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RESUMO

Nas ultimas décadas, 6xidos de nitrogénio, Oxidos de enxofre, ozbnio e materiais
particulados contendo elementos e compostos toxicos tém contaminado a atmosfera da
Regido Metropolitana de Campinas (RMC), como resultado do crescente uso e ocupacao
da terra pelo homem na regido. Uma vez absorvidos pelas plantas, tais poluentes podem
formar espécies reativas de oxigénio com alto poder oxidativo, que danificam estruturas
celulares e causam disturbios fisioldgicos e bioquimicos em plantas. Em resposta, estas
podem elevar a concentracdo de compostos antioxidantes, incluindo carboidratos e
compostos fenolicos. Assim, o objetivo geral do presente estudo foi contribuir para ampliar
0 conhecimento do potencial de tolerdncia de espécies arboreas nativas da Floresta
Estacional Semidecidual na RMC a poluicdo atmosférica, ao verificar se ocorrem
mudancas sazonais nos conteudos de carboidratos e de compostos fenolicos e se variacdes
horarias nos niveis de carboidratos e em parametros da fotossintese nessas espécies, ao
longo do dia, estéo estreitamente relacionadas, de modo a refletir apenas as oscilagdes em
variaveis microclimaticas. Duas etapas experimentais foram conduzidas. Na primeira, foi
feita a caracterizacdo sazonal, nas estacdes secas e Umidas de 2012 e 2013, da composi¢ao
e niveis de carboidratos e compostos fendlicos em arvores de Croton floribundus Spreng.,
Astronium graveolens Jacg.e Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr em trés fragmentos
florestais na RMC. Na segunda etapa, realizada nos periodos seco e umido de 2014, foi
caracterizado o andamento diario nos niveis de carboidratos, em paralelo a medidas de
parametros da fotossintese, em arvores de C. floribundus e A. graveolens. Os resultados da
primeira etapa experimental, em seu conjunto, permitiram concluir que a andlise da
ocorréncia e das concentracGes de metabolitos primarios e secundarios contribuiu para o
estabelecimento do nivel de tolerancia das espécies arboreas, frente a variagdes sazonais
nas condicOes climaticas e nos niveis de poluentes. Carboidratos (principalmente amido) e
compostos fendlicos (principalmente flavonoides) foram marcadores adequados do
aumento de tolerancia aos estresses ambientais em folhas de C. floribundus e A. graveolens
respectivamente. P. gonoacantha pareceu ser a espécie arbdrea mais vulneravel aos
estresses ambientais. Os niveis de compostos analisados variaram sazonalmente; as arvores
amostradas nos periodos umidos tenderam a apresentar altos niveis de compostos
secundarios e carboidratos sollveis totais e as amostradas no periodo seco altas
concentracdes de flavonoides. O aumento nos niveis de radiacdo solar, umidade relativa,

temperatura do ar e na concentragdo dos poluentes mencionados anteriormente afetaram



somente as concentracOes de carboidratos solUveis totais, amido e flavonoides, em ambos
o0s periodos de amostragem. Os resultados da segunda etapa experimental demonstraram
que houve queda na condutancia e assimilacdo liquida de carbono ao longo do dia em
arvores de A. graveolens e C. floribundus. Ainda, a associacdo ao longo do dia entre
producdo de carboidratos solUveis e as trocas gasosas foi modulada por oscilagbes horarias
em variaveis microcliméticas e nos niveis de poluentes atmosféricos somente em arvores

de A. graveolens.

Palavras-chave: Estresses ambientais, poluicdo atmosférica, clima sazonal, Floresta

Semidecidual Atlantica, carboidratos, compostos fendlicos.



ABSTRACT

In recent decades, nitrogen oxides, sulfur oxides, ozone and particulate material
containing toxic compounds have contaminated the atmosphere at the Metropolitan
Region of Campinas (MRC), as a result of the increasing land use and occupation by
man in the region. Once absorbed by plants, such pollutants can increase the cellular
levels of reactive oxygen species, which are highly toxic and may induce oxidative
damage in cell structures and cause physiological and biochemical disorders in plants.
In response, the plants may increase the concentration of antioxidant compounds,
including carbohydrates and phenolic compounds. Thus, the general objective of this
study was to contribute to enlarge the knowledge on the potential tolerance of native
tree species from the Semideciduous Atlantic Forest in MRC to air pollution, by
determining whether seasonal changes are detectable in the contents of carbohydrates
and phenolic compounds and whether hourly variations in the levels of carbohydrates
and photosynthesis in these species, throughout the day, are closely related, thus
reflecting only fluctuations in climatic variables. Two experimental steps were
conducted. In the first, the seasonal composition and levels of carbohydrates and
phenolic compounds in leaves of Croton floribundus Spreng, Astronium graveolens
Jacq and Piptadenia gonoacantha (Mart) Macbr sampled in three forest fragments were
characterized during dry and wet seasons in 2012 and 2013. The daily profile in the
levels of carbohydrates and in photosynthetic parameters in trees of C. floribundus and
A. graveolens were measured during the second experimental step conducted during dry
and wet periods in 2014. The results of the first experimental step, as a whole, permitted
to conclude that the analysis of primary and secondary metabolites contributed to
establish the tolerance level of tree species to seasonal variations in climatic conditions
and pollutant levels. Carbohydrates (mainly starch) and phenolic compounds (mainly
flavonoids) were appropriate markers of increased tolerance against environmental
stresses in leaves of C. floribundus and A. graveolens, respectively. P. gonoacantha
seemed to be the most vulnerable tree species to environmental stresses. The levels of
the metabolites analyzed varied seasonally; the trees sampled in wet periods tended to
present high levels of secondary metabolites and total soluble carbohydrates and those
sampled in the dry period tended to accumulate only flavonoids.



The increase in levels of solar radiation, relative humidity, air temperature and pollutant
concentrations affected only the concentrations of total soluble carbohydrates, starch
and flavonoids, in both sampling periods. The results of the second experimental step
showed that there is a drop in conductance and liquid carbon assimilation during the day
trees in A. graveolens and C. floribundus. Still, that the association between production
of soluble carbohydrates and gas exchange throughout the day was modulated by hourly
fluctuations in climatic variables and air pollutant levels only in trees of A. graveolens.

Keywords: Environmental stresses, air pollution, seasonal climate, Semideciduous

Atlantic Forest, carbohydrates, phenolic compounds.



1. INTRODUCAO

1.1 Mata Atlantica e as perturbagdes antrdpicas

As florestas estdo entre 0s ecossistemas tropicais mais importantes, devido ao seu
papel no ciclo global do carbono e na preservacdo de pools genéticos (Favaretto et al,
2011). Os ecossistemas florestais do Brasil, como é o caso da Mata Atlantica, sdo diversos
e complexos, por ocuparem extensa area fisica e, consequentemente, estarem expostos a
uma diversidade de climas e de solos (Leitdo-Filho, 1987).

O Dominio da Mata Atlantica é composto por um mosaico complexo de vegetacao
com diferentes fisionomias, que abriga uma parcela significativa da diversidade bioldgica
do Brasil e do mundo. Os altos niveis de riqueza e endemismo, associados a destruicdo
sofrida no passado, incluiram a Floresta Atlantica no cenario mundial como um dos 34
hotspots de biodiversidade (Mittermeier et al., 2004). Este esta distribuido ao longo da
costa atlantica do pais além de atingir areas da Argentina e do Paraguai nas regides sudeste
e sul. De acordo com o Mapa da Area de Aplicacio da Lei n° 11.428, de 2006 e Decreto n°
6.660, de 21 de novembro de 2008, publicado no Diario Oficial da Unido de 24 de
novembro de 2008 (IBGE, 2008), a Mata Atlantica abrangia originalmente 1.315.460 km?
do territorio brasileiro. Seus limites originais contemplavam &reas em 17 Estados (Piaui
Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Alagoas, Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Goiés, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul), o que correspondia a aproximadamente 15% do territorio
brasileiro (Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2008).

No entanto, a expansdo da ocupacdo humana ao longo da costa brasileira, de forma
intensa e desordenada, resultou em reducdo significativa da area coberta pela Mata
Atlantica e de sua biodiversidade (Domingos et al., 2003; Emberson et al., 2001; Freitas et
al., 2010; Groeneveld et al., 2009; Lira et al., 2012; Ribeiro et al., 2009). Tal ocupacdo é
justificada pelos inumeros beneficios diretos e indiretos proporcionados pela Mata
Atlantica a populagdo humana, tais como a protecdo dos mananciais hidricos, que
abastecem as principais metropoles e cidades brasileiras, controle do clima e garantia de
qualidade de vida e bem-estar (RMA, 2006). Acrescenta-se que o0 alto grau de interferéncia
na Mata Atlantica é conhecido desde a época da colonizagdo europeia, com a intensa

exploracdo do pau-brasil (Santos, 2008).



Os numeros do que resta atualmente da area coberta pelo Dominio da Mata
Atlantica variam de acordo com a fonte e a metodologia utilizada para estima-los
(Galindoleal e Camara, 2005; Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2008; INPE, 2008). Dados
mais atuais indicam que restam aproximadamente 11% da vegetacdo original, distribuida
em fragmentos florestais de tamanho reduzido (Ribeiro et al., 2009).

Estima-se que o Estado de S&o Paulo originalmente possuia cerca de 80%
(20.450.000 ha) de seu territorio coberto pelas distintas formacoes florestais associadas ao
Dominio da Mata Atlantica (RMBA, 1997), entre as quais a Floresta Estacional
Semidecidual.

A Floresta Estacional Semidecidual, que ocorre no interior do estado de Séo Paulo,
é caracterizada pela sazonalidade climética (periodos secos e Umidos bem definidos), que
determina a perda foliar (20 a 50% de deciduidade) em individuos arbéreos dominantes,
em resposta a deficiéncia hidrica ou queda de temperatura nos meses mais frios e secos
(Veloso et al., 1991). Hoje em dia, tais florestas representam menos de 5% de sua
cobertura original no Estado e ocorrem de forma descontinuaem fragmentos devérios
tamanhos, devido a forte pressdo antropica. Alguns fragmentos estdo protegidos em
unidades de conservacdo ou dentro de propriedades privadas (Vianna et al., 1994 apud
Toniato e Oliveira-Filho, 2004; Nalon, 2008).

Além da intensa fragmentacdo, a Floresta Estacional Semidecidual no interior de
Sdo Paulo estd exposta a poluentes emitidos para a atmosfera por uma diversidade de
fontes antrdpicas, como veiculos e industrias petroquimicas, quimicas e agricolas. Ainda,
esses fragmentos florestais estdo circundados por areas extensas voltadas a agricultura, que
é também uma possivel fonte de poluicdo atmosférica (Moura, 2013).

Segundo a resolucdo do CONAMA (1990), define-se poluente atmosférico como
“qualquer forma de matéria ou energia com intensidade ¢ em quantidade, concentracéo,
tempo ou caracteristicas em desacordo com 0s niveis estabelecidos, e que tornem ou
possam tornar o ar improprio, nocivo ou ofensivo a saude, inconveniente ao bem-estar
publico, danoso aos materiais, a fauna e a flora ou prejudicial a seguranca”.

Os poluentes atmosféricos sdo classificados, de acordo com sua origem, como
primarios e secundarios. Os poluentes primarios sdo aqueles emitidos diretamente das
fontes de poluicdo. Na atmosfera, os poluentes primarios podem reagir entre si ou com 0s
constituintes naturais da atmosfera e dar origem a poluentes secundarios (Domingos et al,
2002, Cetesb, 2014).



A composicdo especifica da poluicdo atmosférica é variavel nos diferentes locais
devido a variagOes na geografia, clima e fontes de emisséo (Brook et al, 2003). Entre os
principais poluentes primarios presentes na atmosfera de centros urbanos e industriais,
estdo o monoxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogénio (NOx), hidrocarbonetos (HC),
oxidos de enxofre (SOx) e materiais particulados com composi¢do variada, incluindo
nitrato, sulfato e metais pesados (Cetesb, 2014).

Entre os poluentes secundarios, destaca-se 0 0zonio troposférico (Os). Esse poluente
é formado a partir de reacfes fotoquimicasentre o oxigénio e os oxidosde nitrogénio (NO e
NOz) e compostos organicos volateis (Krupa e Manning, 1998). O Oz também esta presente
na estratosfera, onde é benéfico aos seres vivos, por atuar como um filtro absorvendo a
radiacdo ultravioleta que chega a Terra (Krupa et al., 2001). Porém, o Os troposférico esta
entre 0s poluentes mais toxicos aos seres vivos, devido ao seu alto poder oxidante.

Em grandes centros urbanos, como a Regido Metropolitana de Sdo Paulo e a Regido
Metropolitana de Campinas, o Os ultrapassa com frequéncia o padréo de qualidade do ar,
colocando em risco ndo somente a populacdo como também a flora e a fauna locais
(Cetesb, 2014).

As concentracdes dos poluentes na atmosfera ndo sdo determinadas apenas pela
quantidade emitida ou formada. Os poluentes priméarios, depois de emitidos para a
atmosfera, passam por um complexo processo de transporte, mistura e transformagéo
quimica, que irdo determinar suas concentracdes na atmosfera. Basicamente, o nivel de
concentracdo de poluentes na atmosfera depende das condi¢bes de emissao e das condicdes
meteoroldgicas, podendo alguns poluentes ser transportados a grandes distancias antes de
atingirem o nivel do solo (Elsom, 1989). Desta forma, os poluentes atmosféricos podem
afetar ndo somente a qualidade do ar nos locais de emissdo, mas também produzir efeitos
gue se manifestam a grandes distancias e em longo prazo (Klumpp et al., 1996). Wang e
colaboradores (2007), por exemplo, encontraram maiores concentracdes de Oz em areas
rurais do que em areas urbanas e suburbanas da China, devido ao seu transporte em longa
distancia ou de seus precursores.

Durante os meses de inverno em S&o Paulo, quando as condi¢Bes meteorologicas
sdo mais desfavoraveis a dispersdo dos poluentes, as concentra¢cbes de monoxido de
carbono, material particulado e dioxido de enxofre sdo mais altas, j& na primavera e verao,

a maior intensidade de luz solar favorece a produgédo de ozonio (Cetesb, 2014).



1.2 Poluicdo atmosférica e seus efeitos adversos em Plantas

O primeiro contato entre o poluente e as plantas ocorre nas folhas. Os poluentes
gasosos entram nas plantas principalmente via estdbmatos durante as trocas gasosas. Os
constituintes toxicos do material particulado, como os ions metalicos, podem reagir com a
cuticula ou ser absorvidos pelas raizes apds sua deposicao no solo (Streit e Stumm, 1993;
Wagner, 1993).

Uma vez absorvidos pelas plantas e ao atingirem os espacgos intercelulares, 0s
poluentes atmosféricos reagem com a agua, constituintes celulares, componentes da parede
celular, membranas e fluidos presentes no apoplasto, e formam as espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Klumpp et al., 2001; Baier et al., 2005, Agrawal, 2008).

Entretanto, vale ressaltar que as EROs sdo naturalmente produzidas como
subprodutos de varias vias metabdlicas, como a respiracdo e a fotossintese, através de
reacOes redox e durante a reducdo incompleta do oxigénio ou oxidacdo da agua pela cadeia
transportadora de elétrons no cloroplasto ou na mitocdndria, podendo se apresentarem
como radicais livres ou na forma molecular de um néo radical (Noctor e Foyer, 1998; Apel
e Hirt, 2004; Kovalchuk, 2010). Além disso, em plantas vasculares, estas EROs podem ser
mensageiras secundarias em muitos processos associados com o crescimento e
desenvolvimento da planta (Hong-Bo et al.,2008).

Entre as EROs, encontram-se o oxigénio singleto (‘O.), que apds sua formacéo
acaba estimulando a producdo das outras espécies como o radical peridroxil (OzH.), o
peroxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxila (OH') e o0 anion superéxido (O2"). Estas
moléculas, especialmente 0 OH', sdo muito reativas, afetando lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (Bray et al., 2000).

As membranas celulares sdo os alvos primarios das EROs, resultando na
peroxidacdo lipidica, que além de prejudicar a permeabilidade da membrana, inicia uma
série de reacdes intermediarias que produzem novas espécies reativas de oxigénio, as quais
também reagem com as biomoléculas (Muggli, 1993; Sharma e Davis, 1997; Iriti e Faoro,
2008). Em consequéncia, processos bioquimicos como a fotossintese e a respiragdo sao
afetados.

Todos os organismos fotossintetizantes contém um ou mais pigmentos capazes de
absorver a radiacdo visivel, que iniciara as reacdes fotoquimicas da fotossintese. Em

plantas superiores, 0s principais pigmentos sdo as clorofilas a, b e os carotenoides (Taiz e



Zeiger, 2006). A clorofila € uma molécula com a propriedade de fluorescéncia porque
possui elétrons que podem receber energia da luz (fétons). Quando recebem fétons, os
elétrons passam a ocupar um orbital mais externo (de maior energia). No momento
seguinte, o elétron sera novamente atraido pelo ndcleo do atomo. Mas para voltar ao seu
orbital original, precisara liberar a energia recebida. E nesse momento que ocorre a
fluorescéncia; o elétron libera a energia recebida, emitindo luz e calor. Porém, este
processo poderd ser interrompido pelo aumento dos niveis de EROs induzido por
estressores ambientais (radiacdo, umidade relativa e temperatura do ar, poluicdo
atmosférica) (Costa, et al., 2003; Baker e Rosenqvist, 2004; Neufeld, 2012), causando a
inibicdo da transferéncia da energia emitida pela clorofila (Atkins e Paula, 2006). Essa fase
da fotossintese, assim, é bastante suscetivel & acdo do estresse oxidativo induzido por
poluentes atmosféricos sobre as plantas.

O processo da fotossintese pode ser afetado, também, pelo estresse oxidativo em
consequéncia de alteragdes no estado funcional das membranas dos tilactides dos
cloroplastos, provocando mudangas nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia, que
podem ser quantificadas nas folhas (Ribeiro et al, 2003; Baker e Rosenqvst, 2004).

Outro efeito que a poluicdo poderd causar na fotossintese é sobre a assimilacédo
liquida de carbono, podendo esta ser reduzida, em resposta a alteracfes no transporte de
elétrons, redugdo da atividade da enzima Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase
(Rubisco), reducdo da condutancia estomatica, que diminui a taxa de difusdo de CO; e
mesmo degradacdo de clorofilas. A reducdo da condutancia estomatica podera resultar
também em diminuicdo na quantidade e na translocacdo de fotossintatos nas folhas através
do floema. Depois de sintetizados nas folhas, os carboidratos simples sdo geralmente
transportados para os drenos, ou seja, para outros érgdos como raizes, tubérculos e frutos
(Fiscus et al., 2005; Grulke et al., 2007; Seyyednejad et al., 2011). Tais alteracdes no
processo fotossintético poderdo resultar em mudancas na particio de carbono e na
producdo de metabdlitos priméarios e secundarios (ver detalhes no item a seguir) que,
finalmente, influenciardo nas caracteristicas de crescimento e desenvolvimento da planta
(Igbal et al.,1996; Grantz e Yang, 2000). Os efeitos dos poluentes podem se projetar para o
nivel de populacdes e da comunidade vegetal, afetando o ecossistema como um todo
(Percy e Ferreti, 2004).

Tal fato tem bastante relevancia para ecossistemas naturais muito fragmentados,
como no caso da Floresta Estacional Semidecidual da Regido Metropolitana de Campinas.

No entanto, vale destacar que os efeitos deletérios das EROs sobre processos vitais nas
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plantas somente ocorrerdo a partir do momento em que o equilibrio pré-oxidante-
antioxidante for rompido nas celulas vegetais (Halliwell e Gutteridge, 2007). Contra esse
efeito das EROs, as plantas possuem um sistema de defesa antioxidativo constituido por
compostos enzimaticos (ex: superoxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase, ascorbato
peroxidase, glutationa redutase) e ndo enzimaticos (ex: acido ascorbico, glutationa e
carotendides) (Long e Naidu, 2003). Neste ltimo caso, também se destaca o papel protetor
de compostos fendlicos e dos carboidratos (Ma et al., 2011), como sera detalhado no item a
seguir, que podem atuar como sequestradores diretos de EROs, ou como sinalizadores dos

mesmos para outras vias antioxidativas (Bors et al., 1989; Peshev e Van Den Ende, 2012).

1.3 Poluicdo atmosférica e seus efeitos adversos sobre os metabolismos

primario e secundario de plantas

Resumidamente para que haja a fotossintese, os pigmentos fotossintetizantes
presentes nos cloroplastos, distribuidos no complexo antena, deverdo absorver os fotons,
transferindo a energia de excita¢do para os centros de reacdo dos fotossistemas | e 1. No
fotossistema I, ocorrerd a oxidacao de moléculas de agua, com a producédo de oxigénio e a
doacdo de um elétron para a cadeia transportadora de elétrons. Os prétons produzidos pela
oxidacdo da &gua no lumen dos tilacdides geram um gradiente eletroquimico através da
membrana do tilacdide, tornando-se uma forca motora para a fosforilacdo de ADP em
ATP. No fotossistema I, ocorrera a reducdo de NADP* em NADPH. O processo de
fixacdo de carbono na fotossintese se da através da carboxilacdo da ribulose-1,5-bifosfato
(RuBP) pela enzima Rubisco, formando duas moléculas de 3-fosfoglicerato, que seré
reduzido a triose-fosfato (Taiz e Zeiger, 2006).

O armazenamento do carbono que foi assimilado na fotossintese se da através da
sintese de carboidratos, ou seja, enquanto a maior parte da triose-fosfato produzida no ciclo
de Calvin serd utilizada para regenerar a RuBP, a outra parte sera direcionada para a
producdo de sacarose e amido (Lambers, 2006).

Desta forma, as triose-fosfatos serdo exportadas ao citosol para a sintese de sacarose
gue é composta por uma molécula de frutose e de glicose e exerce um papel central nas
plantas superiores, como transporte, armazenamento e sinalizador molecular, para
posteriormente ser alocada para outros Orgdos das plantas, como raizes e frutos. Outra
parte das triose-fosfatos ficara retida nos cloroplastos para a sintese de amido via frutose-

1,6-bifosfato, que atua como carboidrato de reserva, visto que podera ser hidrolisado
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durante a noite para gerar substratos a serem utilizados para a sintese de sacarose e garantir
assim o fluxo de fotossintatos (Huber e Huber, 1996; Smith e Stitt, 2007).

Entretanto, sabe-se que as plantas possuem outras rotas metabolicas importantes
para a sintese de outros compostos. Neste contexto podemos citar a via das pentoses
fosfatos e via glicolitica, que atuam na oxidacdo de carboidratos, produzindo outras
moléculas que serdo utilizadas em outras vias metabolicas, para a producdo de compostos
do metabolismo secundério, por exemplo (Lehninger et al., 2004).

Em sintese, 0 metabolismo vegetal pode ser dividido em primario e secundario.
Entende-se por metabolismo primario o processo de producdo de compostos essenciais
para a sobrevivéncia e bem-estar do organismo, tais como os &acidos carboxilicos do ciclo
de Krebs, aminoécidos, lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, com ampla
distribuicdo no reino vegetal (Simbes et al.,, 2004). J& o metabolismo secundario
compreende uma grande diversidade de compostos organicos que parecem nao ter funcao
direta no seu crescimento e desenvolvimento, e que também sdo conhecidos como
produtos secundarios ou produtos naturais. Ainda, estes metabolitos secundarios diferem
dos metabolitos primarios por apresentarem distribuicdo restrita no reino vegetal (Taiz e
Zeiger, 2006).

Dentre os compostos do metabolismo secundario, encontram-se 0S cOmpostos
fendlicos que séo caracterizados por um anel aromético ligado a hidroxila, e constituem um
grupo heterogéneo de compostos quimicos, tais como os flavonodides, antocianidinas e 0s
taninos. A sintese dessas substancias é realizada por duas rotas metabdlicas, a via do &cido
chiquimico e a do acido mal6nico. O acido chiquimico transforma os carboidratos simples
derivados da glicolise e da via das pentoses em aminoécidos aromaticos (Hermanne
Weaver, 1999).

A maior classe de fendlicos é a dos flavonoides, englobando mais de 10.000
compostos. Os flavonoides apresentam uma estrutura basica de 15 atomos de carbono
organizados em dois anéis aromaticos, cada um contendo 6 carbonos, interligados por anel
heterociclico composto por trés atomos de carbono (Vermerris e Nicholson, 2006; Furlan
et al, 2010; Wang et al., 2011). Os diferentes grupos de flavonoides variam conforme o
grau de oxidacdo do anel heterociclico (Wang et al., 2011). Os principais grupos de
flavonoides sdo representados pelas chalconas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, di-
hidroflavondis, antocianidinas, flavonois e flavanas (Treutter, 2006; Dewick, 2009).

Assim, visto que a sintese dos compostos secundarios esta relacionada com a sintese

de metabolitos primarios, alguns trabalhos cientificos tém demonstrado que a agdo da



poluicdo aérea nos teores de agucares e aminoacidos afetam, por consequéncia, a producao
de alguns compostos fendlicos, podendo alterar a capacidade de defesa das plantas
(Pasqualini et al., 2003; Tripathi e Gautam, 2006; Furlan, 1998).

De forma a se adaptarem contra os diversos estresses ambientais, as plantas podem
acumular aminoacidos livres, poliois e carboidratos. Tais compostos compartilham como
caracteristica comum, a propriedade de permanecerem estaveis em pH neutro e serem
altamente sollveis em &gua (Chaves et al., 2009). Dentre as fun¢des atribuidas ao acimulo
de carboidratos como o amido e os frutanos, destacam-se 0 ajustamento osmotico para
manutencdo da turgescéncia, a estabilizacdo das estruturas das membranas contra efeitos
nocivos causados por EROs, a formacdo do estado vitreo celular e o fornecimento de
esqueletos carbonicos proporcionando fonte de energia e ainda agirem como sinalizadores
para o sistema antioxidante das plantas (Farrant et al., 2007; Farrant et al., 2009;
Pasqualetti et al., 2015).

Baixas concentragdes de acglcares sollveis em agua e elevado contetido de amido
sdo alteracGes metabolicas ja verificadas em plantas expostas a poluentes oxidativos, como
0 ozbnio, que podem ser atribuidas ao aumento da respiracdo ou inibicdo da fotossintese
(Seyyednejad et al., 2011; Huttunen e Manninen, 2013; Kurto et al., 2014). Também
podem resultar da inibicdo da alocacdo de carbono para as raizes (Skarby et al., 1998;
Thomas et al.; 2002).

Os metabolitos secundarios também possuem acdo protetora natural em relacdo a
estresses abioticos, como aqueles associados com mudancas de temperatura, contetdo de
agua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes minerais (Bieski et al,
2004; Gobbo-Neto et al, 2007; Kliebenstein, 2012). Além da acdo dos sistemas
antioxidantes mencionados no item anterior, as plantas contam com atuacdo de substancias
antioxidantes provenientes do metabolismo secundario, tais como compostos fenolicos e
terpénicos, para minimizar os danos causados pelo aumento da formacdo de EROs em
plantas expostas a poluentes oxidativos. Os flavonoides também auxiliam na protecdo
contra os raios ultravioleta que incidem principalmente sobre as folhas (Taiz e Zeiger,
2006; Simdes et al., 2010; Agati et al., 2012; Agati et al., 2013).

E preciso destacar, ainda, que as mencionadas alteragdes nos metabolismos
primario e secundario de plantas em seu ambiente natural, quer indicadoras de danos
fisiologicos ou de aumento de tolerancia ao estresse oxidativo, podem ocorrer também em

resposta ao estresse imposto por oscilagdes climéaticas locais, como extremos de



temperatura, déficit hidrico e excesso de radiacdo solar (Tausz et al., 1998, Tausz et al.,
2007).

Desse modo, o planejamento de um estudo a ser conduzido no ambiente natural,
que vise a inferir sobre efeitos de poluentes aereos nas plantas, com base na analise dos
mencionados marcadores metabolicos, deve ser cercado de cuidados, como a inclusdo de
monitoramento dos poluentes atmosféricos e de variaveis climaticas durante a amostragem.
A proposicdo de experimentos complementares que permitam caracterizar a associagéo
entre as respostas vegetais e as oscilagdes microclimaticas na regido de estudo também é
necessaria.

O presente estudo foi elaborado com base na contextualizagdo tedrica apresentada
anteriormente, partindo do principio de que a analise de metabolitos primarios e
secundarios em folhas de espécies arbdreas nativas de fragmentos de Floresta Estacional
Semidecidual, na regido metropolitana de Campinas, pode contribuir para o
estabelecimento de seu potencial de tolerancia ao estresse oxidativo teoricamente imposto
pela marcada sazonalidade climatica e por poluentes atmosféricos emitidos por uma
diversidade de fontes antropicas existentes na regido, como veiculos e induastrias

petroquimicas, quimicas e agricolas.



2. OBJETIVOS GERAIS E HIPOTESES

O presente estudo teve como objetivos gerais:

1. Avaliar se ocorrem mudancas espaciais e sazonais na composi¢cdo e nos niveis de
compostos dos metabolismos primério e secundario (carboidratos e compostos
fendlicos respectivamente) em trés espécies arbdreas presentes em fragmentos de
Floresta Estacional Semidecidual, na Regido Metropolitana de Campinas.

2. Avaliar se as variacbes horarias nos niveis de carboidratos sollveis e em
parametros da fotossintese nessas espécies, ao longo de um dia, estdo estreitamente
relacionadas, de modo a refletir apenas as oscilagbes em varidveis microclimaticas
na regido de estudo.

3. Identificar quais fatores de estresse ambiental, entre o0s naturais (variaveis
climéticas) e antropicos (poluentes atmosféricos), poderiam induzir as mudancas
sazonais e ao longo de um Unico dia nos niveis de compostos dos metabolismos
primario e secundario analisados nas espécies arbdreas presentes em fragmentos de

Floresta Estacional Semidecidual.

Tendo em vista a base conceitual apresentada, assumimos a hip6tese de que a composicao

e niveis de compostos dos metabolismos primario e secundario analisados:

1) Variam entre as espécies escolhidas para o estudo, uma vez que as mesmas
apresentam caracteristicas morfoanatémicas e fisioldgicas distintas e pertencem a
estagios sucessionais diferentes;

2) Variam entre as estacdes do ano, uma vez que maiores concentraces de poluentes
primarios (NO2, SO> e MP) sdo encontradas na estacdo seca a0 mesmo tempo em
que valores mais altos de temperatura e de intensidade de radiagéo solar e/ou mais
baixos de umidade relativa do ar podem propiciar o fechamento estomatico e
reduzir a fotossintese nessa estacdo, enquanto que maiores valores de ozbnio e
condi¢Oes climéaticas mais amenas sdo encontrados na estacdo umida;

3) Indicam efeitos de estressores ambientais, como poluentes aéreos e/ou condicbes
meteoroldgicas adversas;

4) Podem incrementar a tolerancia das espécies nativas frente aos fatores de estresse

por poluicdo atmosférica.
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Assumimos também a hipOtese de que a associacdo entre producdo de carboidratos
solUveis e as trocas gasosas ao longo de um unico dia é modulada por oscilagdes horérias
tanto em variaveis microclimaticas quanto nos niveis de poluentes atmosféricos na regido

de estudo.

Visando ao alcance dos objetivos e confirmacdo ou rejeicdo das hipoteses, duas etapas

experimentais foram propostas:

1) caracterizacdo sazonal das mudancas qualitativas e quantitativas nos carboidratos e
nos compostos fendlicos, de arvores de trés espécies arboreas ocorrentes nos trés
fragmentos florestais selecionados;

2) caracterizacdo do andamento diario nos niveis qualitativos e quantitativos de
carboidratos, em paralelo a medidas de parametros da fotossintese, em arvores de
duas das espécies estudadas na etapa anterior, ao longo de uma semana, nos
periodos seco e Umido, objetivando inferir até que ponto tais respostas vegetais
estdo associadas com as oscilagdes horarias em varidveis microclimaticas e nas
concentracdes atmosféricas de poluentes.

O planejamento amostral para ambas as etapas sera descrito em detalhes a seguir.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de Estudo e Planejamento Amostral

Os fragmentos de Floresta Estacional Semidecidual incluidos no presente estudo
estdo localizados na Regido Metropolitana de Campinas (RMC), no Planalto Paulista.
Trata-se da segunda maior regido metropolitana do Estado de S&o Paulo, ficando atras
apenas da Regido Metropolitana de S&do Paulo. Os municipios que integram a RMC estéo
incluidos na faixa de vegetacdo abrangida pelo Dominio da Mata Atlantica, um complexo
conjunto de fisionomias e formacgdes florestais de diferentes extensdes, condigdes
ecologicas, estagio de conservacao e pressdao antrépica (Lino e Albuquerque, 2007). Esse
conjunto de ecossistemas possuem estruturas e composicdes floristicas diferenciadas, em
funcdo de peculiaridades de solo, relevo e clima.

A RMC é composta por 20 municipios, incluindo Paulinia, com um expressivo
parque industrial, e Campinas, considerada a sede da regido, com uma frota de veiculos
que € responsavel por uma parte significativa da poluicdo atmosférica. A Regido conta com
um grande sistema viario, tendo como eixos principais as rodovias Anhanguera e
Bandeirantes. Esse sistema permitiu a ocupacgdo urbana ao redor de cidades de médio e
grande porte, ocasionando intensa atividade industrial e de servicos ao lado de grande
atividade agroindustrial (Cetesb, 2014).

A RMC esta distante certa de 130 km da Capital, possui cerca de 2,3 milhdes de
habitantes e ocupa uma area de 3348 km?, concentrando algumas das maiores empresas
instaladas no pais, formando um polo industrial. Incluem-se, entre as industrias de maior
porte, a Refinaria do Planalto Paulista (Replan), que demarca o ponto central da area de
estudo (Figura 1), a Rhodia e a Syngenta. Essa regido responde por cerca de 3% do PIB
brasileiro. Em um raio de 200 km, concentram-se mais de 30 milhdes de habitantes,
populacdo equivalente a do Canada ou duas vezes a do Chile (Campinas, 2014).

Seu clima predominante é caracterizado de acordo com a classificacdo de Koppen
como Cwa (subtropical umido com inverno seco e verdo quente), com estacdo chuvosa
entre outubro e marco e inverno seco entre abril e setembro, com ventos predominantes
sentido noroeste. O municipio de Campinas, sede da regido, apresenta temperatura média
anual de 21,4 °C, com a média das temperaturas minimas no més mais frio de 11°C e a

média das temperaturas maximas nos meses mais quentes de 29°C. A precipitagdo média
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anual é de 1470 mm, sendo que aproximadamente 80% ocorrem no periodo de outubro a
mar¢o (Andrade et al., 2014; Moura et al., 2014).

A Floresta Estacional Semidecidual, na RMC, estd fragmentada em pequenas areas
residuais, na maioria das vezes isoladas umas das outras. Parte dos remanescentes de
vegetacdo nativa esta inserida em unidades de conservacdo como a Area de Relevante
Interesse Ecoldgico Mata de Santa Genebra, situada em Campinas, e a Area de Relevante
Interesse Ecoldgico Matdo de Cosmdpolis (Moura, 2013).

As amostragens propostas no presente projeto foram realizadas nessas duas unidades
de conservacdo e em um terceiro fragmento inserido em uma propriedade agricola
localizada no municipio de Paulinia, conforme ilustra a Figura 1. Detalhes sobre a
localizacdo geografica, area e siglas adotadas para referéncia dos fragmentos no texto sdo
apresentadas na tabela 1:
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i Area Urbana e Industrial
Areas Agricolas

'memnmﬂomml

Figura 1. Mapa de parte da Regido Metropolitana de Campinas, onde estdo localizados os
fragmentos florestais estudados. Em detalhe, imagens de satélite dos fragmentos florestais e de seu
entorno e a Refinaria do Planalto Paulista — REPLAN (circundado de vermelho). FCO -
Cosmopolis (A), FPA — Paulinia (B), FCA - Campinas (C) (Figura adaptada de: Domingos et al.,
2015).
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Tabela 1. Sigla dos fragmentos florestais estudados, sua area de ocupacéo e localizacdo geogréfica.

Municipio Sigla Area (ha) (é‘ooocﬂgznagggs)
i 22°36'59.52"S
campinas FCA 233,5 47° 82.31"W
Cosmaopolis FCO 119.9 22°42'50.23"S
' 47° 5'18.59"W

Paulinia FPA 188,9 23045?1386589:!-\/3

3.2. Espécies arbdreas selecionadas

O estudo de campo iniciou-se em 2011 com um levantamento fitossocioldgico para
identificar as espécies mais abundantes nos remanescentes florestais, utilizando o método
modificado de Gentry, com adaptacdes de acordo com os protocolos propostos pelo ICP-
Floresta (Ferretti et al., 2010; Rautio et al., 2010). Dezesseis transectos paralelos (50 m x 4
m, comprimento x largura, cada um), a 100 m da borda da floresta e distante 20 m um do
outro, foram instalados em cada fragmento de floresta (3200 m? inventariados por
remanescente florestal). Todas as arvores dentro de cada transecto e com uma
circunferéncia a altura do peito DAP>30cm foram recolhidas e identificadas. Com base
nos resultados desta etapa experimental, sintetizados em Domingos et al., (2015), as
espeécies escolhidas para o presente estudo foram Croton floribundus Spreng., Astronium
graveolens Jacq. e Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr, por apresentarem grande
representatividade, por ocorrerem nos trés fragmentos e por pertencerem estagios
sucessionais diferentes.

Astronium graveolens Jacg. (Figura 2A), conhecido popularmente como Guarita,
pertence a familia Anacardiaceae e é considerada uma espécie secundaria tardia na
sucessdo ecoldgica, ocorrendo em Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrdfila
Densa e Mista e também em matas ciliares. Sua distribuicdo geogréfica no Brasil é ampla,
ocorrendo desde a regido sudeste até a nordeste, nos estados Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Sua dispersdo é anemocdrica e a floracdo
ocorre do inicio do inverno ao inicio da primavera e a frutificagdo na primavera. E uma
especie decidua, perdendo suas folhas antes da floracdo. As folhas novas aparecem
juntamente com as flores no final da estacdo seca (Engel et al.,1984; Carvalho, 1994;
Lorenzi, 2002; Guaratini et al., 2008).

15



Croton floribundus Spreng. (Figura 2B), conhecido popularmente como
Capixingui, pertence a familia Euphorbiaceae e ocorre principalmente na Floresta
Estacional Semidecidual. E classificado como espécie pioneira na sucessio ecolgica.
Ocorre nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parand, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro. Apresenta crescimento muito rapido e ciclo de vida curto, muito abundante em
formacgbes secundarias, repovoando clareiras e proliferando em bordas de mata. A floracéo
ocorre de meados do inverno ao inicio da primavera e a frutificacdo ocorre em meados do
verdo a meados do outono e a queda de folhas ocorre continuamente durante o ano todo
(Engel et al., 1984, Carvalho, 1994, Ferraz et al., 1999; Lorenzi, 2002; Durigan et al.,2002;
Guaratini et al.,2008).

Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr (Figura 2C), espécie conhecida
popularmente como Pau Jacaré ou Angico, pertence a familia Fabaceae. E considerada
uma espécie secundaria inicial na sucessdo ecoldgica, de rapido crescimento e por isso tem
sido indispensavel nos reflorestamentos mistos destinados a recomposicdo de &reas
degradadas e de preservacdo permanente. Ocorre em Floresta Estacional Semidecidual,
Floresta Ombrdfila Densa e Mista, com distribuicdo nos estados da Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parand, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo Paulo. A
florag&o ocorre da primavera ao outono e a frutificacdo vai do inverno ao verdo. No caule
ha presenca de aculeos, caracteristicos da espécie, com até 2cm de comprimento em maior
ou menor quantidade (Engel et al.,1984, Carvalho; 1994, Lorenzi, 2002, Carvalho, 2004;
Guaratini et al.,2008).

Figura 2. Espécies selecionadas para este estudo. Astronium graveolens Jacg. (A), Croton
floribundus Spreng. (B) e Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr (C). Fotos do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo.
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3.3. Etapas Experimentais

Realizaram-se duas etapas experimentais em campo:

1) A primeira consistiu na realizacdo de amostragens de folhas em periodos
umidos e secos, visando a identificar variagcbes sazonais qualitativas e
quantitativas em carboidratos e compostos fendlicos em arvores de trés
espeécies arboreas ocorrentes nos trés fragmentos florestais selecionados.

2) Na segunda etapa, caracterizou-se o andamento diario nos niveis
quantitativos de agucares sollveis, em paralelo a medidas de parametros
da fotossintese, em arvores de Croton floribundus e Astronium graveolens
encontradas na ARIE Mata de Santa Genebra, nos periodos seco e umido.
A ARIE Mata de Santa Genebra foi escolhida para realizacdo dessa
etapa, uma vez que é o maior fragmento, com uma borda mais extensa
(mais representativa), além de oferecer maior infraestrutura em relacédo
aos demais locais. P. gonoacantha ndo foi incluida nessa etapa, pois 0s
foliolos se desprendem das folhas antes do término das medidas
fotossintéticas.

O planejamento de amostragens proposto para cada etapa, denominadas como
caracterizacdo sazonal e caracterizacdo do andamento diario, respectivamente, encontra-se

descrito a seguir no item 3.4.

3.4. Campanhas de amostragem

3.4.1 Caracterizacdo Sazonal

Para caracterizagdo sazonal, realizaram-se campanhas de amostragem de folhas das
trés espécies em dois periodos com clima predominantemente Umidos (janeiro/2012 e
janeiro/2013) e em dois periodos predominantemente secos (julho/2012; agosto/2013).
Cada campanha de amostragem sazonal foi realizada durante 08 dias, distribuidos em 02
semanas consecutivas (Tabela 2). As coletas diarias foram realizadas as 10h e as 13h, para
avaliacdo de possiveis diferencas nos teores dos carboidratos e de compostos fendlicos
entre estes horérios, tendo em vista a ocorréncia de variagcbes bem estabelecidas ao longo

do dia na concentragdo de poluentes e em varidveis microclimaticas. As coletas foram
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simultaneas nos fragmentos florestais, visto que a equipe envolvida nessa atividade de
campo se dividia em 03 subgrupos.

As amostras foliares das espécies foram coletadas em individuos arb6reos com
circunferéncia a altura do peito > 30 cm, em estado vegetativo e presentes na borda norte
ou nordeste dos fragmentos florestais, por meio do uso de tesoura de alta poda. Em cada
amostragem, coletaram-se folhas totalmente expandidas, maduras, sem herbivoria e
expostas ao sol de 4 a 6 individuos por espécie (Figura 3A). A escolha dos individuos
presentes nessas bordas possibilitou coletar folhas que estdo sob maior exposicao ao sol, de
modo que, teoricamente, interagiriam mais com poluentes atmosféricos devido a taxas
fotossintéticas mais altas. Esta escolha foi baseada em estudos de efeitos de poluentes
atmosféricos em florestas na Europa (Icp, 2005). Apds cada coleta horéria em cada dia, as
amostras foliares dos individuos de mesma espécie foram agrupadas, compondo uma
amostra mista (Figura 3B), que foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido (Figura
3C). As amostras mistas, ao final de cada campanha de amostragem, foram transportadas
para o laboratério do Nucleo de Pesquisa em Ecologia do Instituto de Boténica, em S&o
Paulo, onde foram transferidas para um deep freezer para armazenamento sob "80°C, até o
momento das extracGes e andlises de carboidratos e compostos fenolicos, por meio de
métodos previamente testados para as espécies estudadas.

Deste modo, em cada periodo do ano (seco ou Umido), obteve-se um total de 144
amostras foliares (1 amostra mista por espécie X 3 espécies x 2 horarios x 8 dias x 3

fragmentos florestais).

Figura 3. Coleta das plantas na &rea de estudo (A), composicdo da amostragem mista (B) e
armazenamento das amostras em nitrogénio liquido (C). Fotos cedidas por Carla Zuliani.
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Tabela 2. Datas das campanhas de amostragem realizadas visando a caracterizacao sazonal.

Campanhas de

Periodo de amostragem Clima predominante
amostragem
12 06 a 09 de fevereiro _—
13 a 16 de fevereiro Umido 2012
28 23 a 26 de julho
30 de julho a 02 de agosto Seco 2012
- 28 a 31 de janeiro Umido 2013
04 a 07 de fevereiro
08 a 08 de agosto
42 12 a 15 de agosto Seco 2013

3.4.2 Caracterizacdo do andamento diério

Para esta segunda etapa, as amostragens de folhas das duas espécies selecionadas
foram realizadas durante 05 dias consecutivos e em 05 horarios distintos (8h, 10h, 12h, 14h
e 16h), nos periodos umido (janeiro de 2014) e seco (julho de 2014) (Tabela 3). Em cada
horario, mediram-se 0s parametros usuais associados as trocas gasosas (assimilacéo liquida
de carbono, condutancia estomatica e transpiracdo) em folhas de ramos recém-destacados
das arvores. Logo em seguida a medida da fotossintese, coletaram-se e armazenaram-se as
amostras de folhas para a andlise de carboidratos, conforme descrito no item3.4.1. As
amostragens foram realizadas na mesma borda da Mata de Santa Genebra, de trés
individuos arboreos de cada espécie, ja coletados na primeira etapa. Nessa etapa, as
amostras de cada arvore foram analisadas individualmente, totalizando 150 amostras em

cada estacgdo climética do ano (3 amostras individuais x 2 espécies x 5 horarios x 5 dias).

Tabela 3. Datas das campanhas de amostragem realizadas visando a caracterizagdo do andamento

diario.
Campanha de Periodo Clima predominante
amostragem
18 L _
27 a 31 de janeiro Umido 2014
o 14 a 18 de julho Seco 2014
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Figura 3. Coleta das plantas na area de estudo FCA (A) e analise dos parametros fisiologicos
realizados pelo MsC. Pedro Ivo Lembo Silveira de Assis (B). Fotos cedidas por Mauricio Akio.

3.5 Extracgdo e Anélise de Carboidratos

Preparo dos extratos para andlise de carboidratos: As concentracBes de carboidratos

solUveis totais foram determinadas em extratos das amostras congeladas, provenientes das
duas etapas experimentais (100mg), pulverizadas em nitrogénio liquido com etanol 80%.
Os extratos foram mantidos em banho-maria sob 80°C por 30 minutos. Esse procedimento
foi repetido 3 vezes (Dubois et al., 1956).

Em sequéncia, parte de cada residuo final resultante foi lavada com &gua destilada e
liofilizada para as analises do teor de amido. A extracdo do amido nesses extratos
liofilizados foi realizada pelo método enzimético. A uma aliquota de 10 mg desse extrato,
foram adicionados 0,5 mL [120 U mL™] de alfa-amilase termoestavel de Bacillus
licheniformis (cddigo E-ANAAM, MegazymeR) em tampdo MOPS [&cido 3-(nmorfolino)
propanosulfonico] 10 mM pH 6,5. A solucdo resultante foi incubada sob 75°C por 30
minutos. Este procedimento foi repetido novamente. Na sequéncia, as amostras, apds
resfriamento em 50°C, receberam 0,5 mL de uma solucdo contendo 30 U mL-1 de
amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus niger (cédigo E-AMGPV, MegazymeR) em
tampdo acetato de s6dio 100 mM pH 4,5. Essas solucdes foram incubadas em 50°C por 30
minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez. Para interromper a reacao
enzimaética e precipitar as proteinas, foram acrescentados 100 pL de &cido perclérico 0,8M.
Esses extratos finais foram passaram por rapida centrifugacéo (2 minutos a 10.000 g), para

separacdo da fracdo sobrenadante
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O perfil de metabdlitos priméarios das folhas das espécies coletadas, com énfase em
carboidratos foi determinado por cromatografia a gas acoplada a um espectrometro de
massas (CG/EM). Para tanto, cerca de 20 mg de material foliar congelado foi liofilizado. A
esse material adicionaram-se 500 uL de uma solugdo de cloroformio:metanol:agua, na
proporcdo 12:5:1, acrescida de 50 uL de adonitol 0,2 mg mL™, (definido como padréo
interno para auxiliar as normalizagdes durante a quantificagdo). Essa mistura foi incubada
sob 60°C por 30 minutos sob agitacdo e centrifugada a 800 x g por 5 minutos, para

separacao da fracdo sobrenadante.

Procedimentos analiticos: Os carboidratos solUveis totais foram quantificados nos extratos

de folhas a partir do método colorimétrico. Em uma aliquota de 10 ul do extrato nédo
liofilizado foram adicionados 490 ul de &gua destilada, 500 pul de Fenol 5% e 2,5 mL de
acido sulfurico. A absorbéancia dessa solugéo foi determinada em espectrofotdmetro SP-22
Biospectro a (490 nm) (Dubois et al., 1956). A dosagem do amido nos extratos finais foi
efetuada pela quantificacdo da glicose liberada no processo de hidrélise enzimatica. Para
tanto, foram retiradas aliquotas de 20 pL de extrato enzimatico, as quais foram adicionados
300 puL de reagente Glicose PAP Liquiform (Centerlab), contendo as enzimas glicose
oxidase e peroxidase (GOD-POD), além de 4-aminoantipirina e fenol a pH 7,5. Apds
incubacdo por 15 minutos em37°C, o teor de glicose foi determinado em leitor de
microplacas de ELISA em 490 nm. A curva padrdo foi efetuada utilizando-se
concentracgdes crescentes de glicose (Sigma Aldrich) (Amaral et al., 2007).

O perfil de metabolitos priméarios, com énfase em carboidratos, foi determinado por
cromatografia a gas acoplada a um espectrémetro de massas. Uma aliquota de 350 pL do
sobrenadante dos extratos finais foi juntada a 350 pL de agua destilada, seguindo-se nova
agitacdo. Apo6s centrifugacdo (800 X g por 5 minutos), 300 uL da fase polar foram
coletados e evaporados a vacuo sob rotagdo. O material residual foi submetido a
derivatizacdo, acrescentando-se 150 pL de piridina, 50 pL de N,O-Bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 pL de hidroclorato de metoxialmina e, emseguida,
incubados sob agitacdo durante 1 hora em 75°C. As amostras foram injetadas em um
sistema CG-EM composto por um cromatografo agas Agilent GC 6890 series, acoplado a
um espectrometro de massas quadrupolo Agilent MSD 5973N (Agilent Technologies,
USA). A separacdo cromatografica foi realizada em coluna de 30 metros HP5 com
espessura de 0,25 mm e filme de 0,25 um (Supelco, Bellfonte, USA). A temperatura de
injecéo foi de 230°C, a interface a 250°C, e a fonte de ions ajustada para 200°C. Hélio foi
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usado como gas de arraste a uma taxa de 1 mL mint. Os picos detectados foram
comparados com padrdes auténticos e com a Biblioteca do Espectro de Massas NIST 08 e
confirmados através do célculo do indice de Kovats (adaptado de Roessner et al., 2001).

3.6 Extracdo e Analise de Compostos Fendlicos

Preparo de extratos para analise de compostos fendlicos: As amostras foliares congeladas

(150 mg), provenientes apenas da primeira etapa experimental, foram trituradas em
nitrogénio liquido, dissolvidas em metanol 80%, transferidas para tubos com tampa e
colocadas em banho seco sob 70°C por 1h, com agitacao regular. Uma aliquota de 10 ml de
cada extrato foi filtrada e transferida para baldo volumétrico de 25 ml para ajuste do
volume final com metanol 80%, que foi utilizada para as analises descritas a seguir
(adaptado de Watanabi e Furlan, 2011).

Procedimentos analiticos: A determinacdo das concentracBes de flavonodides totais foi

realizada em 500 pl do extrato, acrescidos de 500 ul de cloreto de aluminio 5%. A
quantificacdo ocorreu em espectrofotdmetro (A = 420 nm) apds 15 minutos de reacao.

As concentracdes de fenois totais foram determinadas em 100 ul de extrato, acrescidos de
3,9 ml de agua destilada, 250 uL do reagente Folin de Cicauteau (100%) e 750 ul de
solucdo carbonato de sodio 30%. A quantificacdo ocorreu em espectrofotdmetro (A= 760
nm) apds 2h de reacdo.

As concentragdes de taninos condensados foram determinadas em solugcdo preparada com
100 uL do extrato e 1,5 ml de butanol (0,7g/1L). A mistura foi homogeneizada, aquecida
em 95°C por 1h, resfriada e a quantificacdo ocorreu em espectrofotdmetro (A= 550 nm).

As concentracfes de taninos totais foram determinadas em 500 ul do extrato acrescidos de
1 ml da solucdo BSA (pH 5,0). Apds 10 minutos, a mistura foi centrifugada (5.000 rpm, 10
minutos), o sobrenadante descartado e ao precipitado foram adicionados 2 ml da solucéo
detergente SDS (5¢g/500ml). Apés homogeneizacdo, foi adicionado 500 pL de cloreto
férrico (805g/500ml) que reagiu por 15 minutos e quantificado em espectrofotometro (A=
520 nm);

A composicdo dos compostos fenolicos foi determinada a partir dos extratos filtrados em
membrana durapore 0,45U Milex e submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(LC1260 — Agilent Technologies) com deteccdo de arranjo de diodos (CLAE-DAD).
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Foram injetados 3 puL de cada amostra (4 mg/ml). Foi utilizada a coluna Zorbax Eclipse
Plus C-18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um - Agilent) e fase movel composta por &cido acético 0,1%
(A) e acetonitrila (B). O gradiente de solventes utilizado durante as analises comegou com
15% de B em A (0-20 minutos), aumentou de 15 para 100% de B em A (20-25 minutos),
manteve-se isocratico durante 5 minutos, reduziu de 100 para 15% de B em A (30-32
minutos) e permaneceu isocratico por 3 minutos. O fluxo iniciou em 1,5 ml/min (0-25,1
minutos), diminuiu para 1,0 ml/min (25,2-26,9 minutos) e, por fim, retornou para 1,5
mL/min (27-35 minutos). Os fenilpropanoides foram monitorados em 280 nm, engquanto
que os flavonoides em 352 nm. A quantificacdo de flavonoides e fenilpropanoides foi
realizada utilizando curvas padroes de quercetina (3,0 pg/ml a 120 pg/ml) e luteolina (1,5
pg/mL a 120 ug/ml), respectivamente, analisados por HPLC nas mesmas condic¢des
descritas acima e os resultados foram expressos em porcentagem. A identificacdo dos
constituintes foi determinada mediante comparacdo dos tempos de retencdo (Tr) e dos
espectros de UV dos constituintes presentes nas amostras com os padrdes analisados sob as

mesmas condi¢des de analise descritas acima.

3.7 Caracterizacao do andamento diario das trocas gasosas

A assimilagdo liquida de carbono e conduténcia estomética foram mensuradas
apenas na segunda etapa do estudo, a cada 2 horas (8, 10, 12, 14 e 16h), utilizando-se um
analisador portatil de gases por infravermelho (LI-6400XT, LI-COR, UK), operado em
condi¢Bes ambientais de radiagdo fotossinteticamente ativa, umidade relativa do ar e
temperatura, enquanto a concentracdo de CO:foi controlada em 390 ppm. Para a
determinacdo dos dois parametros, o limbo foliar permaneceu na cadmara foliar por dois
minutos, para a aclimatacdo as condi¢cbes microclimaticas existentes dentro da mesma,
sendo entéo registradas seis medidas com intervalo de 10 a 18 segundos por planta (n = 3

por espécie).

3.8. Caracterizacgdo das Condi¢cbes Ambientais

Durante todos os dias e em todas as campanhas de amostragem de ambas as etapas
de amostragem, foram tomados dados de temperatura e de umidade relativa do ar com
termo-higrometros dispostos em cada local de estudo. Ainda, dados de radiacdo solar

global e de poluicdo atmosférica (ozbnio, 6xidos de nitrogénio e enxofre e material
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particulado) foram obtidos nas estacdes de monitoramento da CETESB presentes na cidade
de Paulinia e Americana. Além disso, também foram usados dados de precipitacdo cedidos
pela refinaria de petroleo que demarca o centro da area de estudo. Para a caracterizagdo das
condi¢cdes ambientais durantes os periodos Umidos, foram considerados os dados dos

meses de dezembro a marco e para 0s periodos secos, 0s de junho a setembro.

3.9 Apresentacao de Resultados e Analises Estatisticas

Os resultados de todas as coletas realizadas na primeira etapa experimental foram
analisados estatisticamente utilizando-se software SIGMA PLOT 12. O teste de Shapiro-
Wilks indicou ndo haver distribuicdo normal dos dados de medidas fisioldgicas. Portanto,
estes foram submetidos a andlises de variancia ndo-paramétrica (teste de Kruskal Wallis),
seguidas de teste de comparagdes multiplas (método de Dunn) para comparagdo entre as
trés espécies e entre os periodos seco e Umido da primeira etapa experimental.

A apresentacdo desses resultados da primeira etapa foi na forma de graficos do tipo
box-plot. Nesse tipo de grafico, a mediana dos dados é representada pela linha que divide
os retangulos (boxes); os retangulos delimitam os 25% dos dados acima e abaixo da
mediana (percentis de 25 e 75); as barras de erro mostram os valores menores situados
entre os percentis de 10 e 25 e maiores entre os de 75 ¢ 90; os simbolos (®) apontam os
outliers (valores extremos - abaixo do percentil de 10 ou acima do de 90). Essa
apresentacdo possibilita representar a distribuicdo de um conjunto de dados com base na
mediana, podendo-se avaliar sua simetria, disperséo e a existéncia ou ndo de outliers.

Anélises de Componentes Principais (ACP) foram realizadas, inicialmente, para
comparar as caracteristicas fisiologicas predominantes das trés espécies arbdreas coletadas
nos fragmentos florestais (incluindo carboidratos soltveis totais, amido, flavonoide, tanino
condensado, tanino total e fenol total), durante os periodos Umidos e secos da primeira
etapa experimental.

A ACP foi, também, aplicada para sintetizar as associacfes entre as variacdes
sazonais nas concentracdes de carboidratos e compostos fendlicos e nas condigdes
ambientais (incluindo variaveis meteoroldgicas e poluentes aéreos; dados fornecidos pela
CETESB). Essas anélises foram realizadas com dados transformados em logio, com auxilio
do software PCORD (verséo 6). Ainda, analises de regressdo multipla foram aplicadas aos
conjuntos de dados obtidos nos periodos Umidos e secos, a fim de verificar quanto da

variabilidade nos teores foliares de metabodlitos primarios e secundarios, em cada periodo
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amostral, poderia ser prevista por variacbes em fatores ambientais (temperatura, umidade
relativa, radiacdo global, precipitacdo e concentracdes atmosféricas Oz, SO2, NO2 e MP1o).
O método de analise multivariada adotado foi o stepwise backward, tomando cada
metabolito como variavel dependente e as varidveis ambientais como independentes. Cada
analise foi iniciada com todas as variaveis independentes, sendo eliminadas, passo a passo,
todas aquelas que ndo explicaram significativamente as oscilagdes nas concentragdes do
metabolito em questéo.

Analises de regressdo foram feitas entre os parametros fisiologicos (Asat e gs) e 0
contetdo de carboidratos sollveis totais e amido medidos nas duas espécies de estudo no
fragmento florestal de Campinas, com a finalidade de estabelecer curvas do tipo dose x
resposta entre essas variaveis no decorrer dos dias de amostragem na segunda etapa
experimental. Analises de correlacdo de Pearson foram, finalmente, realizadas para
verificar se ha relacdo significativa entre variagdes no conteudo de carboidratos solGveis
totais e amido foliares e oscilaces horarias em fatores meteoroldgicos e concentracdes de

poluentes.
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4. RESULTADOS

4.1. Variacgdo Sazonal em Carboidratos e Compostos Fenolicos

4.1.1. Caracterizacao das condi¢cdes ambientais

Na tabela 4, observa-se que as concentracbes médias e maximas dos poluentes
atmosféricos primarios (SO2, NO2, MPy), obtidas na estacdo de monitoramento da
CETESB, instalada em Paulinia, foram maiores durante o periodo seco em relacdo ao
Uumido, em ambos os anos de estudo, com exce¢do do didxido de enxofre, cujas
concentragfes variaram pouco entre os periodos do ano de 2013. Ao contrario, o Ostendeu
a ocorrer em concentraces mais altas nos periodos Umidos, independentemente da forma
como foi apresentado. Comparando-se os periodos de estudo, observou-se que, no periodo
umido de 2012 e seco de 2013, foram registrados valores mais elevados dos poluentes

aéreos.

Tabela 4. Médias das concentracOes diarias de didxido de enxofre (SO2,ug/m®) e material
particulado (MP1o png/md), das concentragdes horarias de didxido de nitrogénio (NO2, ug/m®) e
0z0nio (Os, ng/m?) e valor da exposicdo acumulada de ozonio (AOT40, ug/m®), nos periodos de
amostragem, realizadas nas estagdes seca e Umida dos anos de 2012 e 2013 em Paulinia. Valores
entre parénteses indicam, para diéxido de enxofre e material particulado, maxima média diaria no
periodo, para dioxido de nitrogénio e 0zénio, maxima e minima média horéaria de 1h e 24h.

. SO2 MP10 NO:2 O3 O3
Periodo (24h) (24h) (1h) (24h) (10h) AOT40
Umido 3,8 19,7 21,7 57,3 83,7 4635,2
2012 (6,5) (53,7) (86,1) (183) (183)
Seco 7.1 43,3 35,6 42,1 52,1 923
2012 (12,1) (132) (52,8) (138) (138)
Umido 5,4 17,9 14,1 44,2 77,8 3752,2
2013 (7,2) (20,8) (23,8) (221) (179)
Seco 6,8 47,3 40,4 50,2 70,2 1093,2
2013 (13,3) (165) (105) (165) (165)

Os dados médios de temperatura e umidade relativa (tabela 5) mostraram pouca
variagao entre 0s anos de estudo e entre os periodos (seco e Umido) de um mesmo ano, ao
contrério da precipitacdo e radiacdo solar. Como esperado, nas épocas Umidas, foram
registrados maiores valores acumulados de precipitacdo e de médias diarias de radiacao

global, calculadas com base nos dados obtidos entre 07:00h e 17:00h em cada dia.
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Tabela 5. Médias diarias de temperatura (° C), umidade relativa do ar (%) e radiagdo global (W/m?;
calculadas a partir de valores entre 7:00 e 17:00h em cada dia) e volume acumulado de precipitacdo
(mm) e seus respectivos valores horarios maximos e minimos (entre paréntesis), nos periodos de
amostragem, realizadas nas estacBes seca e Umida dos anos de 2012 e 2013 em Paulinia.

Periodo Temperatura UR Radiacao Global Precipitacéo
Umido 24 69 220

2012 (35-15) (100-23) (324-62) 562

Seco 21 62 172

2012 (33-8) (100-13) (224-30) 111
Umido 26 76 188

2013 (35-18) (100-33) (293-65) 582

Seco 25 89 151

2013 (34-20) (99-37) (240-15) 96

4.1.2. Caracterizacdo da Variacdo Sazonal em Carboidratos e Compostos

Fendlicos

Os dados referentes a cada fragmento florestal estudado na primeira etapa
experimental foram comparados a fim de verificar diferencas espaciais, porém verificou-se
ndo haver diferencas significativas entre eles, de modo que eles foram tomados como
réplicas nas comparacGes mencionadas no paragrafo anterior. As concentragdes dos
carboidratos e dos compostos fendlicos nos dois horarios de coleta diaria em cada
campanha de amostragem dessa primeira etapa experimental também ndo diferiram
significativamente entre si. Desse modo, os valores horarios, foram considerados para
calculo de médias diarias. Sendo assim, o efeito desses 2 fatores de variacdo (fragmentos
florestais e horarios de coleta diaria) ndo sera destacado neste item.

A concentracdo de carboidratos sollveis totais (Figura 4A) em Piptadenia
gonoacantha foi mais reduzida do que nas demais espécies em ambos os periodos de
amostragem de 2012 e 2013. Para Astronium graveolens e Croton floribundus, os niveis de
carboidratos foram maiores nos periodos Umidos (verfes de 2012 e 2013) do que nos
periodos secos (invernos de 2012 e 2013). O conteudo de carboidratos em folhas de
Piptadenia gonoacantha foi apenas significativamente reduzido durante o periodo Umido
de 2013, em relagéo as demais amostragens.

A concentragdo de amido (Figura 4B) em Astronium graveolens foi menor do que

nas demais espécies em todas as amostragens, exceto no periodo seco de 2012. Em todos
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0s periodos, a concentracdo de amido foi significativamente maior em Croton floribundus
do que nas duas outras espécies arboreas, no caso das amostragens realizadas em 2013 e do
que P. gonoacantha, no periodo imido de 2012. Diferencas entre as épocas do ano ndo
foram observadas para A. graveolens. Ja para C. floribundus e P. gonoacantha, as plantas

coletadas em 2013 mostraram maiores contetdos de amido do que as coletadas em 2012.
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Figura 4. Variacdo sazonal no contetdo de carboidratos sollveis totais (mg/gMS) - A e Amido (mg/gMS) -
B, em plantas de Astronium graveolens @), Croton floribundus (@), Piptadenia gonoacantha @),amostradas
nos diferentes fragmentos florestais durante os periodos umido e seco de 2012 e 2013. Letras mailsculas
comparam dados obtidos em todas estacdes do ano para a mesma espécie; letras mindsculas comparam as
espécies dentro da mesma estagdo. Letras iguais auséncia de diferenca estatistica ao nivel de significancia de
5%.
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A concentracdo de flavonoides totais (Figura 5A) em Astronium graveolens foi
mais elevada que nas demais espécies em todas as coletas, exceto no periodo seco de 2013,
quando se assemelhou & de P. gonoacantha. Plantas de todas as espécies coletadas no
periodo seco de 2013 mostraram conteudos mais reduzidos de flavonoides. Além disso, as
variacdes sazonais foram marcantes em A. graveolens. Para essa espécie, 0 contetido de
flavonoides seguiu a seguinte ordem de grandeza: periodo seco/2012 > periodo
Umido/2012 > periodo Umido/2013 > periodo seco/2013.

A concentracdo de taninos condensados (Figura 5B) em Piptadenia gonoacantha
foi menor do que nas demais espécies, exceto durante o periodo seco de 2013, quando ndo
houve diferengas significativas entre espécies. Nas folhas de Astronium graveolens, a
concentracdo desses compostos foi mais elevada durante o periodo imido de 2012, nas de
Croton floribundus, em ambas as coletas de 2012 e nas de Piptadenia gonoacantha, no

periodo seco de 2013.

Os niveis de taninos totais (figura 5C) foram mais elevados em Astronium
graveolens na maioria das coletas do presente estudo. Nesta espécie, 0s teores de taninos
totais foram mais elevados no periodo imido de 2012 em comparacao a ambos o0s periodos
de 2013. Em Croton floribundus, menores teores de taninos foram verificados no periodo

seco de 2012, enquanto em Piptadenia gonoacantha néo foi observada variacéo sazonal.

Astronium graveolens também apresentou as maiores concentracdes de fendis totais
(Figura 5D) em ambos os periodos de 2012 e as menores no periodo seco de 2013. Ja
durante o periodo seco de 2012, ndo houve diferencas significativas entre as espécies
estudadas. Teores mais elevados de fenois totais foram observados nos periodos umidos
(2012 e 2013), em comparacdo aos periodos secos (2012 e 2013). Para C. floribundus e P.
gonoacantha, plantas coletadas no periodo Umido de 2012 mostraram maiores conteidos

daquele metabdlito secundario do que nos demais periodos.
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Figura 5. Variacdo sazonal no contetdo de flavondides % -A, Tanino condensado % -B, Tanino
total % -C, Fenol total % -D, em plantas de Astronium graveolens (), Croton floribundus (M),
Piptadenia gonoacantha (@ ),amostradas nos diferentes fragmentos florestais durante os periodos
Umido e seco de 2012 e 2013. Letras mailsculas comparam dados obtidos em todas estacdes do
ano para a mesma espécie; letras minisculas comparam as espécies dentro da mesma estacao.
Letras iguais auséncia de diferenca estatistica ao nivel de significancia de 5%.
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A figura 6 mostra o resultado da Analise de Componentes Principais (ACP)
incluindo as variaveis fisioldgicas (carboidratos soltveis totais, amido, flavonoides, taninos
condensados, taninos totais e fendis totais), comparando as 3 espécies coletadas nos trés
fragmentos florestais, durante os periodos secos. Esta analise resumiu 60% da
variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacdo, sendo o
primeiro eixo o que mais contribuiu para a analise (38%). Flavonoides e taninos totais
foram as variaveis mais correlacionadas com o eixo 1 e carboidratos totais, amido e taninos
condensados com o eixo 2. A ACP tendeu a mostrar uma separacdo entre as espécies: as
unidades amostrais de C. floribundus tenderam a se posicionar no lado positivo dos eixos 1
e 2, em oposicao as unidades amostrais de A. graveolens (localizadas no lado negativo do
eixo 1. A maior parte das unidades amostrais de P. gonoacantha foi posicionada no lado
negativo do eixo 2. Em relacdo as correlagdes com as variaveis fisiologicas, foi possivel
verificar que grande parte das unidades amostrais de A. graveolens ficou mais associada
aos metabolitos secundérios (taninos condensados, taninos totais e flavonoides), enquanto
as unidades amostrais de C. floribundus foram caracterizadas principalmente por
metabolitos primarios (carboidratos totais e amido). Porém, ndo houve tendéncia clara
quanto as caracteristicas predominantes de P. gonoacantha

A figura 7 mostra o resultado da Analise de Componentes Principais (ACP)
incluindo as variaveis fisioldgicas (carboidratos sollveis totais, amido, flavonoide, tanino
condensado, tanino total e fenol total), comparando as 3 espécies arbdreas coletadas nos
trés fragmentos florestais, durante os periodos Umidos. Esta analise resumiu 52% da
variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacdo, sendo o
primeiro eixo 0 que mais contribuiu para a analise (33%). Flavonoides foi a variavel mais
correlacionada com o eixo 1 e carboidratos totais e taninos totais com o eixo 2. As
unidades amostrais de A. graveolens foram alocadas no lado negativo do eixo 1 e foram
caracterizadas por altos teores de todos os metabolitos, exceto amido. O inverso foi
observado para as outras duas espécies, que foram caracterizadas pincipalmente por amido.
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Figura 6. Representacdo grafica da analise de componentes principais (ACP) realizada com as
concentragdes de carboidratos e compostos fenolicos determinados nas 3 espécies de estudo
durante o periodo de amostragem nos periodos secos de 2012 e 2013.

Tabela 6. Scores das variaveis e a relagdo com os eixos 1 e 2.

Carboidrato Solavel Amido Fenol Flavonoide Tanino Tanino

Total Total Condensado Total
Eixo 1 0.0451 0.3251 0.3273 -0.6003 -0.3361 -0.5584
Eixo 2 0.6434 0.5559 -0.0739 0.0195 0.5208 -0.0022
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Figura 7. Representacdo grafica da analise de componentes principais (ACP) realizada com as
concentragcdes de carboidratos e compostos fenolicos determinados nas 3 espécies de estudo
durante o periodo de amostragem nos periodos Umidos de 2012 e 2013.

Tabela 7. Scores das variaveis e a relagdo com os eixos 1 e 2.

Carboidrato Solivel Amido Fenol  Flavonoide Tanino Tanino

Total Total Condensado Total
Eixo 1 -0.4374 0.4486  -0.3266 -0.5015 -0.3684 -0.3369
Eixo 2 -0.5523 0.2239  0.4559 -0.1958 0.2681 0.5717

A andlise do perfil metabdlico para compostos primarios nas espécies incluidas
neste estudo durante as estacbes Umida e seca dos anos de 2012 e 2013 permitiu a
identificacdo de 10 compostos, sendo 9 carboidratos solUveis e 3 agucares alcoois (polidis)
(Tabela 8). Astronium graveolens, Croton floribundus e Piptadenia gonoacantha
apresentaram em comum frutose, glicose, sacarose, galactose e glicopiranose. A.
graveolens nao apresentou nenhum poliol como composto majoritario, enquanto que C.

floribundus apresentou sorbitol, manitol e treitol e Piptadenia gonoacantha apresentou o

inositol.
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Em relacdo a identificacdo qualitativa dos compostos fenolicos por CLAE,
verificou-se que Astronium graveolens e Croton floribundus apresentaram em comum
compostos derivados de quercetina, enquanto que Piptadenia gonoacantha apresentou

fenilpropandide em comum com Croton floribundus (Tabela 9).

Tabela 8. Compostos primarios identificados por CG/EM nas espécies de estudo.

Espécie Metabdlitos Classe

Frutose
Glicose
Sacarose
Galactose
Fructofuranose
Glicopiranose
Sorbose
Talose

Astronium graveolens Carboidratos

Frutose
Glicose
Sacarose
Galactose
Fructofuranose
Glicopiranose
Rafinose
Manose
Sorbose
Talose

Carboidratos

Croton floribundus

Sorbitol
Manitol
Treitol

Acucares alcoois
(polidis)

Frutose
Glicose
Sacarose
Galactose
Glicopiranose

Carboidratos
Piptadenia gonoacantha

Acucares alcoois

Inositol (nolicis)
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Tabela 9. Compostos secundarios identificados por CLAE nas espécies de estudo.

Espécie Composto derivado
Astronium graveolens Quercetina
Quercetina
Croton floribundus Campferol
Fenilpropanoide
Apigenina
Piptadenia gonoacantha Luteolina

Fenilpropanoide

4.1.3. Relagdes entre variacbes no contetdo de carboidratos e compostos
fendlicos e nas condi¢des ambientais

A figura 8 mostra o resultado da Analise de Componentes Principais (ACP)
incluindo as variaveis fisiologicas analisadas nas trés espécies arboreas (carboidratos
sollveis totais, amido, flavonoides, taninos condensados, taninos totais e fendis totais) e as
variaveis ambientais (umidade relativa, temperatura, radiacdo global, Oz, SO2, MP1g, NO>),
durante os periodos umidos e secos. Esta analise resumiu 61% da variabilidade conjunta
dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenagéo, sendo 0 primeiro eixo 0 que mais
contribuiu para resumir a variabilidade (49%). Os poluentes atmosféricos (O3, MP1o),
temperatura e fenol total foram as variaveis mais correlacionadas com o eixo 1 e
flavonoides, carboidratos totais, taninos totais e taninos condensados com o eixo 2. A ACP
revelou uma separagéo evidente das unidades amostrais em relagdo aos periodos umido e
seco. Foi possivel verificar que as unidades amostrais dos periodos Umidos ficaram
relacionadas com altos teores de taninos totais e condensados, fenois totais, carboidratos
sollveis totais, temperatura e com a concentracdo de ozonio, enquanto que as unidades
amostrais do periodo seco ficaram relacionadas com as concentracdes dos poluentes

atmosféricos NO2, MP19 e com o teor de flavondides.
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Figura 8. Representacdo grafica da analise de componentes

amostragem nos periodos imidos de 2012 e 2013.

principais (ACP) realizada com variaveis fisiologicas e ambientais durante o periodo de
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Tabela 10. Scores das varidveis e a relagdo com os eixos 1 e 2.

Composto Eixo 1 Eixo 2
Carboidrato Soluvel Total 0.3451 0.4757
Amido -0.2292 -0.2397

Fenol Total 0.4520 0.3728
Flavonoide -0.4247 0.5416
Tanino Condensado 0.1143 0.7053
Tanino Total 0.0422 0.5090
Temperatura (°C) 0.7434 -0.0681
Umidade (UR%o) 0.0842 -0.2049
Radiacdo 0.3891 -0.1298

O3 0.7108 -0.2165

NO:2 -0.7415 0.0393

MP10 -0.7029 -0.0594

Nas tabelas 11 e 12, foram sintetizados os resultados das analises multivariadas
para os periodos Umidos e secos, respectivamente, realizadas com o intuito de identificar
quais variaveis abioticas explicariam significativamente o perfil temporal dos parametros
fisiologicos nas 3 espécies de estudo. Modelos multilineares foram significativos apenas
para os metabdlitos primarios (carboidratos sollveis totais e amido) e para flavonoides em
ambos os periodos. Em geral, as analises multivariadas indicaram que os perfis desses
indicadores fisioldgicos foram explicados de forma combinada por variag6es nas condigdes
climaticas e/ou nos niveis de contaminacdo atmosférica por poluentes gasosos e
particulados. Todos os modelos propostos foram altamente explicativos (p < 0,001), apesar
dos valores de R? terem sido baixos, o que era esperado em funcio do grande numero de
resultados incluidos nas analises. Os modelos propostos tenderam a ser mais explicativos
para os metabolitos primarios (R%> 0,40).

Nos periodos umidos (tabela 11), os modelos multilineares mostraram que os dados
fisiolégicos tenderam a relacionar-se positivamente com os dados meteorol6gicos
(especialmente radiacao) e negativamente com os dados de poluicdo aérea (principalmente
0zoOnio e material particulado). Excecao foi encontrada para o amido em C. floribundus,
que mostrou correlacé@o positiva com o material particulado e negativa com a temperatura.
Em relacdo aos periodos secos (tabela 12), foi possivel verificar que as correlagdes entre 0s
dados foram mais variaveis. Os teores de carboidratos estiveram positivamente
relacionados com a umidade relativa e 0 0z6nio em A. graveolens e com a radiacdo em P.
gonoacantha e negativamente relacionados com o didxido de nitrogénio em C. floribundus
e com a umidade relativa em P. gonoacantha. A relacdo entre os teores de amido e 0

ozo6nio foi negativa em A. graveolens e P. gonoacantha, assim como a encontrada para o
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NO. em C. floribundus. Ja relagGes positivas foram observadas entre o amido, a radiacéo e
a umidade em C. floribundus e P. gonoacantha, e com o material particulado em C.
floribundus. Para os flavonoides, a Unica relagdo encontrada foi aquela com o 0z6nio em A.

graveolens.

Tabela 11: Resultado das andlises lineares multivariadas entre as variacbes nos pardmetros
fisioldgicos em plantas de A. graveolens, C. floribundus e P. gonoacantha e em variaveis
ambientais monitoradas na RMC durante o periodo Gmido.

Espécie Variaveis Independentes R?
Carboidratos = Rad (+); UR (+); O3 (-) 0,50

Astronium graveolens Amido = 03 (-); NO2 (-) 0,27
Flavondides = Rad (+); Os (-) 0,11

; _ . . 0,43

Croton floribundus Carboidratos = UR (+); Rad (+); Os () 0,26

Amido (log'®) = T (-); Rad (+); NO2(-); MP1o(+)

Carboidratos (log*®) = Rad (+); NO2 (-); O3 (-) 0,19

Piptadenia gonoacantha ¢\ ides (log'® = Rad (+); NO2(-); MPo(-) 0,37

*(Rad: radiagdo solar global; UR: umidade relativa; Os: 0z6nio; NO2: dioxido de
nitrogénio; MP1o: material particulado).

Tabela 12: Resultado das analises lineares multivariadas entre as variagdes nos parametros
fisioldgicos em plantas de A. graveolens, C. floribundus e P. gonoacantha e em varidveis
ambientais monitoradas na RMC durante o periodo seco.

Espécie Variaveis Independentes R?
Carboidratos = UR (+); O3 (+) 0,41
Astronium graveolens Amido =03 (-) 0,32
Flavonoides = O3 (-) 0,13
. 0,25

. Carboidratos = NO- (-) ’
Croton floribundus Amido = UR (+): Rad (+): NO3 (-): MP1o(+) 0,55
. . Carboidratos = Rad (+); UR (-) 0,15
Piptadenia gonoacantha Amido = Rad (+); UR(+): Os()) 0,36

*(Rad: radiacdo solar global; UR: umidade relativa; Osz: 0z6nio; NO2: diéxido de
nitrogénio; MP1o: material particulado).
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4.2. Variacao Diaria na Fotossintese e em Carboidratos

4.2.1. Caracterizacéo das Condigdes Ambientais

Na tabela 13, observa-se que as concentracbes médias e maximas dos poluentes
atmosféricos priméarios (SO2, NO2, MP1g), monitorados pela estagdo da CETESB em
Paulinia, foram maiores durante a estacdo seca em relagdo a estacdo umida.

O3, ao contrario, no periodo de 24 horas e para o periodo de 10h (periodo de luz)
tendeu a ocorrer em concentracdes mais altas na estacdo Umida do que na estagdo seca, 0
mesmo ocorreu com a exposicdo acumulada de ozénio (AOT) que foi mais alta durante
estacdo Umida.

Os fatores climaticos (tabela 14), que mais variaram entre as estacdes do ano foram
a radiacdo global, a precipitacdo e a umidade relativa, destacando-se a época Umida,
quando os valores de radiagdo e umidade foram mais elevados e maior volume de chuva
foi registrado. As médias de temperatura foram semelhantes, com poucas variagdes entre

as estacOes climaticas do ano.

Tabela 13. Médias das concentragdes diarias de didxido de enxofre (SOz,ug/m?) e material
particulado (MP1o png/md), das concentragdes horarias de didxido de nitrogénio (NO2, ug/md) e
0zo6nio (O3, ng/m®) e valor da exposicdo acumulada de ozénio (AOT40, ug/m), no periodo de
amostragem, realizadas nas estacGes seca e Umida do ano de 2014 na regido Metropolitana de
Campinas. Valores entre parénteses indicam, para didéxido de enxofre e material particulado,
maxima média diaria no periodo, para didxido de nitrogénio e ozénio, maxima e minima média
horéria de 1h e 24h.

~ SO2 MP1o NO2 O3 O3 AOT 40
Estagao (24h) (24h) (1h) (1h) (10h)
Umida 6,10 27,9 17,5 61,6 70,1 5034,6
2014 (122) (301) (88) (181-5) (163-5)
Seca 38,4 29,5 33,4 48,8
2014 i (348) (117) (165) (165-0) 24726

(-): Dados néo disponiveis.
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Tabela 14. Médias diarias de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%), volume acumulado de
precipitacdo (mm) e médias de 10 h (7:00 as 17 h) de radiacdo global (W/m?), e seus respectivos
valores horérios méximos e minimos (entre paréntesis), no periodo de amostragem, realizadas nas
estacBes seca e Umida do ano de 2014 na regido Metropolitana de Campinas.

Precipitacdo  Radiacao Global

Estacéo Temperatura UR
Umida 24 91 234
2014 (29-19) (99-59) 232 (284-145)
Seca 21 60 132
2014 (31-11) (99-21) 102 (174-15)

O perfil diario das condi¢des climaticas e de poluicdo atmosférica monitorado
durante a tomada de dados fisiol6gicos horarios nas arvores do Fragmento de Campinas
(FCA), no periodo timido de 2014, é apresentado na Figura 9A. E possivel verificar que a
temperatura foi o fator climéatico de menor variacdo ao longo do dia, que 0 0zbnio esteve
mais concentrado entre 10h e 14h, enquanto que ao concentracdo de MP1o variou mais
entre 12h e 14h. Observou-se maior variacdao da umidade relativa no periodo da manha.

Na figura 10B, podem-se notar menores variacfes horarias na temperatura, ao
longo dos dias de amostragem no periodo seco. Verifica-se, também, que os poluentes
atmosféricos variaram ao longo do dia. Ozodnio apresentou valores mais elevados as 10h e
14h, e 0 MP1oas 12h e 14h, é possivel notar ainda a aumento da umidade relativa e reducéo

da radiacdo global as 12h.
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Figura 9. Perfil diario de temperatura (° C), umidade relativa do ar (%), radiacdo solar global
(W/m?) (A), e das concentragdes horarias de material particulado (MPio pg/m?), diéxido de
nitrogénio (NO2, pg/m®) e ozénio (Os, ng/m? 10h) (B) na regido Metropolitana de Campinas no
periodo de amostragem durante o periodo imido de 2014.
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Figura 10. Perfil diario de temperatura (° C), umidade relativa do ar (%), radiacdo solar global
(W/m?) (C), e das concentracdes horarias de material particulado (MP1o pg/m?), didxido de
nitrogénio (NO2, ug/m) e ozonio (Os, ug/m* 10h) (D) na regido Metropolitana de Campinas no
periodo de amostragem durante o seco de 2014.

4.2.2. Caracterizacdo da variacdo diaria na fotossintese e nos niveis de

carboidratos

Nas duas espécies incluidas nessa segunda etapa do estudo, houve queda na
condutancia estomatica e na assimilacdo liquida de carbono ao longo do dia, tendendo a
coincidir com a queda nos teores de acUcar total exceto em C. floribundus na estacdo
Umida, quando os niveis de agUcar total tenderam a aumentar ap6s as 8h. Em A. graveolens
(Figura 11), uma queda brusca na taxa fotossintética e na condutancia estomatica ocorreu
apos as 15h no periodo umido, e apds as 12h no seco. O mesmo perfil foi observado para
C. floribundus (Figura 12) em relacdo & Asat, enquanto que a condutincia estomatica
tendeu a ser decrescente ao longo do dia. E interessante notar que em ambas as espécies, a
concentracdo de acucar inicial (8h) foi maior na estacdo Umida do que na seca, enguanto
que a concentracdo final ndo ultrapassou 20 mg/gMS em A. graveolens e de 35 mg/gMS
em C. floribundus em ambos os periodos. Esta espécie apresentou maiores taxas
fotossintéticas e de condutancia estoméatica em ambas as estacbes do ano quando

comparadas as medidas em arvores de A. graveolens.
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Figura 11. Relacdo entre teor de AgUcares Soluveis Totais (mg/gMS) e assimilagdo liquida de

carbono (Asat - umolH,Om?s?) e condutancia estomatica (gs - molH.Om2s?) em Astronium

graveolens no ano de 2014. A, B = periodo Umido; C, D = periodo seco.
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Figura 12. Relacdo entre teor de AcUlcares Sollveis Totais (mg/gMS) e assimilacdo liquida de
carbono (Asat - pmolH,Om?2s?') e condutancia estomatica (gs - molH.Om?s?) em Croton
floribundus no ano de 2014. A, B = periodo Umido; C, D = periodo seco.

Nas figuras 13 e 14, sdo apresentados gréficos de regressdo entre as concentracdes
de carboidratos ou amido e taxas de assimilacdo liquida de carbono, medidas em arvores
de A. graveolens e C. floribundus localizadas no fragmento florestal da ARIE Mata de
Santa Genebra, ao longo dos dias de amostragem nos periodos seco e Umido. As linhas de
tendéncia incluidas nos graficos foram mais bem ajustadas pelo modelo polinomial de
segunda ordem, sendo todas altamente significativas (p < 0,005). Os coeficientes de
determinacdo (R?) variaram entre 0,80 (carboidratos solliveis x Asat no periodo mido) a
0,28 (amido x Asat no periodo seco), para A. graveolens (Figura 13) e entre 0,79
(carboidratos soltveis x Asat no periodo seco) a 0,43 (amido x Asat no periodo Umido),
para C. floribundus (Figura 14)

Para as arvores de A. graveolens monitoradas nos periodos umidos e secos, 0
contetido de agucares sollveis totais aumentou na medida em que houve aumento nas taxas

fotossintéticas. No entanto, o aumento dos teores de agucares tendeu a ser menor a partir
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de 10 pmol H20 ms™ de Asat, durante ambos os periodos de tomada de dados (Figura 13
A, C). Tendéncias opostas foram observadas em relacdo ao teor de amido (Figura 13 B, D).

Para C. floribundus, o contetdo de acucares sollveis totais no periodo Umido
também tendeu a aumentar na medida em que a taxa de assimilacdo liquida de carbono foi
mais alta durante o periodo umido, verificando apenas uma leve inflexdo da curva a partir
de Asat = 20 pmol H,O m?2s? (Figura 14A). Ja no periodo seco, 0 aumento da
concentracdo de acgucares soluveis tendeu a ser mais acentuado a partir de Asat = 15umol
H.O m2st (Figura 14 C). O teor de amido, em ambos os periodos, tendeu a aumentar na
medida em que a taxa de assimilagdo liquida de carbono foi mais alta durante o periodo
umido, verificando inflexdo da curva a partir de Asat = 15umol H,O ms? (Figura 13B,
D).
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Figura 13. Regressdo polinomial entre os teores de carboidratos solUveis totais (A-periodo imido;
C — periodo seco) ou amido (B — periodo imido; D - periodo seco) — e taxa de assimilagdo liquida
de carbono (Asat) em arvores de Astronium graveolens localizadas no fragmento florestal da ARIE
na Mata de Santa Genebra.
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Figura 14. Regresséo polinomial entre os teores de carboidratos solUveis totais (A-periodo imido;
C — periodo seco) ou amido (B — periodo imido; D - periodo seco) — e taxa de assimilagdo liquida
de carbono (Asat) em arvores de Croton floribundus localizadas no fragmento florestal da ARIE na
Mata de Santa Genebra.

Foram também realizadas correlagdes de Pearson entre o teor de carboidratos e
amido em folhas de Astronium graveolens e Croton floribundus e os parametros climaticos
durante os periodos Umido e seco (Tabela 15). Correlagdes positivas foram comprovadas
entre os teores de metabolitos priméarios e pardmetros da fotossintese (Asat e gs), para
ambas as espécies amostradas nos dois periodos experimentais. Além disso, houve
correlacdo positiva significativa entre umidade relativa e concentraces de carboidratos e
de amido nas folhas de A. graveolens coletadas nos periodos Umido e seco
respectivamente. Correlagdo negativa foi também comprovada na mesma espécie entre o
contetdo foliar de carboidratos e Oz e entre amido e temperatura do ar, no periodo umido e
entre niveis foliares de carboidratos e amido e as concentracGes de NO2 no periodo seco.
Para C. floribundus, ndo foi encontrada correlacdo significativa entre variagfes em

carboidratos e nas condi¢cOes ambientais ao longo dos dias de amostragem.
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Tabela 15. Coeficientes de correlacdo (r) entre os teores de carboidratos solUveis totais (referidos
como carboidratos) ou amido determinados em arvores de Astronium graveolens e Croton
floribundus, e respectivas taxas de assimilagdo liquida de carbono (Asat) e condutancia estomatica
(9s), temperatura do ar (T), radiacdo global (Rad) e umidade relativa (UR), 0z6nio (Os) e dioxido
de nitrogénio (NO-) durante os dias de amostragem realizada nos periodos Umido e seco de 2014.
Valores de r em negrito indicam correlagdes significativas (p < 0,05).

Espécie  Periodo Metabolito  Asat s T Rad UR O3 NO:

A. Umido Carboidrato 0,79 0,64 0,19 -0,19 0,11 -0,10 -0,06
graveolens

Amido 0,041 0,13 -0,16 0,046 0,29 -0,08 -0,06

Seco  Carboidrato 0,717 0,49 0,17 049 -054 -0,01 -0,38

Amido 0,38 017 0,33 0,13 055 -0,11 -0,37

C. Umido Carboidrato 0,68 0,52 0,33 -0,33 0,18 0,12 0,13
floribundus

Amido -0,47 0,06 0,24 -0,24 0,05 0,08 0,06

Seco Carboidrato 0,84 0,88 0,19 0,14 0,21 -0,10 -0,07
Amido -0,41 0,53 0,11 0,16 029 -0,08 -0,07
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que 0 estresse oxidativo se d& pela formacdo de EROS, que ocorrem
naturalmente nas plantas, a medida que a cadeia transportadora de elétrons opera em um
ambiente aerobico (Rezende, 2013).

Entretanto, a formacdo das EROs pode ser intensificada através do contato da
planta com poluentes como o o0zonio, que iniciam uma cadeia de eventos oxidativos em
cascata, alterando organelas e células (Pellinen et al., 1999). Essa intensificacdo da
formacéo de EROs, assim, pode ocorrer em plantas que vivem em regides poluidas, como
a abrangida neste estudo, onde sdo encontradas areas urbanas, regifes industriais de
diversos segmentos e uma diversificada atividade agricola. Essa regido, além de ser afetada
por poluentes emitidos por essas fontes locais, também esta exposta a poluentes oriundos
da regido metropolitana de Sao Paulo, devido ao transporte aéreo, como relatam em
relacdo ao ozonio Boian e Andrade (2012).

Porém, essa cadeia de eventos decorrentes do estresse oxidativo podera ser
minimizada nos organismos vegetais, por substancias antioxidantes (Monaghan et al.,
2009). Substancias fenolicas, por exemplo, podem atuar contra as EROS e auxiliar na
defesa antioxidativa em plantas. Seus efeitos protetores se devem a capacidade de
transferir elétrons para radicais livres, ativar enzimas antioxidantes (Takahama e Oniki,
1992; Ferrali et al, 1997 apud Rezende, 2013) e absorver a radiacdo solar nas camadas
epidérmicas dos tecidos vegetais (Gobbo-Neto, 2007).

Sousa e colaboradores (2007) ressaltam, ainda, que as propriedades antioxidantes
dos compostos fendlicos sdo devidas a estrutura quimica e propriedade redutora dos
mesmos, sendo estas caracteristicas importantes no sequestro ou neutralizacéo dos radicais
livres, bem como na quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo
quanto na de propagacéo do processo oxidativo.

Durante todo o periodo experimental foi observada na RMC a presenca de ozénio,
em maiores concentracdes durante a estacdo Umida (verdo), assim como foram constatados
0s maiores valores de temperatura, radiagdo e precipitagdo. Coincidentemente, as
concentragdes de compostos fendlicos, como flavonoides totais, taninos condensados,
taninos totais e fenois totais foram alteradas durante o periodo umido, principalmente em
Astronium graveolens e Croton floribundus, em relacdo as concentragcdes obtidas no

periodo seco.
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Além disso, analises de regressdo multilinear aplicadas ao conjunto de dados
obtidos nos periodos Umidos indicaram interferéncias opostas da radiacdo solar e de
poluentes atmosféricos nos niveis de flavonoides em folhas de A. graveolens e P.
gonoacantha. Enquanto aumentos na intensidade de radiacdo solar levaram a aumento
dos niveis de flavonoides, concentragfes mais altas de poluentes (Os, no caso de A.
graveolens e NO2 e MP1o no de P. gonoacantha) resultaram na reducdo do contetido
foliar desse composto fendlico. Desse modo, essas associagcdes encontradas no presente
estudo poderiam ser interpretadas como uma estratégia de adaptacdo ao esse estresse
oxidativo pelas espécies de estudo.

Segundo Close e Mcarthur (2002), o acumulo de flavonoides ja foi verificado em
tricomas. Os autores citam ainda que este acimulo se da pela fungdo de absorcao de raios
UV-B e pela atuacdo anti-herbivoria.

Ainda, segundo Tattini e colaboradores (2004), foi possivel verificar um aumento
no teor de flavonoides em folhas de Ligustrum vulgare expostas ao sol, em comparagéo ao
contetido desse composto em plantas expostas a sombra. Efeito similar foi verificado em
arvores de A. graveolens coletadas durante os periodos umidos de 2012 e 2013. Os teores
foliares de flavonoides em arvores amostradas no periodo Umido de 2012 foram
comparativamente mais baixos do que os obtidos nas arvores amostradas no periodo imido
de 2013, fato que poderia ser explicado pela diferenca no nivel de exposi¢cdo destas a
radiacdo solar. As arvores incluidas na amostragem realizada em 2012 foram expostas, em
média, a 22% menos intensidade de radiacdo solar do que as amostradas no mesmo
periodo em 2013.

Em relagdo a composicdo de compostos fendlicos, foi possivel verificar que A.
graveolens e C. floribundus apresentam flavondis, derivados de quercetina e campferol,
que apresentam carater antioxidante mais eficaz. Ainda, dentre os flavondis, a quercetina e
seus derivados sdo considerados os compostos mais antioxidantes, corroborando o0s
resultados encontrados por Sa e colaboradores (2012), que observaram maior atividade
antioxidante para a quercetina em extratos de Selaginella convoluta.

P. gonoacantha, por sua vez, apresenta exclusivamente flavonas, que sdo derivados
de apigenina e luteolina, que estdo entre as classes de flavonoides mais comuns, porém séo
antioxidantes menos eficazes, segundo Reisch (2002).

Ainda, alguns autores relacionam a diminui¢do dos teores de compostos fendlicos a
influéncia da poluicdo sobre o metabolismo de acUcares, pois praticamente todos os

compostos fendlicos sdo formados pela via do acido chiquimico e da fenilalanina, ambos
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derivados do metabolismo de agUcares. Esses metabolitos primarios podem ser afetados
pela poluigdo através da diminuicdo da assimilagdo de carbono (Herrmann, 1995), o que
poderia explicar os valores reduzidos dos compostos fendlicos em Piptadenia gonoacantha
em comparacdo as demais espécies. Ainda nesta linha, é plausivel explicar a reducgéo
flavonoides e carboidratos, por exemplo, durante o periodo seco, época em que ha maior
concentracdo de SO2, MP1g e NO2. Segundo Katoh e colaboradores (1989), poluentes como
SO, causaram uma reducdo nos niveis de glicose, alterando o metabolismo do &cido
chiguimico e reduzindo os teores de taninos em Cryptomeria japonica.

Ha consenso na literatura, também, que os diversos estresses ambientais além
daqueles decorrentes da poluicdo atmosférica podem levar a reducdo de compostos do
metabolismo secundario das plantas (Knight e Knight, 2001). Foi possivel notar que o
excesso de luz e estresse hidrico afeta significativamente o metabolismo primario
(Balakumar et al., 1993), desta forma, afetando a quantidade de carbono disponivel para a
sintese de metabdlitos secundarios (Panuelas e Estiarte et al., 1998; Jifon e Syvertsen,
2003).

Carboidratos soluveis sdo fontes importantes de energia para todos 0s organismos
vivos. As plantas sintetizam esta substancia organica durante a fotossintese e sua quebra
ocorre durante a respiracdo (Tzvetkova e Kolarov, 1996). Além disso, carboidratos
soluveis em agua como, glicose, sacarose ou frutose, podem ter contribuido para reforcar o
sistema antioxidante de C. floribundus, uma vez que estes tem sido citados como
sinalizadores para as vias das EROs (Van Den Ende e Valluru, 2009).

Tripathi e Gautam (2007) citam que ocorre reducdo no teor de carboidratos sollveis
em plantas que crescem em locais poluidos, devido ao aumento na respiracdo e a
diminuigdo na fixacdo do CO: pela deterioracdo da clorofila. No presente estudo, analises
de regressao multilinear apontaram para alteracbes nas concentracdes de compostos
primarios (carboidratos sollveis e amido) das trés espécies estudadas por poluentes aéreos
(O3, NO2 e MPqp), tanto durante a estacdo Umida quanto seca.

O amido funciona como carboidrato de reserva temporario, acumulando-se nos
cloroplastos durante o dia e servindo como fonte principal para a sintese de sacarose
citosélica durante a noite (Vandeputte e Delcour, 2004; Tester et al., 2004).

Os menores teores de carboidratos soliveis em P. gonoacantha e o conteddo
elevado de amido também observado podem ser, respectivamente, relacionados com um

aumento da respiracdo ou inibi¢do da fotossintese (Huttunen e Manninen, 2013; Munir et
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al., 2014), ou ainda, a inibicdo da alocacdo de carbono das folhas para as raizes (Skérby et
al.,1998).

De acordo com Prokopiev (1978), o acumulo de amido em folhas expostas a
poluicdo aérea poderia ser resultado da maior resisténcia do aparato fotossintético e da
baixa exportacdo de amido a partir do mesofilo. Ainda, o amido nas espécies arboreas
amostradas, tenderam a relacionar-se positivamente com o0s dados meteoroldgicos
(especialmente radiacdo) e negativamente com os dados de poluicdo aérea (principalmente
0zo6nio e material particulado), o que poderia explicar o menor conteddo de amido quando
expostos a poluicdo, com excecao de C. floribundus que mostrou uma relacédo inversa.

Segundo Chazdon e colaboradores (1996), hé& variacbes na capacidade
fotossintética em plantas que crescem em ambientes sob diferentes condi¢cdes ambientais.
Sabe-se que as espécies pioneiras e ndo pioneiras contrastam em relacéo a tolerancia a alta
intensidade luminosa, apresentando diferencas em suas caracteristicas fotossintéticas.
Dessa forma, esperam-se diferencas nas taxas fotossintéticas nessas espécies quando
crescem sob condigfes ambientais similares, especialmente sob alta luminosidade
(Gandolfi, 2000). Segundo Press e colaboradores (1996), menores taxas fotossintéticas de
espécies secundarias, poderiam ser explicadas pela aclimatacdo a sombra. Favaretto et al.,
(2011) acrescentam, ainda, que essas espécies secundarias sao susceptiveis a diminuicao
reversivel da eficiéncia fotossintética sob alta intensidade luminosa (processo denominado
fotoinibicdo) do que as espécies pioneiras. Assim, tendo em vista que as espécies incluidas
no estudo pertencem a categorias sucessionais distintas, € possivel supor que as diferencas
nos niveis de metabdlitos primarios e secundarios nessas espécies poderiam ser explicadas
por diferencas nas taxas fotossintéticas ou mesmo de perturbacdes diferenciadas ao
processo da fotossintese. Tais suposicdes nos motivaram a realizar a segunda etapa
experimental.

Em relagdo as andlises do andamento diario, esperar-se-ia encontrar taxas
fotossintéticas mais altas em arvores de C. floribundus, por ser uma espécie pioneira e
maior acimulo de carboidratos do que A. graveolens, uma espécie secundaria tardia. As
espécies pioneiras realmente apresentam maior assimilagdo liquida de CO., em fun¢do dos
maiores fluxos de fotons fotossintéticos e eficiéncia quantica (Nogueira et al., 2004; Souza
et al., 2010).

Realmente, as arvores de C. floribundus tenderam a alcancar maiores taxas de
assimilacdo liquida de carbono, condutancia estomatica e concentracGes foliares de

carboidratos soltveis do que A. graveolens. No entanto, o acimulo de carboidratos ao
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longo do dia nessas espécies ndo aumentou linearmente em resposta ao aumento das taxas
fotossintéticas. Esse fato tanto pode indicar mudancas na eficiéncia fotossintética ao longo
do dia (devido a fotoinibicdo ou danos oxidativo em alguma etapa do processo da
fotossintese, por exemplo), quanto no nivel de translocacdo de fotossintatos ou de sua
utilizacdo em outras rotas metabolicas. Alem disso, as curvas polinomiais entre acimulo de
amido e Asat inversas para A. graveolens e C. floribundus (figuras 12 e 13) podem indicar
estratégias distintas de aproveitamento dos carboidratos soltveis. C. floribundus pareceu
acumular mais amido no decorrer do dia em paralelo ao aumento da assimilacdo de
carbono do que A. graveolens. Nesta Ultima espécie, os carboidratos solGveis oriundos da
fotossintese podem ter sido canalizados para a sintese de flavonoides no decorrer do dia,
considerando os resultados obtidos na primeira etapa experimental. No entanto, essa
hipdtese ainda precisa ser testada experimentalmente.

No entanto, espécies pioneiras necessitam de maior protecdo antioxidante para
compensar 0 estresse oxidativo imposto pela alta luminosidade as quais estdo expostas
(Hansen et al., 2002, Favaretto et al., 2011). Domingos e colaboradores (2015) e Aguiar-
Silva, et al. (2016) verificaram que C. floribundus foi a espécie mais eficiente contra o
efeito toxico das EROs, apresentando aumento da atividade da APX e elevada atividade da
GR, resultando em baixa peroxidacéao lipidica. Além disso, carboidratos sollveis como a
glicose, sacarose e /ou frutose podem ter contribuido para reforcar o sistema antioxidante
dessa espécie, uma vez que que eles sdo amplamente mencionados como sinalizadoras das
EROs (Ma et al., 2011).

Coincidentemente, as correlacfes de Pearson apresentadas na Tabela 12 indicaram
haver associacdo inversa entre variagcfes nas concentracdes de carboidratos sollveis e
concentragOes de Oz e NO2 apenas nas amostras foliares de A. graveolens. Sendo assim, a
hipbtese de que a relacdo entre producdo de carboidratos sollveis e as trocas gasosas ao
longo de um dUnico dia é modulada por oscilagbes horarias tanto em variaveis
microclimaticas quanto nos niveis de poluentes atmosféricos na regido de estudo parece ter
sido confirmada para essa espécie secundaria tardia.

Ainda neste sentido de maior protecdo, segundo Evert (2006) e Favaretto et al.
(2011), as plantas podem possuir vantagens adaptativas ao tolerarem as condigOes
estressantes, 0 que parece ser o caso de C. floribundus. Além das concentracdes de
carboidratos em suas folhas ndo terem sido moduladas por poluentes ao longo do dia
(tomando por base a auséncia de correlagBes significativas; Tabela 12), essa espécie se

destaca por possuir mesofilo mais espesso e numerosos tricomas estelares na superficie
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abaxial das folhas, que escondem os estdbmatos e podem ser possiveis barreiras contra a
captacdo dos poluentes atmosféricos. Este mecanismo de evitacdo resulta em uma possivel
reducdo do dano oxidativo em C. floribundus, o que foi confirmado também pela auséncia
de lesdes oxidativas visiveis microscopicamente (Moura, 2013B; Moura et al, 2014B).

Finalmente, houve uma tendéncia de diminuicdo da taxa fotossintética nas plantas
coletadas no periodo seco (inverno), que poderia ser atribuida a menor disponibilidade de
agua para as arvores em consequéncia da baixa pluviosidade no periodo na regido
estudada. Segundo Kozlowski e Pallardy (1996), o deficit hidrico reduz a fotossintese pelo
fechamento dos estdbmatos, diminuindo a eficiéncia do processo de fixacdo de carbono,
suprimindo a formacgéo e expansédo foliar, podendo induzir a queda de folhas. CETESB
(2014) destaca, também, que as condi¢cBes meteoroldgicas em dias excessivamente secos
favorecem a ocorréncia de inversdes térmicas, que dificultam a dispersdo dos poluentes,
explicando os valores mais elevados de SOz, NO2 e MP1o observados durante a estacéo
seca na regido de estudo. Esses poluentes, em concentracdes mais altas na atmosfera,
podem ter afetado, também, a eficiéncia fotossintética das arvores de ambas as espécies em
seu ambiente natural, durante o periodo seco, uma hipOtese que merece ser testada

experimentalmente.
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6. CONCLUSOES

Os resultados da primeira etapa experimental, em seu conjunto, permitiram concluir

que a analise da ocorréncia e das concentragcdes de compostos dos metabolismos primario e

secundario contribuiu para o estabelecimento do nivel de tolerdncia das espécies arboreas,

frente a variagBes sazonais nas condi¢Ges climaticas e nos niveis de poluentes.

Carboidratos (principalmente amido) e compostos fenolicos (principalmente flavonoides)

foram marcadores adequados do aumento de tolerancia aos estresses ambientais em folhas

de C. floribundus e A. graveolens respectivamente. P. gonoacantha pareceu ser a espécie

arbérea mais vulnerdvel aos estresses ambientais. Em sintese, as hipoteses foram

confirmadas, visto que:

A composicdo de compostos dos metabolismos primario e secundario analisados
variou entre as espécies arbéreas. Folhas de C. floribundus sdo compostas por
maior diversidade de carboidratos e agucares alcoois. Folhas de A. graveolens e C.
floribundus apresentam flavonois derivados de quercetina e campferol, que
apresentam carater antioxidante mais eficaz e as de P. gonoacantha apresentaram
exclusivamente flavonas derivadas de apigenina e luteolina, que sdo antioxidantes
menos eficazes;

Os niveis de compostos dos metabolismos priméario e secundario analisados
também variaram entre as espécies arboreas incluidas no estudo. As arvores de C.
floribundus foram caracterizadas principalmente por concentragdes mais altas de
metabdlitos primarios (carboidratos totais e amido) e as de A. graveolens
acumularam mais compostos secundarios (flavonoides, taninos condensados,
taninos totais e fenois totais do que as outras duas espécies). As concentracles de
flavonoides e taninos condensados foram menores em Piptadenia gonoacantha do
que nas demais espécies;

Os niveis de compostos dos metabolismos primério e secundario também variaram
sazonalmente; as arvores amostradas nos periodos Umidos tenderam a apresentar
altos teores de taninos totais e condensados, fenois totais e carboidratos soluveis
totais; as arvores amostradas no periodo seco de 2012 foram caracterizadas por
concentracdes mais elevadas de flavonoides;

Andlises de regressdo multivariada indicaram que variacbes nas condicGes

ambientais afetaram somente as concentraces de carboidratos solUveis totais e
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amido e de flavonoides, em ambos os periodos de amostragem. Os niveis foliares
desses compostos tenderam a aumentar em resposta a aumentos de radiagéo solar,
umidade relativa e temperatura do ar e diminuir em resposta a aumento da

concentracdo de poluentes.

Os resultados da segunda etapa experimental demonstraram que houve a associagao

entre producado de carboidratos solUveis e as trocas gasosas, seguindo o modelo polinomial.

A hipotese de que a associacao entre producdo de carboidratos soluveis e as trocas gasosas

ao longo de um unico dia é modulada por oscilagbes horarias tanto em variaveis

microclimaticas quanto nos niveis de poluentes atmosféricos na regido de estudo foi

confirmada apenas para Astronium graveolens. Em sintese, as hipdteses foram

confirmadas, visto que:

Notou-se queda na condutancia estomatica e na assimilagdo liquida de carbono ao
longo do dia, tendendo a coincidir com a queda nos teores de agUcares totais e
amido em arvores de A. graveolens e C. floribundus. No entanto, analises de
regressdo indicaram que as concentracdes de carboidratos ou amido ndo foram
correlacionadas linearmente com as taxas de assimilacdo liquida de carbono ao
longo dos dias de amostragem nos periodos seco e imido.

Houve correlacdo significativa e negativa entre o contetdo foliar de carboidratos e
O3 e entre amido e temperatura do ar, no periodo Umido, e entre niveis foliares de
carboidratos e concentra¢fes de NO2 no periodo seco.

Para C. floribundus, ndo foi encontrada correlacdo significativa entre variacbes em

carboidratos e nas condi¢cGes ambientais ao longo dos dias de amostragem.
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