distribuicdo espacial determinada pelos coeficientes

padronizados para as raizes canbnicas 1 e 2 obtidas pela analise discriminante (método

de stepwise forward) realizada com as caracteristicas bioquimicas das de espécies

pioneiras e ndo pioneiras coletadas nos trés remanescentes florestais (PP, PEFI e MSG)

durante a estagdo umida (verdo). Os centroides dos grupos candnicos de cada fragmento

de floresta foram representados por circulos pretos. SOD: superéoxido dismutase; APX:

ascorbato peroxidase; CAT: catalase; GR: glutationa redutase; GSH/Gtotal: razéo

glutationa; AA/AAtotal: razdo acido ascorbico; CLOa: clorofila a; CLOb: clorofilab;

CARQO: carotenoide e HPDC: hidroperdxido dienos conjugados;
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Os coeficientes mais altos da funcdo de classificacdo resultantes das anélises
discriminantes aplicadas aos dados obtidos na estacdo seca (Tabela 10), igualmente
corroborados por comprovacéo de diferencas significativas entre fragmentos florestais
por analise de variancia seguida por teste de comparagdes multiplas (Tabela 12),
indicaram que:

» As especies pioneiras de Paranapiacaba (PP) foram classificadas pelas varidveis
bioquimicas: APX, HPDC, AA/AAtotal CAT e Proteinas e se distinguiram das
amostradas nos outros fragmentos florestais por niveis mais altos de atividade da
ascorbato peroxidase e de catalase, quando comparados ao PEFI e baixa atividade de
SOD, alta concentracgdes de acido ascdrbico total e niveis baixos de proteinas (Tabelas
10, 12).

» As folhas das arvores pioneiras coletadas no Parque Estadual Fontes do Ipiranga
(PEFI) foram classificadas pelas varidveis bioquimicas: Clorofila b, SOD e Proteina
e apresentaram a maior atividade da SOD e o maior contelido de proteinas, assim
como contetdo intermediario de clorofila b e carotenoides (Tabelas 10, 12).

» Na Mata de Santa Genebra (MSG) foram classificadas pelas variaveis bioquimicas:
Clorofila b, SOD e carotenoides e as espécies continham em suas folhas nivel similar
de clorofila b, em comparacdo ao obtido nas arvores do PEFI, a atividade
intermediaria de superdxido dismutase e os mais altos niveis de carotenoides (Tabelas
10, 12).

» De acordo com os resultados das analises de variancia, ainda é possivel destacar que
as espécies pioneiras de Paranapiacaba mostraram os niveis mais baixos de clorofilas

e da razao clorofila a/b.
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As espécies ndo pioneiras Paranapiacaba (PP) diferenciaram das coletadas no PEFI e
MSG por atividade intermediéria de glutationa redutase, baixa atividade da APX
razdo GSH/Gtot mais elevada e maior contetdo de clorofila a (Tabelas 10, 12).

No Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), as espécies ndo pioneiras foram
caracterizadas pela maior atividade da superdxido dismutase e atividade da glutationa
redutase e nivel intermediario de hidroperoxido dienos conjugados (Tabelas 10, 12).
As arvores ndo pioneiras da Mata de Santa Genebra (MSG) foram caracterizadas por
atividade intermediaria das enzimas ascorbato peroxidase e catalase e por alta
concentracédo de hidroperoxido dienos conjugados (Tabelas 10, 12).

De acordo com a ANOVA, as arvores nao pioneiras do PP continham em suas folhas
o0s niveis mais elevados de glutationa (reduzida, oxidada e total) e de clorofila total.
No PEFI, as arvores dessa categoria sucessional apresentaram o menor contetdo de
acido ascérbico (reduzido, oxidado) e também os maiores conteudos de &cido

ascorbico total e HPDC ndo diferiu nos locais (Tabela 12).
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Tabela 10. Coeficientes de classificacao da analise da funcéo discriminante para os locais
de estudo Paranapiacaba (PP), Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) e Santa
Genebra (MSG), no periodo seco, SOD: superdxido dismutase; APX: ascorbato
peroxidase; HPDC: hidroperoxido dienos conjugados; GSH/Gtotal: razdo glutationa;
AA/AAtotal: razdo acido ascorbico; GR: glutationa redutase e CAT: catalase.

Estacdo seca

Variaveis bioquimicas Pioneiras
PP PEFI SG
CLOROFILADb -2,75805 0,47946 2,27859
GR Nao incluida no modelo
SOD -2,33452 1,63199 0,70253
APX 1,91986 -2,07429 0,15444
GSHY/Gtotal Nao incluida no modelo
HPDC 3,568827 -3,12256 -0,46571
AA/AAtotal 2,73730 -1,82955 -0,90775
CLOROFILA a Nao incluida no modelo
CAT 2,70346 -1,39256 -1,31090
PROTEINAS 1,38937 0,78946 -2,17884
CAROTENOIDES -1,16886 0,29603 0,87282
Constante -4,52752 -3,97581 -2,60615
N&ao Pioneiras
PP PEFI SG
PROTEINA 2,14538 -5,48831 3,34293
SOD -3,75188 3,97159 -0,21971
GR 2,77167 1,19317 -3,96484
APX -3,62338 0,06854 3,55484
AA/AAtotal Nao incluida no modelo
HPDC -1,86799 0,44700 1,42099
GSH/Gtotal 1,31297 -0,28092 -1,03204
CLOROFILA a 1,14548 -1,23435 0,08887
CLOROFILADb Nao incluida no modelo
CAT -0,49260 -0,79976 1,29236
CAROTENOIDE 0,09463 0,88177 -0,97640
Constante -5,14561 -5,69601 -3,45866

Os coeficientes mais altos, destacados em negrito, apontam as variaveis biologicas mais

associadas a cada fragmento florestal
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Figura 10. Representacgéo grafica da distribuicdo espacial determinada pelos coeficientes
padronizados para as raizes canonicas 1 e 2 obtidas pela analise discriminante (método
de stepwise forward) realizada com as caracteristicas bioquimicas das de espécies
pioneiras e ndo pioneiras coletadas nos trés remanescentes florestais (PP, PEFI e MSG).
SOD: superdxido dismutase; APX: ascorbato peroxidase; HPDC: hidroperdxido dienos
conjugados; GSH/Gtotal: razdo glutationa; AA/AAtotal: razdo acido ascorbico; GR:

glutationa redutase e CAT: catalase
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Tabela 11.Valores médios + desvio padrdo da atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX- pmol.mint.mg?proteina), catalase (CAT-
umol.mint.mgproteina), superéxido dismutase (SOD- mgproteina), glutationa redutase (GR- pmol.min™.mgproteina), da concentracéo de
proteinas (mg/mL), acido ascorbico reduzido (AA- mg.g?), acido ascorbico oxidado (DHA- mg.g™), acido ascorbico total (AAtotal- mg.g™L),
glutationa reduzida (GSH- mg.g™), glutationa oxidada (GSSG- mg.g?), glutationa total (Gtotal- mg.g?), hidroperdxido dieno conjugado (HPDC-
umol.g™), clorofila a (mg.g™), clorofila b (mg.g™), clorofila total (mg.g™?) e carotenoides (mg.g™), assim como razdes entre clorofilas a e b, acido
ascorbico reduzido e total (AA/AAtotal- (mg.g™) e glutationa reduzida e total (GSH/total-- (mg.g™) em amostras foliares de espécies pioneiras e
ndo pioneiras coletadas na esta¢do chuvosa nos fragmentos florestais localizados em Paranapiacaba (PP), Parque das Fontes do Ipiranga (PEFI) e
Santa Genebra (MSG). Letras indicam diferenca estatistica entre locais para a mesma categoria sucessional (p < 0,005).

ESTACAO UMIDA

VARIAVEL Pioneiras N3o Pioneiras
PP PEFI MSG PP PEFI MSG
CAT 117 £ 79a 273 + 206a 191+ 172a 149 + 21c 361 +176a 278 + 208b
APX 59+22b 13,6 £6,0a 10,8 £+ 7,4a 13,1+ 3,2a 13,3+ 7,2a 10,9 £ 6,0a
GR 19+24a 23+1,7a 19+21a 20+21a 1,2+0,5b 0,8+0,4c
SOD 0,9+0,7b 4,2 +25a 25+0,7a 1,4 +0,5c 11,7 £ 6,5a 51+ 3,4b
AA 2,4+ 1,6a 0,5+0,4b 20+11a 0,7 +£0,5a 0,6 £0,7a 0,8+0,7a
DHA 1,5+1,0c 3,3+x2,1a 26+1,0b 29+ 15a 15+0,4b 20+ 1,3a
AATOTAL 40+14a 3,7+ 1,8a 46+18a 35+1,6a 2,1+0,6b 3,0+14b
AA/AATOTAL 0,5+0,2a 0,2+0,1b 0,4+0,1a 0,2+0,1a 0,2 +0,24a 0,2+0,1a
GSH 34+ 17a 14 +5,4b 24 + 14a 31+ 19a 14 + 0,6b 24 + 14a
GSSG 23 +9,4a 14 + 8,3b 10 £ 6,0b 43 + 13a 20 £ 8,6b 18 + 16b
GTOTAL 58 + 16a 20 +8,7b 34 + 15b 74 + 19a 34 +13b 43 + 25b
GSH/GTOTAL 0,5+0,1a 0,5+0,1a 0,7+0,1a 0,4+0,1b 0,4+0,1b 0,6 +0,1a
PROTEINAS 0,4+0,3a 0,3+0,1a 0,3+0,07a 0,2+0,1b 0,2+0,07b 0,4 +0,2a
CLOROFILA A 0,6 +0,2c 1,1+0,3a 1,0+ 0,5b 1,3+0,1a 1,0+0,3b 1,0+0,2b
CLOROFILAB 0,2 +0,08¢c 0,4+0,1b 0,7 +0,2a 0,5+0,07a 0,4+0,1b 0,4+0,1b
CLOROFILA A/B 2,1+0,2b 21+12b 2,7+0,2a 23+0,1b 25+0,1a 2,4 +0,08a
CLOTOTAL 0,9+0,2c 1,5+0,4b 2,6 +8,4a 1,8+0,2a 1,4 +0,4b 15+3,9b
CAROTENOIDES 0,1 +0,05c 0,2 £ 0,05b 0,3 +0,08a 0,2 +0,04a 0,2 = 0,05a 0,2 = 0,06a
HPDC 20 *+ 8,6a 14 + 13a 20+ 11a 15+ 12b 46 + 7,0a 22 +6,8b

NUmeros indicados em negrito referem-se a variaveis incluidas na funcdo discriminante que distinguiu os locais de estudo, para cada categoria

sucessional
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Tabela 12.Valores médios + desvio padrdo da atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX- pumol.min".mg?proteina), catalase (CAT-
umol.mint.mgproteina), superéxido dismutase (SOD- mgproteina), glutationa redutase (GR- pmol.min™*.mgproteina), da concentracio de
proteinas (mg/mL), acido ascorbico reduzido (AA- mg.g?), acido ascorbico oxidado (DHA- mg.g?), acido ascorbico total (AAtotal- mg.g™L),
glutationa reduzida (GSH- mg.g™), glutationa oxidada (GSSG- mg.g?), glutationa total (Gtotal- mg.g™), hidroperdéxido dieno conjugado (HPDC-
umol.g™t), clorofila a (mg.g™), clorofila b (mg.g?), clorofila total (mg.g?) e carotenoides (mg.g™), assim como razdes entre clorofilas a e b, acido
ascorbico reduzido e total (AA/AAtotal- (mg.g™) e glutationa reduzida e total (GSH/total-- (mg.g™t) em amostras foliares de espécies pioneiras e
n&do pioneiras coletadas na estacdo seca nos fragmentos florestais localizados em Paranapiacaba (PP), Parque das Fontes do Ipiranga (PEFI) e Santa

Genebra (MSG). Letras indicam diferenca estatistica entre locais para a mesma categoria sucessional (p < 0,005).

ESTACAO SECA
VARIAVEL Pioneiras N&o Pioneiras
PP PEFI MSG PP PEFI MSG

CAT 944 + 646a 241 +123b 760 + 540a 149 + 79b 405 + 317a 382 + 319

APX 36 £ 23a 42+3.2b 24 £ 11a 4.8+3.0b 16 + 13a 11 +6.7a

GR 38 +7.3a 3.0+1.3c 10+ 7.0b 22+12a 3.5+2.0a 1.0+ 0.6b

SOD 0,3+0,2c 17 + 14a 0.9+0.6b 2.1+0.6b 11 +8.7a 5.0+ 3.8b

AA 1,7+1,4b 0,8+0,1c 1,6 +0,5a 0,6 £0,2b 0,4+0,2c 0,9+0,4a

DHA 16+0,7a 1,3+0,7a 2,1+13a 15+1,2b 0,7+0,3c 2,0+0,1a

AA TOTAL 34+12a 2,2+0,6b 3,7x15a 2,1+13a 1,0+0,4b 3,0+1,3a
AA/AATOTAL 0,4+0,2a 0,4 +0,2a 0,5+0,2a 0,4+0,1a 0,4+0,1a 0,3+ 0,08a
GSH 28 +8,3a 30 + 16a 22 +7,0a 31+13a 11 +4,0b 18 +6,0b

GSSG 21 + 16a 16 +0,1a 17 +7,0a 36 + 10a 25+ 10b 28 + 15b

GTOTAL 49 + 18a 46 £ 17a 40 + 8,4a 66 + 18a 36+ 12b 46 + 18b
GSH/GTOTAL 0,6 +0,1a 0,6 £0,1a 0,6 £0,1a 0,5+0,1a 0,3+0,1b 0,4+0,1b
PROTEINAS 0,2+0,1b 0,4+0,2a 0,1 £ 0,06b 0,4 £ 0,06a 0,1 +0,09b 0,3+0,1a
CLOROFILA A 0,6 +0,2b 1,0+ 0,4a 1,2+0,5a 1,2+0,5a 0,8+0,3b 0,9+0,3b
CLOROFILAB 0,2+0,07b 0,8 +0,4a 0,5+0,2a 0,5+0,2a 0,4+0,2a 0,4+0,2a
CLOROFILA A/B 2,7+0,2a 16+0,8b 2,6 £0,1a 24+0,7a 2,1+0,5a 2,2+0,5a
CLOTOTAL 0,8+0,2b 2,0+0,7a 1,7+0,7a 2,0+ 0,6a 1,1+0,4b 1,4 +0,5b
CAROTENOIDES 0,1 +0,05b 0,1+0,07b 0,2+0,1a 0,2+0,1a 0,1 £ 0,05a 0,1 +0,09a

HPDC 22 + 19a 14 + 13a | 18 +0,7a 11 + 8,6b 18 + 12b 23+ 15a

Numeros indicados em negrito referem-se a variaveis incluidas na funcdo discriminante que distinguiu os locais de estudo, para cada categoria

sucessional.
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A caracterizacao das varia¢6es nos niveis de poluentes (NOz e O3) e em variaveis
climaticas (temperatura, umidade relativa e precipitacdo), ao longo dos dias de
amostragem nos diferentes fragmentos de Mata Atlantica, em cada estacdo do ano, em
associacdo as variagdes nas varidveis biologicas medidas nas espécies pioneiras e ndo
pioneiras, foram sintetizadas utilizando-se a analise de componentes principais (ACP),
cujos resultados foram apresentados nas Figuras 11 e 12 e tabelas 13 e 14.

A ACP para as espécies pioneiras (Figura 11 A), no periodo imido, resumiu 70%
da variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacgdo (eixo 1:
54%; eixo 2: 16%) . Todas as variaveis ambientais (em especial umidade relativa,
radiacdo, temperatura e O3) e a maioria das variaveis biologicas (notadamente pigmentos
e SOD), com excecdo de HPDC e proteinas, apresentaram alta correlacdo com o eixo 1.
NO., Oz e HPDC foram as variaveis mais correlacionadas com o eixo 2 (Tabela 13). No
lado negativo do eixo 1, foram alocadas todas as unidades amostrais que representam 0s
locais PEFI (também posicionadas no lado positivo do eixo 2) e MSG (também
posicionadas no lado negativo do eixo 2), sendo estas altamente associadas aos altos
valores de Superoxido Dismutase (SOD), Temperatura (Temp.) e Oz6nio (O3), entre
outras variaveis altamente correlacionadas com o eixo 1. As unidades de Paranapiacaba
foram alocadas no lado positivo do eixo 1, sendo caracterizadas por altos valores da razéo
AA/AAtotal e de umidade relativa.

Para as espécies Ndo Pioneiras amostradas no periodo umido (Figura 11 B), a
ACP resumiu 57% da variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de
ordenacdo (eixo 1: 41%; eixo 2: 16%). Umidade relativa, radiacéo, temperatura, Oz, CAT,
SOD e HPDC apresentaram alta correlagdo com o eixo 1. NOg, glutariona redutase (GR),
proteinas, clorofila b e carotenoides foram as variaveis mais correlacionadas com o eixo

2 (Tabela 13). Assim como foi observado na ACP das espécies pioneiras, as unidades
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amostrais que representam o PEFI e MSG foram alocadas no lado negativo do eixo 1, em
oposicdo as unidades amostrais de Paranapiacaba. As amostras das espécies nao pioneiras
provenientes do PEFI também foram posicionadas no lado positivo do eixo 2 e as de MSG
no lado negativo do eixo 2. Estas foram caracterizadas por altos niveis de SOD, HPDC e
CAT e baixa razdo AA/AAtotal, em associacdo com altos valores de radiacgéo,
temperatura e O3 e menores valores de umidade relativa. Situacdo inversa foi observada

em relacdo as unidades amostrais provenientes de Paranapiacaba.
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Figura 11. Representacdo grafica da analise de componentes principais (ACP) incluindo
poluentes gasosos oxidativos (dioxido de nitrogénio/NO2; 0z6nio/O3), variaveis
climéticas (temperatura/ TEMP; umidade relativa/UR; radiacdo solar global/RAD) e
variaveis biologicas (catalase/CAT; glutationa redutase/GR; superdxido dismutase/SOD;
razdo acido ascorbico reduzido e total/AA/AAtotal; razdo glutationa reduzida e
total/GSH/Gtotal; proteinas; clorofila b/CLO B; carotenoides/CARO; hidroperdxido
dienos conjugados’HPDC) medidas nas espécies pioneiras (A) e ndo pioneiras (B)
amostradas nos diferentes fragmentos de Mata Atlantica ao longo dos dias de amostragem

no periodo Umido.
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Tabela 13. Coeficientes de correlacdo de cada variavel incluida na ACP representada na
Figura 11 com os eixos 1 e 2.

PIONEIRAS NAO PIONEIRAS
VARIAVEIS Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
SOD -0,7175 0,2779 -0,8152 0,0850
CAT Nao incluida no modelo -0,5512 -0,0820
GR Nao incluida no modelo 0,3963 0,5503
AA/AATOTA 0,5286 -0,4883 0,1063 -0,0151
GSH/GTOTAL Nao incluida no modelo -0,4387 -0,3676
PROT 0,2015 -0,0827 -0,2999 -0,7207
CLOA -0,8629 -0,3756 Nao incluida no modelo
CLOB -0,7839 -0,3394 0,4673 -0,6673
CARO -0,8084 -0,4937 0,0156 -0,5877
HPDC 0,1805 -0,6033 -0,6739 0,2300
TEMP -0,7853 0,2440 -0,7346 0,1811
UR 0,9540 -0,2155 0,9846 -0,0691
RADIACAO -0,9540 0,2155 -0,9846 0,0691
NO2 -0,6510 -0,6421 -0,4965 -0,5556
03 -0,7257 0,6196 -0,8502 0,4006
VARIACAO
EXPLICADA 54% 16% 41% 16%

No periodo seco, para as espécies pioneiras (Figura 12A) a ACP resumiu 67% da
variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacéo (eixo 1: 42%;
eixo 2: 25%). Umidade relativa, radiacdo, temperatura, CAT, SOD, APX, proteinas e
clorofila b apresentaram alta correlagdo com o eixo 1. NO2, Oz, CAT, APX e carotenoides
foram as varidveis mais correlacionadas com o eixo 2 (Tabela 14). Assim como ja
demonstrado pelos resultados da ACPs realizadas com dados do periodo umido, as
unidades amostrais que representam o PEFI e MSG foram alocadas no lado negativo do
eixo 1, em oposicdo as unidades amostrais de Paranapiacaba. As amostras das espécies
pioneiras provenientes do PEFI foram ainda posicionadas no lado negativo do eixo 2 e
as de MSG no lado positivo eixo 2., As especies pioneiras coletadas no PEFI estiveram
associadas aos altos valores de SOD, clorofila b, proteinas e HPCD, baixas concentra¢des

de carotenoides, baixa atividade de APX e CAT e baixo valor de AA/AAtotal e expostas
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a temperaturas e concentragfes de NO2 mais altas, e menores valores de RAD, UR e Os.
As amostras das arvores coletadas em MSG diferiram das do PEFI por conterem maior
conteddo de carotenoides e por estarem expostas a niveis mais altos de Oz e mais baixos
de NO.. As plantas de Paranapiacaba foram caracterizadas novamente por maiores
valores da razdo AA/AAtotal e também por maior atividade de APX e CAT e exposicao
a maiores radiacdo e umidade relativa. .

Para as espécies ndo pioneiras amostradas no periodo seco (Figura 12B), a ACP
resumiu 60% da variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de
ordenacdo (eixo 1: 37%; eixo 2: 23%). Umidade relativa, radiacdo, temperatura, CAT,
SOD, APX, proteinas e clorofila a apresentaram alta correlacdo com o eixo 1. NO2, Og,
GR e proteinas foram as variaveis mais correlacionadas com o eixo 2 (Tabela 14). Assim
como ja demonstrado pelos resultados de todas as ACPs anteriormente descritas, as
unidades amostrais que representam o PEFI e MSG foram alocadas no lado negativo do
eixo 1, em oposicao as unidades amostrais de Paranapiacaba. A separacdo dos fragmentos
florestais em relacdo ao eixo 2 foi muito similar a demonstrada para as espécies pioneiras
amostradas no mesmo periodo (as amostras provenientes do PEFI foram posicionadas no
lado negativo e as de MSG no lado positivo eixo). As espécies ndo pioneiras coletadas no
PEFI e na MSG estiveram associadas aos altos valores de APX, CAT, SOD e HPDC,
baixas concentracdes de pigmentos e baixo valor de GSH/Gtotal e expostas a
temperaturas mais altas e menores valores de RAD. As amostras das arvores coletadas
em MSG diferiram das do PEFI por apresentarem baixa atividade da GR e por estarem
expostas a niveis mais altos de Oz e mais baixos de NO.. As plantas de Paranapiacaba
foram caracterizadas por maiores valores da razdo GSH/Gtotal e por maior contetdo

foliar de pigmentos e proteinas e exposicao a maiores radiacdo e umidade relativa.
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Figura 12. Representacdo grafica da analise de componentes principais (ACP) incluindo
poluentes gasosos oxidativos (dioxido de nitrogénio/NO2; 0z6nio/O3), variaveis
climéticas (temperatura/ TEMP; umidade relativa/UR; radiacdo solar global/RAD) e
variaveis biologicas (catalase/CAT; glutationa redutase/GR; superdxido dismutase/SOD;
razdo acido ascorbico reduzido e total/AA/AAtotal; razdo glutationa reduzida e
total/GSH/Gtotal; proteinas; clorofila b/CLO B; carotenoides/CARQO; hidroperoxido
dienos conjugados’HPDC) medidas nas espécies pioneiras (A) e ndo pioneiras (B)
amostradas nos diferentes fragmentos de Mata Atlantica ao longo dos dias de amostragem
no periodo seco.
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Tabela 14. Coeficientes de correlacdo de cada variavel incluida na ACP representada na
Figura 12 com os eixos 1 e 2.

PIONEIRAS NAO PIONEIRAS
VARIAVEIS Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
CAT 0,6361 0,5359 -0,6542 -0,3607
APX 0,6697 0,6199 -0,7872 -0,3730
SOD -0,8539 -0,4141 -0,1681 -0,8936
AA/AATOTAL 0,0185 0,2125 -0,2339 0,0719
GSH/GTOTAL Nao incluida no modelo 0,2810 0,0802
PROT -0,8029 -0,4482 0,6431 0,6809
CLOA Nao incluida no modelo 0,5353 0,1422
CLOB -0,7033 0,3925 Nao incluida no modelo
CARO -0,1787 0,5035 0,3770 0,3086
HPDC -0,2908 0,0826 -0,5679 0,0921
TEMP -0,9108 0,1798 -0,9271 0,1823
UR % 0,9108 -0,1798 0,9271 -0,1823
RAD 0,8901 0,2336 0,8845 0,1552
NO2 0,4005 -0,8962 0,4659 -0,8300
03 0,0827 0,8869 0,0085 0,8460
VARIACAO
EXPLICADA 42% 25% 35% 26%

Tabela 14. Coeficientes de correlacdo de cada variavel incluida na ACP representada na
Figura 12 com os eixos 1 e 2.

Nas tabelas 15 e 16, foram sintetizados os resultados das analises de regressdo
multilinear realizadas com o intuito de identificar quais varidveis ambientais explicariam
significativamente as variacGes nas caracteristicas bioquimicas das espécies pioneiras e
ndo pioneiras amostradas nos trés fragmentos de Mata Atlantica, nos periodos imidos e
secos, respectivamente. Foram considerados apenas o0s modelos multilineares
significativos e com nivel de explicabilidade acima de 50% (R? > 0,50).

Em geral, essas analises multivariadas indicaram que os perfis de variacdo nas
caracteristicas bioquimicas foram explicados de forma combinada por variacfes nas
condigdes climaticas e/ou nos niveis de contaminagdo atmosférica por poluentes
oxidativos. Além disso, os modelos mais explicativos, indicados por valores de R? mais
altos, foram propostos com dados obtidos no periodo umido, para ambas as categorias

sucessionais (Tabela 15).
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Nas espécies pioneiras amostradas no periodo Umido (Tabela 15), as oscilagdes
nos compostos antioxidantes ocorreram, na maioria das vezes, em resposta ao aumento
ou diminuicdo da umidade relativa do ar (UR) e dioxido de nitrogénio (NO2). Os
indicadores de disturbios oxidativos (pigmentos, HPDC) as oscilacdes se deram devido
as condicdes climaticas (temperatura e umidade relativa). Ozénio (O3) raramente foi
identificado como uma variavel preditiva significativa do perfil bioquimico das espécies
pioneiras nesse periodo. Nas espécies ndo pioneiras coletadas no periodo Uumido, as
respostas antioxidantes se deram principalmente pelo aumento ou diminuicdo da
temperatura, umidade relativa e didxido de nitrogénio. Ja as respostas indicadoras de
distdrbios oxidativos foram estimuladas pelas oscilacdes na temperatura e umidade do ar

e pelo aumento nas concentracdes do ozonio.
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Tabelalb. Sintese de variaveis ambientais preditivas a variacdo na atividade de catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e superoxido dismutase
(SOD) as concentragdes de acido ascorbico (AA), ascorbato oxidada (DHA), razéo acido
ascorbico (AA/AAtot), glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e razdo glutationa
(GSH/Gtotal), clorofila a (Clo-a), clorofila b (Clo-b), clorofila total (Clo-total) e razdo
clorofila (Clo a/b), carotenoides (CARO) e hidroperdxido dienos conjugados (HPDC) em
folhas de espécies pioneiras e nao pioneiras coletadas no periodo Umido. As variaveis
preditivas significativas foram indicadas pelo método regressdo multilinear stewise
backward ao conjunto de dados obtidos nos trés locais de amostragem. R? - coeficiente
de regressdo. Oz - de 0zénio; NO- - dioxido de nitrogénio; T- temperatura; UR - umidade
relativa; (+) Indica relacéo significativa e positiva com a variavel dependente. (-) Indica
relacdo significativa e negativa com a variavel dependente. N = 15

Espécies Pioneiras Espécies Nao Pioneiras

Variaveis ambientais R2 Variaveis ambientais R2
preditivas (p<0,05) preditivas (p<0,05)
APX = () UR; (-) NO, 0,60 CAT = () UR; (-) NO; 0,54
SOD = (-) UR; (-) NO, 0,80 GR=(-) T; (+) NO; 0,60
AA = (+) UR; (+) NO2 0,80 SOD = (-) UR; (-) NO; 0,90
AA/AAtot = (-) T° (+) UR; (-)O3 0,85 AA/AAtot = (+) T° (+) UR 0,70
DHA = (-) UR; (-) NO; 0,63 DHA = (+) T° (+) UR 0,70
GSH = (+) UR; (+) NO, 0,54 GSH = (+) T° (+) UR; (-) Os 0,90
Gtot = (+) UR; (+) NO2 0,70 Gtot = (+) T (+) UR; (-)Os. (+) NO2 0,92
GSSG = (+) UR 0,64 GSSG = (-) T; (+) NO2 0,83
GSH/Gtot = (+) NO; 0,51 GSH/Gtot = (+) T° 0,80
CLOa =(-)UR 0,90 PROT = (+) T° 0,62
CLOb=(-) UR 0,80 CLOa=(+)T% (+) UR 0,85
CLOf/total = (-) T° (-) UR 0,90 CLO b = (+) T (+) UR; (+)Os, (+) 0,91

NO>

CARO = (+) T% (-) UR 0,95 CARO = (+) T% (+) UR; (+)Os 0,53
HPDC = (+) T°; (+) UR 0,70 HPDC = (-) T°; (-) UR; (+)O3 0.84

Na estacdo seca (Tabela 16), as respostas antioxidantes e indicadoras de danos
oxidativos foram estimuladas predominantemente pela oscilagdo na temperatura e
umidade relativa do ar nas espécies de ambas as categorias sucessionais. No entanto, nas
espécies pioneiras os niveis de carotenoides foram reduzidos e os de hidroperdxido dienos

conjugados foram aumentados por acréscimos nos niveis de ozonio. Para as espécies nao
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pioneiras, neste mesmo periodo, apenas o teor de glutationa foi afetado pela combinacao
de efeitos do 0zonio, temperatura e umidadade relativa. O nivel de carotenoides nessas

especies foi afetado apenas por ozoénio.

Tabela 16 Sintese de variaveis ambientais preditivas a variacdo na atividade de catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e superdxido dismutase
(SOD) as concentragdes de acido ascorbico (AA), ascorbato oxidada (DHA), razéo acido
ascorbico (AA/AAtot), glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e razdo glutationa
(GSH/Gtotal), clorofila a (Clo-a), clorofila b (Clo-b), clorofila total (Clo-total) e razdo
clorofila (Clo a/b), carotenoides (CARO) e hidroperdxido dienos conjugados (HPDC) em
folhas de espécies pioneiras e nao pioneiras coletadas no periodo Umido. As variaveis
preditivas significativas foram indicadas pelo método regressdo multilinear stewise
backward ao conjunto de dados obtidos nos trés locais de amostragem. R? - coeficiente
de regressdo. Oz - de 0zbnio; NO- - dioxido de nitrogénio; T- temperatura; UR - umidade
relativa; (+) Indica relacdo significativa e positiva com a variavel dependente. (-) Indica
relacdo significativa e negativa com a variavel dependente. N = 15

Estacio Seca/ Pioneiras Estacdo Seca/ N&o Pioneiras
Variaveis R? Variaveis R?
(p<0,04) (p<0,04)
APX = (-) T° (-) UR 0,61 CAT=(+)T° 0,52
CAT=(-) T% () UR 0,42 SOD = (+) T° 0,50
AA= ()T () UR 0,50 DHA= (+) T° (+) UR 0,50
AA/AAtot = (-) T° 0,60 GSH=()T° 0,41
GSSG=()T° 0,61 Gtot=(-) T° 0,51
PROT = (-) T°; () UR 0,43 GSSG = (+) T°; (+) UR; (+)Os 0,60
CLOa=(+)T° 0,40 GSHI/Gtot = (+)Os 0,40
CLO/total = (+) T° 0,42 PROT =(-) T%; (-) UR 0,52
CLOa/b =(-) T% (-) UR 0,51 CLOa=()T° 0,40
CARO = (-) UR; (-)Os 0,70 CARO = (+)03 0,41

HPDC = (+)Os 0,41
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5. Discussao

As condicBes climaticas no ano experimental diferiram nas trés regides incluidas
neste estudo, conforme esperado para o Estado de S&o Paulo, de acordo com Rolim et al.
(2007) e Alvares et al. (2014). Esses autores comentam que a grande diversidade
climética no Estado é devido ao seu relevo acidentado, posicdo geografica e diferentes
influéncias de massas de ar. Essas caracteristicas condicionaram um clima mais chuvoso,
umido e fresco ao longo do ano todo na borda do planalto, onde se localiza o Parque
Municipal Nascentes de Paranapiacaba e periodos imidos e secos bem definidos, além
de mais quentes, na regido metropolitana de Campinas, onde se encontra a Mata de Santa
Genebra. CondicGes intermediarias foram observadas nas proximidades do Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga, localizado no sul da cidade de S&o Paulo, definindo um
gradiente climatico evidente entre as trés regides,

No entanto, de acordo com a CETESB (2015) no periodo de maio, julho e
setembro de 2015, que abrangeu a campanha de amostragem de folhas das espécies
arbéreas na estacdo seca, houve ocorréncias de chuvas superiores as médias
climatoldgicas esperadas. Esses dados explicam o alto valor de umidade encontrada nessa
estacdo seca. Ainda, nesse relatorio a CETESB destaca que a distribuicdo das chuvas foi
irregular nos meses do inverno (estagdo seca), ocorrendo também periodos sem chuva, o
que pode explicar os valores médios de umidade relativa abaixo da média climatolégica
nos meses de junho e agosto.

Dias excessivamente secos também levam a uma condi¢cdo meteoroldgica
favoravel a ocorréncia de inversfes térmicas, que dificultam a dispersdo dos poluentes
(CETESB 2015) explicando as concentragfes mais altas de NO2 nos trés locais de estudo
nos dias de coleta realizada no periodo seco. Por outro lado, os valores mais elevados de

Os, observados durante a estagdo Umida, podem ser explicados pelas condigdes
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meteoroldgicas mais favoraveis, como dias mais longos e quentes e também pela alta
incidéncia de radiacdo solar, a formacéo desse poluente ao longo do dia, assim como pela
presenca de seus precursores na atmosfera (didéxido de nitrogénio e compostos organicos
volateis) (Boian & Andrade 2012). Conforme a intensidade da radiacdo solar aumenta,
ocorre a fotdlise do NO2 com consequente aumento da concentragdo de Oz na atmosfera
(Tabela 3 e 4).

Vale destacar, ainda, que concentracdes mais elevadas de Oz foram observadas
em varios meses do periodo experimental nas proximidades da Mata de Santa Genebra,
em Campinas, e ndo na regiao urbana incluida no estudo (PEFI). Tal perfil ja foi descrito
por Boian & Andrade (2012), por meio de simulagdes fotoquimicas. As autoras
mostraram que as concentracdes mais altas de Os na regido de Campinas, no periodo da
simulacdo, foram associadas as emissdes locais e ao transporte de Oz e seus precursores
da Regido Metropolitana de Sdo Paulo, demonstrando a importancia das condicdes
meteoroldgicas e topograficas no transporte de poluentes das fontes locais para regies
distantes. O local urbano em nosso estudo, ao contrario, foi caracterizado por
concentrages mensais mais elevadas de NO2, que s&o tipicamente associadas a emissdes
veiculares.

As analises discriminantes mostraram que as espécies arboreas pioneiras presentes
nos remanescentes florestais do dominio Mata Atlantica apresentaram caracteristicas
bioquimicas similares entre si e distintas das caracteristicas das espécies nao pioneiras,
tanto nos periodos umidos como secos. Tais caracteristicas apontaram para a existéncia
de niveis de tolerancia ao estresse oxidativo distintos em ambas as categorias
sucessionais. Sendo assim, as caracteristicas bioquimicas analisadas, como varia¢des em
respostas antioxidantes (Tabela 5, 6 e 7) podem ser utilizadas como ferramentas para

auxiliar na classificagdo das categorias sucessionais, além das caracteristicas ecologicas,
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morfologicas e fisioldgicas, como numero e tamanho de sementes e tolerancia e
intolerancia a sombra, dentre outras citadas por Swane & Whitmore (1982). Em poucos
casos, a classificacdo a priori das espécies arboreas nas duas categorias sucessionais,
obtida nos estudos ecoldgicos de Guaratini et al. (2008), Tanus et al. (2012) e Lima et
al.(2011), foi contrariada pelas caracteristicas bioquimicas. Algumas espécies ndo
pioneiras amostradas no periodo umido, principalmente, foram reclassificadas como
pioneiras por suas caracteristicas bioquimicas. Favaretto et al. (2011) igualmente
observaram, em algumas espécies arbdreas nativas da Floresta Semidcidual Atlantica, um
desvio do padréo fisioldgico indicador de tolerancia a alta irradiancia, esperado para a
categoria sucessional a que pertenciam e concluiram que tal desvio estava associado a
adaptac0es espécie-especificas. Em nosso estudo, porém, esse desvio do padrdo esperado
pareceu ser momentaneo, visto que a reclassificacdo dessas espécies ndo pioneiras nao
foi necessaria no periodo seco, de acordo com a analise de funcdes discriminantes.

A hipotese de que as espécies pioneiras incluidas neste estudo apresentam maior
potencial de tolerancia ao estresse oxidativo que as espécies ndo pioneiras foram
igualmente confirmada por analises de funcéo discriminante, em ambos os periodos de
amostragem, corroborando resultados obtidos por Favaretto et al. (2011). Esses autores
demonstraram que as espécies arbdreas pioneiras da floresta semidecidual, na fase de
plantulas, sdo menos sensiveis a alta intensidade de luz solar do que as n&o pioneiras.
Além disso, as especies pioneiras, além de apresentarem altas taxas fotossintéticas,
acumulam mais biomassa e menos pigmentos do que em espécies sucessionais tardias
(Nogueira et al. 2004).

Entre as caracteristicas bioquimicas foliares que apontam para 0 maior potencial
de tolerancia ao estresse oxidativo (de acordo com varios autores, tais como Lima et al

2010, Bussotti, 2008 e Favaretto, 2011) das espécies pioneiras do que do de espécies ndo
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pioneiras incluidas neste estudo, destacam-se: maior conteudo de &cido ascorbico
reduzido e total, menor contetido de glutationa reduzida, maior potencial redox de acido
ascorbico e glutationa (indicado pelas razdes AA/AAtotal e GSH/Gtotal respectivamente)
e menor atividade das enzimas antioxidantes. J& as espécies ndo pioneiras se distinguiram
das pioneiras pelas concentracdes mais altas de hidroperoxido dienos conjugados (um
indicador de peroxidacéo lipidica em membranas celulares).

As espécies ndo pioneiras, nos dois periodos de amostragem, também
apresentaram baixo teor de pigmentos, caracteristica que também indica maior
sensibilidade as variacdes do ambiente, tanto meteoroldgicas como de qualidade do ar
(Robinson & Sicher 2004, Favaretto et al. 2011).

O conjunto de resultados obtidos comprovou também que as respostas
antioxidantes e indicadoras de danos oxidativos em ambos os grupos funcionais foram
distintas nos periodos umidos e secos em funcdo das condi¢cdes ambientais intrinsecas a
cada periodo, como também demonstraram Aguiar et al. (2016) nas arvores nativas de
fragmentos de Floresta Semideciual Atlantica localizados na regido metropolitana de
Campinas. As defesas antioxidantes nessas espécies pareceram ser alteradas em resposta
ao estresse fotoxidativo durante a estacdo umida, estimulado por condicBes climaticas
mais favoraveis a fotossintese e ao crescimento das arvores. Por outro lado, as condi¢es
ambientais durante os periodos secos foram estressantes as arvores, induzindo a quebra
do equilibrio oxidante/antioxidante e aumento de danos oxidativos.

Observou-se, por exemplo, maior atividade de superoxido dismutase em especies
pioneiras no periodo umido, caracterizado por altas intensidade de radiagdo solar,
temperatura e niveis atmosférico de Os. O aumento da atividade da SOD em espécies
pioneiras sob condicédo de alta irradiacdo também foi visto por Favaretto et al. (2011). O

aumento na atividade dessa enzima também foi observado por Bernardi et al. (2004) e
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Esposito et al. (2009) em plantas sob altas concentracGes de Os. Ueda et al. (2013)
verificaram que as isoformas de SOD reagem diferentemente de acordo com sua
localizagdo na célula, em plantas expostas a dose aguda de Os.

Ainda no periodo Umido (Tabela 11), encontramos altos valores de glutationa
redutase nas plantas ndo pioneiras. Esta enzima ndo age diretamente na remocéao de
ERO, porem é responsavel pela regeneracéo da glutationa oxidada a sua forma reduzida
(GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), mantendo
o ciclo metabdlico da glutationa (Junior et al. 2001, Gill & Tuteja 2010). Contudo, a razéo
GSH/GSHitotal nas espécies pioneiras aumentaram no periodo imido em todos os locais,
devido principalmente ao aumento de GSH nesse periodo, indicando a maior atividade de
defesa das espécies no periodo Umido, ao contrario das espécies ndo pioneiras que
apresentaram baixa razdo. No metabolismo antioxidante do ciclo ascorbato-glutationa,
baixos valores de GSH estdo associados a altos niveis de AA (Soares & Machado 2007),
uma vez que a enzima responsavel pela reducdo do DHA em AA e a mesma que reduz
GSH e GSSG. Assim, a manutencao dos niveis de AA nas plantas deste estudo pode ter
diminuido a producdo de GSH nas espécies ndo pioneiras do PEFI no periodo imido. O
mesmo pode ser observado no periodo seco, para as espécies de MSG. (Tabela 12).

Os resultados das analises de funcdo discriminante, corroborados pelos oriundos
das andlises de componentes principais apontaram, ainda, que as caracteristicas
bioquimicas das espécies de ambos os grupos funcionais variaram espacialmente em
fungdo de efeitos combinados de fatores de estresse ambiental, de origens natural e
antropica. As arvores pioneiras e nao pioneiras amostradas no Parque de Paranapiacaba,
conforme ilustram as Figuras 11 a 12, pareceram estar sob menor nivel de estresse
oxidativo do que aquelas coletadas em fragmentos de Mata Atlantica proximos a fontes

antropicas de perturbacdo, como a intensa urbanizagédo na grande Sao Paulo.
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Finalmente, os modelos de regressdo, que foram altamente explicativos para
muitas variaveis, indicaram que as respostas bioquimicas das arvores pertencentes a
ambos os grupos funcionais seguiram gradientes lineares nas condi¢fes climaticas e de
concentracdo de e poluentes gasosos oxidativos estabelecidos entre os locais de estudo.
O efeito combinado de fontes naturais e antrépicas indutoras de estresse oxidativo as
arvores pioneiras e ndo pioneiras foi mais evidente no periodo umido, em oposi¢cdo aos
resultados obtidos por Aguiar et al. (2016), que encontraram tais relac6es principalmente
no periodo seco, em arvores de trés espécies da Floresta Semidecidual Atlantica, na regido

metropolitana de Campinas.
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6. Conclusoes

Os resultados, em seu conjunto, permitiram confirmar as hipoteses e cumprir 0s
objetivos propostos para este estudo.

As espécies arboreas pioneiras presentes nos remanescentes florestais do dominio
Mata Atlantica apresentaram, em geral, caracteristicas bioguimicas similares entre si e
distintas das caracteristicas das espécies ndo pioneiras, tanto nos periodos tmidos como
secos. Tais caracteristicas apontaram para a existéncia de niveis de tolerancia ao estresse
oxidativo distintos em ambas as categorias sucessionais.

As espécies arboreas pioneiras mostraram um maior potencial redox (indicado
pelas razbes mais altas de AA/AAtotal e GSH/Gtotal e menores danos oxidativos em
nivel celular), que as espécies arboreas ndo pioneiras em ambas estacoes.

As respostas antioxidantes e indicadoras de danos oxidativos em ambos 0s grupos
funcionais foram distintas nos periodos umidos e secos, em funcdo das condicdes
ambientais intrinsecas a cada periodo.

As caracteristicas bioquimicas das espécies de ambos os grupos funcionais
variaram espacialmente em funcdo de efeitos combinados de fatores de estresse
ambiental, de origens natural e antropica. Em Paranapiacaba, as espécies arboreas
pioneiras e ndo pioneiras mostraram ser menos suscetiveis ao estresse oxidativo quando
comparadas as espécies dos demais locais.

Finalmente, as respostas bioquimicas das arvores pertencentes a ambos 0s grupos
funcionais seguiram gradientes lineares nas condigGes climaticas e de concentragdo de e
poluentes gasosos oxidativos estabelecidos entre os locais de estudo. O efeito combinado
de fontes naturais e antrépicas indutoras de estresse oxidativo as arvores pioneiras e ndo

pioneiras foi mais evidente no periodo imido.
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