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RESUMO

As plantas emitem uma quantidade significativa de compostos orgénicos volateis
(COV) que apresentam suma importancia quimica e biolégica no meio ambiente. A quantidade
de COV emitida sob as mudancas climéticas futuras é de grande preocupagao por afetar o clima
e as interagdes ecologicas. Além disso, é bem conhecido o papel dos COV como precursores
dos processos fotoquimicos ocorridos na atmosfera, sendo eles um dos principais atores na
producdo de particulas e 0z6nio na troposfera. Portanto, este estudo visou caracterizar 0s
volateis produzidos constitutivamente e em decorréncia da exposi¢do ao 0zénio, por individuos
jovens de Croton floribundus Spreng., Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F Macbr., e
Astronium graveolens Jacq., a fim de avaliar a agdo do ozonio no perfil e na taxa de emisséo
dos volateis produzidos por essas espécies vegetais, visando verificar se 0s volateis
constitutivos e induzidos sdo reconhecidamente importantes para as interacfes ecoldgicas e
para os processos fotoguimicos atmosféricos. Mudas das trés espécies vegetais foram
adquiridas em viveiro comercial, transplantadas e acomodadas por um més em casa de
vegetacdo com ar filtrado, situada no Instituto de Botanica de S&o Paulo-SP. Foram realizados
os tratamentos ar filtrado (AF) e ar filtrado enriquecido com uma dose de 80 ppb de ozbnio
durante 2 (AF+2dOs3) e 4 (AF+4dOz) dias de exposicdo. Os volateis amostrados
constitutivamente e em decorréncia da exposi¢do foram dessorvidos em nitrogénio gasoso por
sistema de dessorcdo térmica, Turbo matrix 650 ATD da Perkin Helmer, e automaticamente
analisados em cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-MS). Foram
identificados 25 compostos para as amostras constitutivas e 49 compostos para os induzidos
pelo ozbnio, incluindo as trés espécies vegetais. Os constitutivos foram discriminados em
quimiotipos devido a emissdo de compostos distintos e marcadores para cada espécie, com
predomindncia do monoterpeno B-Mirceno e 0 sesquiterpeno Farnesano para Astronium
graveolens, o monoterpeno B-ocimeno e o sesquiterpeno y-Elemeno, além do volatil de folhas
verdes 3-Hexen-1-ol para Croton floribundus, e os volateis de folhas verdes como 3-hexen-1-
ol e Hexanal, ainda o Metil salicilato para Piptadenia gonoacantha. Quando submetidas a
exposicao ao 0zénio, as espécies vegetais apresentaram respostas diferenciadas. A. graveolens
e C. floribundus responderam de forma significativa aos tratamentos com oz6nio, emitindo
compostos induzidos pela acdo desse poluente, como por exemplo o B-Mirceno, Benzaldeido,
Nonanal, y-Muroleno, Decanal e Geranil acetona para A. Graveolens, e 0s compostos
Benzaldeido, Trans-B-lonone, Decanal, 3-Hexen-1-ol (Z), Hexanal, Metil salicilato, y-Elemeno
e (-)-p-Bourboneno para C. floribundus. J& P. gonocantha ndo apresentou uma resposta de
defesa sob a perspectiva dos compostos volateis. Os principais COV encontrados nas trés
espécies vegetais em estudo apresentam alta relevancia ecolégica, além de conferirem potencial
indicativo de tolerancia destas espécies frente ao estresse de origem abiotica.

Palavras-chave: espécies nativas, compostos organicos volateis, constitutivos, 0zonio



ABSTRACT

The plants emit a significant amount of volatile organic compounds (VOCs) that are
very important chemically and biologically in the environment. The amount of VOC emitted
under future climate change is of great concern because it affects climate and ecological
interactions. In addition, the role of VOC as precursors of the photochemical processes
occurring in the atmosphere is well known, being one of the main actors in the production of
particles and ozone in the troposphere. Therefore, this study aimed to characterize the volatiles
produced constitutively and as a result of the exposure to ozone by young plants of Croton
floribundus Spreng., Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr., and Astronium graveolens
Jacq., in order to evaluate the action of ozone in the profile and emission rate of the volatiles
produced by these plant species, in order to verify if constitutive and induced volatiles are
recognized as important for ecological interactions and for atmospheric photochemical
processes. Seedlings of the three plant species were purchased in commercial nursery,
transplanted and accommodated for a month in a greenhouse with filtered air, located at the
Botany Institute of Sdo Paulo-SP. The treatments were filtered air (AF) and filtered air enriched
with a dose of 80 ppb of ozone for 2 (AF + 2d0Os3) and 4 (AF + 4dOgz) days of exposure. The
volatiles sampled constitutively and as a result of exposure to ozone were desorbed in nitrogen
gas by thermal desorption system, Perkin Helmer Turbo matrix 650 ATD and automatically
analyzed in gas chromatography coupled to the mass spectrometer (CG-MS). It was identified
25 compounds for constitutive samples and 49 compounds for those induced by ozone,
including the three plant species. The constitutives were discriminated in chemotypes due to
the emission of distinct compounds and markers for each species, with predominance of the
monoterpene B-Mircene and the sesquiterpene Farnesane for Astronium graveolens, the
monoterpene -ocimene and the sesquiterpene y-Elemene, in addition to the green leaf volatile
3-Hexen-1-ol for Croton floribundus, and green leafy volatiles such as 3-hexen-1-ol and
Hexanal, also the methyl salicylate for Piptadenia gonoacantha. When submitted to exposure
to ozone, plant species presented different responses. A. graveolens and C. floribundus
responded significantly to ozone treatments, emitting compounds induced by the action of this
pollutant, such as [p-Mircene, Benzaldehyde, Nonanal, y-Murolene, Decanal and
Geranylacetone for A. graveolens, and the compounds Benzaldehyde, Trans-B-ionone, Decanal,
3-Hexen-1-ol (Z), Hexanal, Methyl salicylate, y-Elemene and (-) - B-Bourbonene for C.
floribundus. P. gonocantha did not present a defense response from the perspective of volatile
compounds. The main VOCs found in the three species of plants studied are highly relevant to
the environment, in addition to conferring an indicative potential of tolerance of these species
to stress of abiotic origin.

Key words: native species, volatile organic compounds, constitutives, ozone
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1. INTRODUCAO

1.1. Emissdes biogénicas de compostos organicos volateis (COV)

As plantas sdo organismos sésseis e para compensar sua imobilidade desenvolveram
diversos mecanismos de interacdo com o meio ambiente, dentre os quais, a liberacdo de
compostos organicos volateis (COV) para o solo e a atmosfera a partir de raizes, frutos, flores
e folhas, sendo esta Ultima a fonte predominante de emissdo para a atmosfera (Dudareva et al.
2006, Laothawornkitkul et al. 2009). Uma quantidade consideravel de carbono fixado pelas
plantas é emitida de volta para a atmosfera sob a forma desses COV, e estima-se que 1.150 Tg
de carbono por ano (aproximadamente 90% do total de emissdes de COV) sdo liberados pela
vegetacdo mundialmente (Guenther et al. 1995). Tais emissfes pela vegetacdo tém papel
fundamental na quimica da atmosfera e ultrapassam, em ordem de grandeza, as de origem

antropogénica, em escala regional e global (Guenther et al. 1997, Souza et al. 2002).

Uma dada espécie vegetal é capaz de emitir centenas de COV (Cardoso-Gustavson et
al. 2014), incluindo classes quimicas de hidrocarbonetos ndo-metanicos saturados e insaturados
e hidrocarbonetos oxigenados, tais como &cidos carboxilicos, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres
e alcoois (Baldwin et al. 2006). Até recentemente, os COV eram considerados produtos do
metabolismo secundario que ndo tinham nenhuma fungdo ecoldgica evidente (Bennett &
Wallsgrove 1994, Close & McArthur 2002, Dudareva et al. 2006). Contudo, as novas
descobertas sobre as multiplas funcdes desses volateis tém realcado a importancia quimica e
bioldgica desses compostos no meio ambiente (Holopainen & Gershenzon 2010). Esses
compostos tém um papel sinalizador nas interacdes troficas, podendo agir como repelentes de
pragas e atraentes de inimigos naturais (Blande et al. 2007, Arimura et al. 2009, Holopainen &

Gershenzon 2010). Os COV também estdo relacionados com as defesas quimicas das plantas e



estdo envolvidos na comunicagdo planta-planta mediadas por essas defesas (Yu et al. 2006,

Frost et al. 2007, Choudhary et al. 2008).

Pesquisas apontam que ha aproximadamente 1.700 substancias que sdo emitidas
constitutivamente por organismos vegetais. Emissdes estas que podem estar presentes durante
todo o ciclo da planta (Loreto & Schnitzler 2010) e serem influenciadas por fatores ambientais
como temperatura, umidade, radiacdo solar, concentracdo de dioxido de carbono (COy),
sazonalidade e poluicdo atmosférica (Schirmer & Quadros 2010). Além destes, fatores
bioldgicos como a espécie vegetal, densidade e area especifica das folhas, bem como o
metabolismo da planta também podem atuar na producdo desses compostos (Schirmer &

Quadros 2010).

Acredita-se que a composicdo quimica das misturas emitidas, bem como sua
intensidade, esta diretamente relacionada ao estado fisioldgico da planta e aos tipos de estresse
a que esta sujeita (Pichersky & Gershenzon 2002). Por defini¢do, os COV sdo compostos que

apresentam elevada pressao de vapor e baixo peso molecular (Schirmer & Quadros 2010).

Estudos realizados com plantas de zonas temperadas estimam que a emissao de isopreno
representa aproximadamente 40% das emissdes totais de hidrocarbonetos biogénicos a partir
da vegetacdo (Padhy & Varshney 2005). Ja as pesquisas com COV no Brasil, iniciaram-se na
vegetacdo da AmazoOnia, em que evidenciaram a suma importancia de tais emissdes na

composic¢do quimica da atmosfera (Kesselmeier et al. 2009).

Existe uma ampla gama de compostos organicos volateis (COV) de plantas estudadas,
como os alcenos, alcanos, acidos carboxilicos e alcoois. No entanto, os terpendides,
especialmente monoterpenos (Figura 1A) e sesquiterpenos (Figura 1B), e os volateis de folhas
verdes (Figura 1C) s@o as classes predominantes e comuns de compostos conhecidos

(Holopainen 2004, Fontana et al. 2011).
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Figura 1. Classes quimicas de volateis organicos representadas por compostos Monoterpenos
(A), Sesquiterpenos (B) e Volateis de folhas verdes (C).

As Florestas Tropicais séo importantes contribuintes para a emissao desses COV devido
as suas condi¢des de temperatura e radiacdo solar favoraveis as emissdes desses compostos,
dos quais hemiterpenos e monoterpenos, subclasses dos terpendides, sdo as mais emitidas pela
vegetacdo (Schirmer & Quadros 2010). Segundo Bracho-Nunez e colaboradores (2013),
espécies tropicais, representantes das familias Euphorbiaceae como Hevea brasiliensis, Hevea
guianensis, Hevea spruceana, e Hura crepitans, e da familia Fabaceae como Vatairea
guianensis e Zygia juruana (Tabela 1), apresentaram emissédo de monoterpenos, isopreno e
metanol. As emissdes biogénicas mais representativas, para 0s compostos monoterpenos, foram

a-Pineno, Limoneno, Sabineno, p-cimeno e y-Terpinene para as espécies de Euphorbiaceae.



Tabela 1. Compostos organicos volateis emitidos por espécies vegetais tropicais. Adaptado de
Bracho-Nunez et al. (2013).

Composto Espécie vegetal Familia

emitido
Isopreno

Garcinia macrophylla (Mart.) Planch. & Triana Clusiaceae

Pachira insignis (Sw.) Sw. ex Savigny Malvaceae

Vatairea guianensis Aubl. Fabaceae

Zygia juruana (Harms) L. Rico Fabaceae

Monoterpenos

Hevea brasiliensis (Willd. ex. A.Juss.) M"ull.Arg.  Euphorbiaceae

Hevea guianensis Aubl. Euphorbiaceae
Hevea spruceana Euphorbiaceae
Scleronema micranthum Ducke Malvaceae
Metanol
Garcinia macrophylla (Mart.) Planch. & Triana Clusiaceae
Hevea brasiliensis (Willd. ex. AJuss.) M"ull.Arg.  Euphorbiaceae
Hura crepitans L. Euphorbiaceae
Pachira insignis (Sw.) Sw. ex Savigny Malvaceae
Pseudobombax munguba (Mart. & Zucc.) Dugand Malvaceae
Scleronema micranthum Ducke Malvaceae
Vatairea guianensis Aubl. Fabaceae

1.2. Funcdes e biossintese de volateis

As trajetorias das emissdes dos COV sdo diversas, passando pelos locais de producao
nas células foliares até estruturas especificas de armazenamento (Arimura et al. 2009), e séo
classificadas como constitutivas e induzidas. Os volateis constitutivos ndo sao dependentes de
fatores externos para serem produzidos e podem estar presentes em diversos compartimentos

celulares das plantas (Schirmer & Quadros 2010). No entanto, os volateis induzidos sdo



desencadeados em resposta a estimulos externos como fatores bidticos e/ou abioticos, que

funcionam como eliciadores de tais emissdes (Grote et al. 2013).

As emissdes apresentam mdaltiplas funcdes como defesa contra herbivoros e patdgenos,
e papel de sinalizagcdo na comunicacao planta-planta. Além disso, sdo também constituintes das
esséncias florais, portanto, estdo relacionadas ao processo de polinizacdo como atrativos de
polinizadores e dispersores de sementes (Kesselmeier & Staudt 1999, Dudareva et al. 2013).
Em algumas espécies vegetais, os COV emitidos podem atuar também como seladores de
ferida. As substancias que compdem os 0leos essenciais também sdo consideradas organicas
volateis, apesar de apresentarem ponto de ebulicdo relativamente alto (acima de 2002C) (Maffei

etal. 2011).

Esses volateis sdo formados através de fotoassimilados do metabolismo primério que
vao se complexando e originam quatro rotas bioquimicas distintas (Figura 2). Sdo divididos
conforme a natureza quimica das moléculas, provenientes das vias bioquimicas do chiquimato
(&cido chiquimico), do Metileritritol fosfato (MEP), acido mevalénico (MVA) e da
lipoxigenase (LOX), que estdo envolvidas na producdo de inUmeras substancias quimicas
(Maffei et al. 2011). Sinteticamente, a via MEP € responsavel pela producdo de hemiterpenos,
diterpenos, monoterpenos e volateis derivados dos carotenoides, enquanto a MVA leva a
formacdo de compostos sesquiterpenos. A via do chiquimato produz os fenilpropandides,
benzendides e metil salicilato, ja a via LOX atua na producdo de volateis de folhas verdes e

jasmonato de metila (Dudareva et al. 2013).
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Figura 2. Esquema das rotas bioquimicas de formacdo dos compostos volateis adaptado de
Dudareva et al. (2013). AbreviacOes dos precursores: eritrose 4-fosfato (E4P), 3-deoxi-D-
arabino heptulosonato-7-fosfato (DAHP), Fosfoenolpiruvato (PEP), Pirofosfato de Dimetilalila
(DMAPP), Pirofosfato de Isopentilalila (IPP), Pirofosfato de geranilgeranilo (GG/PP),
Pirofosfato de Nerilo (NPP), Pirofosfato de geranilo (GPP) e Pirofosfato de farnesila (FPP).

Sabe-se que as vias MVA e MEP ndo sdo dependentes, sendo a formacdo de
sesquiterpenos provenientes da via MVA ocorrente no citosol e a formacdo plastidial de
monoterpenos provenientes da via MEP. No entanto, estudos evidenciam um cross-talk entre
ambas as vias, as quais podem utilizar os mesmos precursores, Pirofosfato de Dimetilalila
(DMAPP) e Pirofosfato de Isopentilalila (IPP) para formacdo dos isoprendides nos dois
compartimentos celulares (Bick & Lange 2003). Em condicdes de estresse, a via MVA pode
ser inibida e € a MEP que contribui de forma significativa para a biossintese de compostos
sesquiterpenos, tendo em vista que ambas utilizam 0s mesmos precursores (Bartram et al.

2006).



1.3. Oz6nio troposférico (O3)

O ozonio (Os) € um gas composto por trés atomos de oxigénio e apresenta um elevado
potencial de oxidacdo quando comparado a outros agentes oxidantes. Essa composicao
triatdbmica confere alta instabilidade a sua molécula e, portanto, Ihe atribui um carater de alta
reatividade (Kunz et al. 1999). Ele pode ser encontrado tanto na troposfera quanto na
estratosfera (Krupa & Manning 1988), e ainda, na troposfera, € considerado como um dos
poluentes mais importantes da atualidade (Silveira 2007, Wennberg & Dabdub 2008). Na
estratosfera, 0 0zonio protege a biosfera através da absor¢do da radiacao ultravioleta (Krupa &
Manning 1988, Oliveira 2014). Na troposfera, camada atmosférica em que 0s seres Vivos
habitam, a principal fonte deste poluente € a interacdo entre seus gases precursores 0xidos de

nitrogénio (NOX) e compostos organicos volateis (COV) (Lima 2007, Alvim et al. 2011).

Os COV oriundos da vegetacdo sdo altamente reativos e estdo envolvidos na quimica
da troposfera, podendo afetar o balanco regional e global de metano (CH4), mondxido de
carbono (CO), além de contribuir para 0 aumento da taxa de acidez atmosférica. Assim, 0s
volateis biogénicos estdo diretamente relacionados as mudancas climaticas globais, pois de
certa forma alteram o balanco global de carbono atmosférico (Fehsenfeld et al. 1992). Além
disto, também estdo associados a formacao de poluentes secundarios, como o 0zénio, nitrato de
peroxiacetila (PAN) e aerossois secundarios organicos, por serem seus precursores. Os volateis
apresentam distintos potenciais de formacdo de ozonio em funcdo das diferentes reatividades
apresentadas pelas caracteristicas quimicas de cada espécie e a concentracdo em que sdo
encontrados na atmosfera (Alvim et al. 2011). Assim, os COV biogénicos potencializam os
processos fotoquimicos da atmosfera, formando produtos que retroalimentam as espécies
oxidantes, como o0 0z0nio, que inevitavelmente alteram o equilibrio de CH4 e CO na atmosfera,
levando a danos ambientais em dimensdes ainda ndo mensuraveis (Guenther et al. 1995,

Fehsenfeld et al. 1992).



A formacdo do ozonio pode ser descrita em atmosfera isenta de COV ou com a
participacdo desses compostos. Para ambientes em que a concentracdo de volateis organicos e
outros compostos € baixa, a sua formacdo € iniciada pela decomposicdo do didxido de
nitrogénio (NO2) que, por intermédio da luz solar, da origem ao monoxido de nitrogénio (NO)
e o oxigénio atomico (Oe¢) (equacdo 1). Essa molécula de oxigénio atdmico reage com a
molécula de gés oxigénio (O-), presente naturalmente na atmosfera, e associada a uma outra
molécula inerte (M), com funcdo de absorcdo de energia, forma o ozbnio (equagdo 2). O
mondxido de nitrogénio proveniente da equacdo 1 reage com o ozonio formado na equacdo 2 e
regenera 0 NOz e O (equacdo 3). Estas reacdes estdo em equilibrio fotoestacionario, uma vez
que o NO pode atuar no consumo de Oz e dar origem ao NO- e oxigénio atdbmico (equagéo 4).
Dessa forma, o Oz produzido é consumido, ndo ocorrendo seu acimulo (De Assis 2014,

Cassimiro 2015). Essa € uma situacdo em que a atmosfera é considerada limpa.

Equacdo 1: NO2+ hv (A <430) > NO + Oe

Equagdo 2: O« + 02+ M 2> O3+ M

Equacdo 3: NO + Oz = NO2 + O

Equacéo 4: NO2 + Oz + hv (A <430) > NO + O3

Ja em locais com presenca significativa de COV oriundos de fontes antrdpicas e/ou
biogénicas, estes, em associagdo a radiagdo solar, podem reagir com radicais hidroxila (OHe),
encontrados na atmosfera, e originar o radical peroxi (RO2¢) (equagdo 5). Este radical tem a
propriedade de oxidar o NO a NO> (equacdo 6), desfavorecendo o consumo de Oz (equacdo 3)

e, desta forma, propicia o seu acumulo na atmosfera (Cassimiro 2015, Fernandes 2015).

Equagdo 5: COV (RH) (+OHe, hv) = RO2*

Equacdo 6: ROz + NO - NO2 + ROe



Em regides urbanas, em que a concentra¢do de 0zonio chega a alcancar valores pontuais
de 200 ppb, como na cidade de S&o Paulo, a contribuicio dos COV antropogénicos é
extremamente alta. Por apresentar fragmentos de areas verdes em seu entorno, a contribuicdo
dos COV biogénicos na formacdo de ozbnio e de outros oxidantes troposféricos pode ser
significativa. Ressalta-se que os COV na presenca de Oxidos de nitrogénio e radiacdo solar,
atuam na formacdo do smog fotoquimico, que por meio de uma cadeia complexa de reacdes
produz ozobnio, nitrato de peroxiacetila (PAN), peroxido de hidrogénio (H-0z), aldeidos,
cetonas, entre outros (Krupa & Manning 1998). Ainda, os volateis podem sofrer fotdlise e reagir
com o proprio Oz e radicais (OH e NOs), reduzindo suas concentracdes na atmosfera (Seinfeld
& Pandis 2006). Portanto, as concentra¢cdes atmosféricas de ozdnio e outros poluentes do ar sao
sensiveis a fluxos superficiais de COV, que ora podem levar ao acimulo de oxidantes e ora sua

reducdo (Ciccioli 1993).

Em relacéo ao ozénio troposférico e visando garantir a protecdo da saude e o bem-estar
das pessoas, foram estabelecidos padrdes de qualidade que definem legalmente as
concentracdes maximas de um componente atmosférico. No Brasil, os padrdes de qualidade do
ar estaduais foram estabelecidos no ano de 1976, via Decreto Estadual n® 8468/76, enquanto 0s
padrdes nacionais foram estabelecidos pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA) e
aprovados pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), por meio da Resolucédo

CONAMA n° 03/90 (Schirmer 2004, Cetesb 2015).

A partir de 2008, no estado de Sao Paulo, esses padrdes foram revisados com base nas
diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o que culminou na publicacdo do Decreto

Estadual n® 59113 de 23/04/2013. Neste, foram estabelecidos novos padrdes de qualidade do ar

por meio de metas gradativas e sucessivas que visassem a reducdo dos poluentes atmosféricos

em niveis decrescentes até atingir valores desejaveis ao longo do tempo (Cetesb 2015).


http://cetesb.sp.gov.br/qualidade-ar/wp-content/uploads/sites/37/2013/12/decreto-59113de230413.pdf
http://cetesb.sp.gov.br/qualidade-ar/wp-content/uploads/sites/37/2013/12/decreto-59113de230413.pdf

Parques urbanos e areas de conservagdo presentes na Regido Metropolitana de Séo
Paulo (RMSP), como o Parque do Ibirapuera e o Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI),
apresentam alta concentracdo de ozoénio. Este, pode afetar a vegetacdo causando danos ao
ecossistema terrestre. O 0zonio troposférico, que é o poluente em foco neste trabalho, ultrapassa
com frequéncia o nivel estadual de 70 ppb (140 png/m3) numa média de 8h e nacional de 80 ppb
(160 pg/m3) numa média horéria, estabelecidos pelo padrdo de qualidade do ar. Sendo assim, é
atualmente considerado um dos poluentes que apresenta situacdo mais desfavoravel no quesito
ultrapassagens. Este grande problema da poluicdo na RMSP esta diretamente associado a
elevada atividade veicular que, de acordo com a Cetesb, as emiss6es provindas dessa fonte sao
responsaveis por mais de 90% das emissdes gasosas de CO, NOx e COV (Martins 2006, Cetesb

2012, Cetesb 2015).

1.4. Ozbnio e a vegetacao

Além de causar danos a salde humana, o 0z6nio pode ser altamente prejudicial a
vegetacdo. Os danos atribuidos ao sistema biol6gico dos organismos vegetais dependem da
quantidade absorvida deste poluente pelo individuo, que enfrenta uma série de resisténcias ao
passar pelos compartimentos e estruturas vegetais, e esta sujeito a modificagdes provenientes

da interagcdo com os componentes celulares (Roshchina & Roshchina 2013).

O ozb6nio é considerado um excelente modelo de agente promotor de estresse na
vegetacdo por apresentar exposicdes em condicBes bem definidas, pela permissividade de
experimentos controlados serem realizados diversas vezes assemelhando as mesmas condicdes,
e pela ampla e variada faixa de O3, 0 que permite a obtencéo de respostas distintas quando as
plantas sdo submetidas a diferentes niveis de concentracdo desse poluente. Esse agente também
induz a emissdo de compostos organicos volateis como mecanismo de defesa por parte da
vegetacdo e tem sido utilizado como teste para a morte celular programada (Pellegrini et al.

2012).
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As principais resisténcias encontradas por este poluente sdo a superficie foliar, que pode
apresentar tricomas, dificultando assim sua penetracdo, e a camada limitrofe encontrada no
limbo. Os estbmatos, bem como a cuticula, também podem ser uma via de resisténcia para o
acesso desse poluente ao apoplasto (Fernandes 2015). Uma vez que penetra via estdbmatos
(Figura 3), localizados nas folhas (Ashmore 2005), pode reagir dentro da célula, formando
assim o0s oxirradicais como o radical hidroxila (HOe), superéxido (Oz¢) e peroxido de
hidrogénio (H20.) (Roshchina & Roshchina 2013), desencadeando alteragcdes nos processos
celulares, no metabolismo e na fisiologia das espécies vegetais, principalmente causando danos

na membrana dos tilacoides, presentes nos cloroplastos (Pinto et al. 2010, Tonial 2011).

Entradade
Estémato Estémato : !
o aberto fechado / Ozimpedida

Causa danos nas folhas \ @ > [D » Fotossintese reduzida

Acelera a senescéncia

Face adaxial

- . Peroxidacdo lipidica da
______ » Oxirradicais 4 L.
(HOs, O:*-, H:0:) membrana plasmatica

Defesa antioxidante
bem sucedida

Dentro da célula:
l Causam danos as proteinas,

carboidratos e DNA

Defesa antioxidante _ 75

Aclimataciio, i H
mal sucedida * i Morte ]

crescimentoe
sobrevivéncia

Figura 3. Esquema da interacdo do 0z6nio com o meio intracelular adaptado de Buchanan et
al. (2015). Radical hidroxila (HO=¢), superdxido (O2¢) e peroxido de hidrogénio (H20>).
Como mecanismo de defesa e a fim de mitigar os danos advindos do ozénio, a planta

pode fechar os estdmatos, impedindo a entrada do poluente. No entanto, este ato pode
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desencadear uma reducdo na taxa fotossintética, tendo em vista a permanéncia dos estbmatos
fechados. Ainda, além de reduzir a fotossintese, 0 0z6nio pode promover danos foliares, como
as injurias e o processo acelerado de senescéncia. Esses oxirradicais formados causam danos a
membrana, alterando o transporte de ions e aumentando sua permeabilidade. Proteinas, acidos
nucleicos e carboidratos também séo alvos da acdo dessas espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Buchanan et al. 2015). A exposi¢do ao ozbnio também aciona os mecanismos de defesa
antioxidante dentro da célula, que se bem sucedidos promovem sua aclimatag&o, sobrevivéncia
e crescimento, e se mal sucedidos ocasiam a sua morte. Todas essas respostas podem variar nos
vegetais de acordo com a duracéo e o nivel de exposi¢do ao 0zonio (Roshchina & Roshchina

2013, Buchanan et al. 2015, Choudhury et al. 2016).

Alguns estudos sobre a acdo do 0z6nio na vegetacdo se preocupam em avaliar as
respostas bioquimicas e morfolégicas das plantas sob a dptica da degradacdo de comunidade e
ecossistema vegetal frente ao cendrio das mudancas climaticas (Orendovici et al. 2003,
Lelieveld et al. 2008). Apesar de se ter o conhecimento da importancia dos volateis frente as
mudancas climaticas, especialmente o seu papel na formacéo de ozdnio e particulas (Claeys et
al. 2004), a inducdo desses compostos pelo 0zdnio é ainda pouco estimada (Niinemets et al.

2004).

1.5. Espécies vegetais estudadas

As familias Euphorbiaceae, Fabaceae e Anacardiaceae tém ocorrido em fragmentos
florestais impactados por altos niveis de 0zonio (Moura et al. 2014). A familia Euphorbiaceae
é uma das mais comuns nas formacgoes naturais brasileiras e o género Croton esta presente em
quase todos os ecossistemas. Devido as interferéncias antropicas, por exemplo pela extracdo de
madeira, grandes clareiras sdo formadas ocorrendo, consequentemente, o surgimento de
vegetacdo secundaria que provoca modificacdo da composicao floristica (Rondon-Neto et al.

2000). De acordo com estudos realizados por Rondon-Neto e colaboradores (2000),
12



Euphorbiaceae apresentou o maior nimero de espécies arbustivo-arbdreas regenerando em
clareiras e, dentre as espécies, C. floribundus (Figura 4B) se destacou apresentando maior valor
de importancia, regeneracdo natural total e posi¢do socioldgica relativa. Assim como a
Euphorbiaceae, representantes da familia Fabaceae e Anacardiaceae também sdo comumente
encontrados na maioria dos ecossistemas naturais brasileiros (Souza & Lorenzi 2008).
Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr (Figura 4C) e Astronium graveolens (Figura 4A) séo

representantes dessas familias, ocorrentes no Estado de Sdo Paulo, na floresta semidecidua, e

frequentes em regides de altitude compreendida entre 500-700 metros (Lorenzi 1992).

Figura 4. Individuos arbdreos de Astronium graveolens (A), Croton floribundus (B) e
Piptadenia gonoacantha (C), espécies vegetais nativas estudadas.

Estudos vém sendo realizados com Croton floribundus, e por serem recentes, ainda néo
foram tragados limites de resposta dessa espécie ao 0zonio. Entretanto, os trabalhos evidenciam
maior resisténcia desta espécie quando comparada a outras espécies vegetais nativas que
apresentam o mesmo estagio sucessional. C. floribundus é uma planta pioneira pertencente a
familia Euphorbiaceae, denominada popularmente como Capixingui. Esta familia tem grande
plasticidade ecologica, se estendendo por todo o territorio nacional (Ziroldo 2007), e pode ser
encontrada em forma arborea, arbustiva, de ervas e trepadeiras (Leme 1994). Espécies de
Croton podem apresentar substancias de suma importancia econdmica como 0leos essenciais e

constituintes ativos, que incluem os terpenoides, flavonodides e alcaldides (Costa et al. 2008),
13



além de serem apropriadas para reflorestamento de areas degradadas por sua rapida aparicdo

nestes locais (Augusto et al. 2003).

C. floribundus também apresenta tolerdncia frente ao estresse oxidativo, com
capacidade de acumular elementos téxicos como Cobre (Cu), Cadmio (Cd), Manganés (Mn),
Niquel (Ni), Enxofre (S) e Zinco (Zn), que podem ser encontrados naturalmente no meio em
que vivem (Domingos et al. 2015). Estudos realizados por Cardoso-Gustavson e colaboradores
(2014), evidenciaram que 0 0z6nio é capaz de induzir respostas anatdmicas, fisioldgicas e
histoldgicas nessa espécie em questdo, como a producdo de compostos terpendides que eleva
com a exposicao ao poluente e podem atuar na reducéo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
A presenca de tricomas ndo-secretores estrelares, pode ser uma ferramenta que confere alta
resisténcia a essa planta contra o ataque por herbivoros e os danos causados por outros agentes
(Domingos et al. 2015). Moura e colaboradores (2013) também relataram um sistema
antioxidante bem eficiente em C. floribundus, que pode estar associado a tolerancia dessa

espécie frente ao estresse oxidativo.

Astronium graveolens, espécie ndo pioneira e conhecida popularmente como Guarita ou
Gongcalo-Alves, ¢ uma fonte de suma importancia de principios ativos com propriedade
alelopatica e repelente (Chen et al. 1984, Silva et al. 2010). E pertencente a familia
Anarcadiaceae com presenca de um odor bem caracteristico (Lorenzi 2002). Estudos apontados
por Silva e colaboradores (2010), descreveram o0s principais compostos secundarios do género
Astronium, com abundancia de flavonoides, proantocianidinas (profisetinidina e

prorobinetinidina), e alguns polifendis (como lignina e tanino).

Apesar de poucos estudos realizados em espécies de Astronium, ja se tem o
conhecimento da presenga de 0leos essenciais constituidos principalmente por p-Cimeno,

Limoneno, 3-careno e biciclogermacreno, alem do principal composto volatil trans-Ocimeno
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encontrado em suas folhas frescas, com potencial repelente contra o inseto Acromyrnex lundi
(Hernandez et al. 2013). Sabe-se também que os compostos p-Cimeno e Mirceno foram os mais
encontrados na composicao do 6leo essencial dessa espécie vegetal em individuos da Colémbia
(Rodriguez-Burbano et al. 2010), corroborando amostras coletadas tanto na Venezuela quanto
no Brasil. O trans-pB-ocimeno aparentemente é a substancia mais comum encontrada em quase
todas as espécies deste género de planta (Rodriguez-Burbano et al. 2010, Hernandez et al.
2013). Outros estudos relacionados a A. graveolens em interagcdo com 0 0zdnio, mostraram que
a exposicdo ao ozonio altera sua atividade fotossintética e o processo de abscisdo foliar com
senescéncia celular acelerada, ressaltando o estresse induzido por esse poluente (Moura et al.

2013, Fernandes 2015, Cassimiro 2015).

Piptadenia gonoacantha (familia Fabaceae), popularmente conhecida como Pau-Jacaré,
€ uma arvore pioneira de rapido crescimento (Marques et al. 2009), apesar de Leite & Takaki
(1994) conferirem a essa espécie um comportamento de secundaria inicial. E considerada
indispensavel nos reflorestamentos mistos por ser uma espécie interessante a recomposicao de
areas degradadas (Lorenzi 2002, Almeida & Cortines 2008). Espécies deste género sdo
cientificamente interessantes por serem utilizadas no preparo do rapé, como por exemplo o
alcaloide Indol, presente em P. peregrina, com acdo de euforia sobre os humanos. Outros
compostos como flavonoides, cumarina, triterpenos e esteroides também foram detectados em

diversos estudos nas demais espécies do género Piptadenia (Carvalho et al. 2010).

Ainda, Carvalho e colaboradores (2010), descreveram pela primeira vez a presencga do
éster asperfenamato, os flavonoides e os cicloartanos em P. gonoacantha. J& Moura (2013)
verificou que P. gonoacantha apresentou alta sensibilidade em decorréncia da exposi¢do ao
ozonio, com aparicdo de sintomas visiveis, reducdo na taxa fotossintética e inducdo da
senescéncia provinda do acumulo de espécies reativas de oxigénio dentro das folhas,
especialmente de perdxido de hidrogénio (H205).
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Os volateis emitidos a partir de espécies vegetais de regides florestais devem ter um
papel importante no comportamento atmosférico, uma vez que nessas regides hd uma ampla
diversidade de espécies de plantas e uma grande complexidade da vegetagdo, o que implica na
liberagdo de compostos volateis ainda ndo mensurados (Baluska & Ninkovic 2010). Varias
espécies de plantas que emitem uma quantidade significativa de monoterpenos e compostos
oxigenados foram estudadas em alguns paises do mundo (Arey et al. 1991, Kesselmeier &
Staudt 1999, Kegge & Pierik 2009) e alguns géneros dessas plantas ocorrem em regides da
Mata Atlantica impactadas por polui¢do atmosférica (Domingos et al. 1998), especialmente

aquelas sob alto 0zénio (Moura et al. 2014).

Contudo, pouco se conhece sobre o efeito do 0zénio na inducdo dos organicos volateis
de plantas nativas brasileiras (Kesselmeier et al. 2009) e, menos ainda, daquelas ocorrentes em
regibes antropizadas, em que altos niveis de 0zonio sdo detectados. Estudos de campo tém
mostrado que essas trés espécies vegetais apresentam respostas de defesa distintas sob acao do
0zo6nio (Moura et al. 2014). Croton floribundus tem sido caracterizada por sua alta taxa de
defesas quimicas, sendo a espécie mais resistente ao ozonio, seguida pelo A. graveolens e P.
gonoacantha. As defesas quimicas das plantas estdo diretamente relacionadas com a producao
de volateis (Cardoso-Gustavson et al. 2014). Por isso, acredita-se que os COV emitidos por
plantas expostas ao 0zonio podem ser espécie-especifico. Dentre os estudos relacionados as
espécies vegetais, ndo ha dados mensurados na literatura referentes aos volateis organicos
induzidos em P. gonoacantha e A. graveolens. Portanto, o presente trabalho visa contribuir para
a compreensdo dos volateis tanto constitutivos quanto induzidos pelo 0zdnio na vegetacao
nativa. Portanto, nesse trabalho buscou-se avaliar a acdo do o0z6nio no perfil e na taxa de
emissdo dos volateis produzidos por essas espécies vegetais, visando verificar se 0 0zénio induz
volateis que sdo reconhecidamente importantes para as interacfes ecoldgicas e para 0S

processos fotoquimicos atmosféricos, tais como monoterpenos, sesquiterpenos, hemiterpenos.
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1.6.0bjetivos

O presente estudo teve como principal objetivo caracterizar os volateis produzidos
constitutivamente por individuos jovens das espécies vegetais Croton floribundus Spreng.,
Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F Macbr., e Astronium graveolens Jacq. E também,
caracterizar os volateis das trés espécies decorrentes da exposi¢cdo ao 0zonio, a fim de avaliar a
acao do ozonio no perfil e na taxa de emissdo dos volateis produzidos por essas espécies
vegetais, visando identificar possiveis COV que fossem especificos a inducdo pelo ozbnio, e

que poderiam ser utilizados como marcadores de exposicao a esse poluente.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e material vegetal

Mudas jovens de Croton floribundus Spreng., Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr.
e Astronium graveolens Jacq. foram adquiridas no viveiro comercial Bioflora, (S&do Paulo,
Brasil). Os individuos foram uniformizados por altura da parte aérea (aproximadamente 50 cm)
e transplantados em vasos plasticos de 5L contendo substrato do tipo Eucatex Plantmax em
mistura com vermiculita na proporcao de 3:1, respectivamente. Posteriormente, as plantas
foram acomodadas e mantidas pelo periodo de um més em casa de vegetacdo (Figura 5A) com
ar filtrado, situada no Instituto de Botanica de S&o Paulo-SP (Latitude 23°38°08”S/23°40°18’S,

Longitude 46°36°48”W/46°38°00”W), para aclimatacéo pds transplante.

' B m\"ﬁ,

Figura 5. Vista frontal da casa de vegetacdo (A) com plantas de C. floribundus acomodadas
sobre caixas de polietileno pos transplante para aclimatagéo (B).

Os vasos permaneceram sobre caixas de polietileno (Figura 5B), recobertas com grades
metalicas para garantir o suporte dos vasos. As caixas foram utilizadas como reservatérios de
agua e em cada vaso foram inseridas duas cordas de nailon que permaneceram em contato com
agua de forma a promover a irrigacdo por capilaridade. Quinzenalmente, 100 ml de solucéo
nutritiva do tipo Hoagland foram aplicados em cada vaso contendo macronutrientes (KNOs,

Ca(NO3)2.4H20, NH4H2PO4, MgS04.7H20) e micronutrientes (KCI, H3BO3, MnSO4.H-0,
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ZnS04.7H20, CuS04.5H2,0, H2Mo00s (85% Mo0Os3), Fe-EDTA) necessarios para 0 Seu

desenvolvimento.

Para os constitutivos, quarenta individuos de cada espécie vegetal foram selecionados e
aclimatados as condi¢des de luminosidade (radiacdo média: 422 umol.cm?s™t), temperatura (27
+ 2°C) e umidade (67,3 £ 5,2 %) da coleta durante dois dias antes das folhas expandidas serem
introduzidas em sacos de poliéster, previamente tratados em temperatura de 100°C em um
periodo de 24 horas, com aberturas laterais para entrada e saida de ar, permitindo assim a
manutencdo das trocas gasosas. Para os individuos expostos ao 0zodnio, vinte e sete plantas
foram acomodadas por quatro dias as mesmas condicdes laboratoriais e, ainda, as condicdes

internas das camaras de Teflon, utilizadas para os tratamentos AF e AF+O3,

2.2 Exposigédo ao ozonio

As exposicdes foram realizadas em camaras (Figura 6) no sistema de fumigacédo do
Laboratorio de Interacdo Atmosfera-Planta (LABIAP) do Nucleo de Pesquisa em Ecologia
(Souza & Pagliuso 2009), com condi¢des experimentais de temperatura, radiacdo, fotoperiodo
e umidade controladas. Ainda, ar condicionado central e iluminacdo artificial fornecida por

luzes metalicas de vapor (400 W) e fluorescentes (30 W TLO5).
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Figura 6. Vista lateral (A) e frontal (B) das camaras revestidas com Teflon associadas ao
sistema de fumigacdo do Laboratorio de Interacdo Atmosfera-Planta no Instituto de Botanica
de Séo Paulo.

As camaras foram constituidas por uma estrutura de aco inoxidavel coberta por uma
pelicula de Teflon, nas dimensfes de 85 cm x 94 cm 85 cm (Largura x profundidade x altura).
O ar foi filtrado por filtro de papel (Whatman 40), gel de silica (150 g, Merck), carvao ativo
(250 g, Merck), permanganato de potéssio (500 g, Purafil Select) e outra camada de filtro de

papel (Whatman QMA).

Para a exposi¢do, foram realizados dois tratamentos: Ar filtrado (AF) para o controle
isento de ozbnio, e o Ar filtrado enriquecido com 80 ppb de 0zénio (AF+03) para 2 (AF+2d0Os3)
e 4 (AF+4d0:s) dias de exposicdo ao poluente. Nove individuos de cada espécie foram expostos
a cada tratamento, totalizando 18 individuos para AF+0O3, € nove ao seu controle AF, ao longo
de 5 horas por dia durante 4 dias consecutivos. Trés repeti¢cdes para cada exposic¢ao foram feitas

para as trés espécies vegetais em estudo.

Apos filtracdo, o ar foi enriquecido com 80 ppb de 0zénio, gerado sob descarga elétrica

pela dissociacdo do oxigénio contido no ar filtrado por meio de um gerador (Figura 7A) de
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0zonio (Ozontechenic), do qual os niveis desse poluente foram monitorados continuamente por

um monitor fotométrico Ecotech 9810B (Figura 7B).

Figura 7. Gerador de 0z6nio (A) e monitor fotométrico Ecotech (B).

2.3 Coleta dos Compostos Organicos Volateis (COV)

Os volateis foram coletados (Figura 8) por meio de cartuchos, contendo 100 mg de
Tenax TA mesh 60/80, acoplados a uma das aberturas e, também, associados a uma bomba de
sucgdo com fluxo de ar amostrado de aproximadamente 0,2 L/min do total de 1,5 L/min de ar
inserido. O tempo de amostragem compreendeu o periodo total de 90 minutos. As amostras

foram armazenadas em refrigerador para posterior analise quimica.

Figura 8. Foto ilustrativa da coleta de compostos organicos volateis em laminas folilares de

C. floribundus.
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2.4 Anélise em cromatografia gasosa (CG-EM)

Os volateis amostrados foram analisados em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM Agilent 5977) e dessorvidos em nitrogénio gasoso por
sistema de dessor¢do térmica automatica ATD650 da Perkin-Elmer, Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA, a 250°C durante 5 minutos, com temperatura de transferéncia de 200°C e taxa de
aquecimento em 40°C/s com injecao de criofocagem a -30°C. O tempo total do ciclo de anéalise
foi de 80 minutos. A separacdo da amostra gasosa foi realizada pela coluna capilar HP-5 (50 m
X 0.2 mm i.d. x 0.5 um de espessura do filme; Hewlett-Packard) por meio do gas de arraste

Hélio (He).

Figura 9. Sistema de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (A) e sistema
de dessorcdo térmica (B).

2.5 ldentificacdo e quantificacdo dos compostos

A identificacdo foi realizada por meio dos ions de massa a partir da comparacao dos
espectros de massa da amostra com os contidos na biblioteca quimica Wiley/NIST. A
quantificacdo foi efetuada com base nas curvas analiticas dos padrdes (a-Pinene, B-Pinene, o-
Cymene, B-Ocimene, a-Terpinene, D-Limonene, a-Copaene, Caryophyllene, 3-Carene,

Humulene) desses volateis adquiridos pela Sigma Aldrich, comercialmente disponiveis. A
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curva do padrdo a-Pinene foi adotada para estimar as concentragdes dos compostos que nédo

tinham padr@es disponiveis para a realizagdo de suas respectivas curvas.

2.6 Tratamento de dados

A taxa de emissdo Es [ng g h™] de cada um dos compostos foi calculada a partir de
uma equacao adaptada de Bracho-Nunez et al. (2013). Constituida pela diferenca entre a
concentracdo da amostra e a concentracdo do branco Ac em [ng/L], pelo fluxo Q em [L/h] e a

massa seca [dw] da amostra vegetal em [g].

Es = Ac (%)

A matriz de dados foi logaritmizada pela transformacao [log (x+1)] no intuito de atenuar
a heterogeneidade da variancia. Ainda, esta conversao é altamente recomendavel quando os

dados tratados sdo muito pequenos ou préximos de zero (Zar 2007).

2.7 Analise estatistica

Para os volateis constitutivos, as relacfes entre compostos organicos volateis e espécies
vegetais foram determinadas por meio da andlise de coordenadas principais (ACoP). A analise
de coordenadas principais é uma generalizacdo da analise de componentes principais (ACP),
que permite a reducdo do conjunto de dados em poucas variaveis. Difere quanto a ACP
principalmente por permitir o uso de varidveis ndo lineares e dispensar os dados originais,

utilizando-se uma matriz de similaridade (Prado et al. 2002).

As diferencas entre espécies foram testadas utilizando a analise de similaridade
(ANOSIM) com a critico de 0.05 de significancia, em que se testa o agrupamento entre as
amostras dentro de um grupo em relagdo ao que se observa entre amostras de diferentes grupos

(Anderson & Walsh 2013). Para descrever quais compostos contribuiram para a dissimilaridade
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entre as espécies, foi realizada uma andlise de percentual de similaridade (SIMPER). Esta
andlise de similaridade visa determinar a contribuicéo individual de cada