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RESUMO

ARAUJO, DAIANY DE ALMEIDA; Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
fevereiro de 2023. Potencial de Bioindicacéo da Poluigdo do Ar por Plantas Presentes em um
Fragmento de Cerrado. Orientadora: Dr.2 Fernanda dos Santos Farnese; Coorientadores: Dr.
Althiéris de Souza Saraiva, Dr. Paulo Eduardo Menezes Silva e Dr2. Priscila Ferreira Batista.

Emissdes de gases por veiculos constituem a principal fonte de polui¢do do ar na maioria
dos centros urbanos e a fragmentacdo de habitats tem exposto espécies arbdreas a
concentracOes cada vez maiores desses poluentes. O Cerrado encontra-se especialmente
ameacado por esse tipo de impacto ambiental, pois a baixa protecdo legal resultou em
extensa fragmentacdo, com consequente maior exposi¢do das arvores a fontes de poluicéo
atmosférica. Esse trabalho objetivou avaliar o impacto da proximidade com fontes de
poluicdo ambiental sobre a fisiologia de trés espécies vegetais comumente encontradas
em fragmentos de Cerrado. Para isso, coletas foram realizadas em um remanescente do
Cerrado no municipio de Rio Verde, sendo selecionadas duas areas nesse remanescente:
a area 1, localizada as margens da rodovia BR 0-60 e préxima a um distrito industrial; e
a area 2, localizada no interior do fragmento. Em cada area foram selecionadas trés
espeécies vegetais, com cinco repeti¢cdes cada: Vochysia tucanorum, Tachigali vulgaris e
Psidium oblongatum. Em cada ponto, foi verificada a radiacao fotossinteticamente ativa
e a umidade do solo, a fim de garantir que as espécies estavam em condi¢es homogéneas
de luz e disponibilidade hidrica. As avaliagbes foram realizadas durante a estacdo
chuvosa, no més de novembro de 2021. Foram avaliadas varidveis fotossintéticas,
concentracdo de antocianinas e flavonoides, indice de balango de nitrogénio, concentagédo
de malondialdeido, atividade de enzimas antioxidantes e densidade das espécies. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
utilizando o teste de T. A proximidade com a rodovia diminuiu a taxa fotossintética das
plantas, alterou a concentracdo de antocianinas e flavonoides, provocou desbalango no
indice de nitrogénio e aumentou a ocorréncia de danos celulares, o que, por sua vez,
resultou em decréscimo na densidade de espécies. Esses dados apontam para a
possibilidade de utilizar as espécies vegetais aqui avaliadas em programas de
biomonitoramento ambiental e demonstram o risco da fragmentacdo de habitats e da
antropizacédo para a conservacgéo da biodiversidade do Cerrado.

Palavras-chave: Biomonitoramento; trafego de veiculos; fragmentacdo; conservacao;
biodiversidade.



ABSTRACT

ARAUJO, DAIANY DE ALMEIDA; Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
fevereiro de 2023. Potential for Bioindications of Air Pollution by Plants Present in a
Fragment of Cerrado. Orientadora: Dr.? Fernanda dos Santos Farnese; Coorientadores: Dr.
Althiéris de Souza Saraiva, Dr. Paulo Eduardo Menezes Silva e Dr2. Priscila Ferreira Batista

Gas emissions from vehicles are the main source of air pollution in most urban centers
and habitat fragmentation has exposed tree species to ever-increasing concentrations of
atmospheric pollutants. The Cerrado is especially threatened by this type of
environmental impact, as the low legal protection has resulted in extensive fragmentation,
with consequent greater exposure of trees to sources of atmospheric pollution. This study
aimed to evaluate the impact of proximity to sources of environmental pollution on the
physiology of three plant species commonly found in Cerrado fragments. For this,
sampling was carried out in a remnant of Cerrado in the municipality of Rio Verde, with
two areas being selected in this remnant: area 1, located on the edge of the BR 0-60
highway and close to an industrial district; and area 2, located inside the fragment. In each
area, three plant species were selected, with five replications each: Vochysia tucanorum,
Tachigali vulgares, and Psidium oblongatum. At each point, the photosynthetically active
radiation and soil moisture were analyzed to ensure that the species were in homogeneous
conditions of light and water availability. The evaluations were carried out during the
rainy season, in November 2021. Photosynthetic variables, the concentration of
anthocyanins and flavonoids, nitrogen balance index, malondialdehyde concentration,
activity of antioxidant enzymes, and species density were evaluated. Data were subjected
to analysis of variance (ANOVA) and means were compared using the T test. Proximity
to the highway decreased the photosynthetic rate of the plants, altered the concentration
of anthocyanins and flavonoids, caused an imbalance in the nitrogen content and
increased the occurrence of cellular damage, which, in turn, resulted in a decrease in the
species density. These data point to the possibility of using the plant species evaluated
here in environmental biomonitoring programs and demonstrate the risk of habitat
fragmentation and anthropization for the conservation of Cerrado biodiversity.

Keywords: Biomonitoring; vehicle traffic; fragmentation; conservation; biodiversity



1. Introducéo

As ac¢des antropicas na natureza ao longo das ultimas décadas causaram uma
série de desbalancos ambientais capazes de alterar significativamente o complexo
equilibrio em dominios de todo o mundo. Dentre esses impactos, pode-se destacar a
rapida urbanizacdo e industrializacdo, as quais resultaram no aumento exacerbado da
liberacdo de gases toxicos na atmosfera, culminando na polui¢do do ar e comprometendo
a salde humana, a conservacao da biodiversidade e acarretando o decréscimo de diversas
populacdes de espécies (Liu et al., 2016; Tovar-Sanchez et al., 2018). O grupo mais
expressivo de poluentes atmosféricos sdo conhecidos como poluentes organicos
persistentes, que sdo compostos liberados entre as fases gasosas, liquidas e particuladas,
por meio de diversas fontes de combustdo, como a queima de combustiveis fosseis,
biomassa e emissdes naturais (Barbas et al., 2018).

A emissGes de gases por meio de veiculos constituem a principal fonte de
poluicdo do ar na maioria dos centros urbanos. Quatro poluentes principais sao liberados
de escapamento de veiculos automotores, evaporacdo de combustivel e solvente:
mondxido de carbono, hidrocarbonetos, éxidos de nitrogénio e compostos organicos
volateis (COVs), que através das reagcdes quimicas sofridas no ar sao transformados em
particulas (Hao et al., 2021). Com a grande presenca de veiculos com motores a diesel
em paises industrializados, as particulas de exaustdo de diesel contribuem com até 90%
do material particulado atmosférico (Aikes, 2019). Em 2014, o transporte como um todo
foi responsavel por um total de 23% das emissfes de CO2 pela combustdo de combustivel
fossil, sendo que o transporte rodoviario foi responsavel por 20% da liberacdo CO2 na
atmosfera em todo o mundo (Agéncia Internacional de Energia, 2016). As atividades
industriais e o trafego de veiculos que utilizam combustiveis fosseis contribuem com 65%
das emissdes globais de gases para o efeito estufa, onde esses gases tem a capacidade de
reter calor na atmosfera com contribuicdo significativa para o aumento da temperatura e
0 aquecimento global (IPCC, 2014).

Os COVs, que sdo emitidos principalmente pela exaustdo de veiculos, possuem
uma forte capacidade de oxidacdo troposférica, balanco radiativo e deterioracdo a
qualidade do ar (Yadav et al., 2019). Dessa forma, a liberacao desses poluentes incorre
em riscos a saude humana, aumentando a probabilidade de as pessoas desenvolverem
graves doencas, como cancer ou outros problemas que atacam os sistemas respiratorio,
neurologico e reprodutivo (Li et al., 2018). Em adi¢do, compostos atmosféricos também

compromete todo o ecossistema, afetando microrganismos, plantas e animais e, portanto,
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ameacando a sustentabilidade das funcdes ecossistémicas (Mishra e Baragava, 2016).
Alguns dominios brasileiros sdo particularmente ameacados pela poluicdo atmosférica,
como é o caso do Cerrado.

O Cerrado é o segundo maior dominio brasileiro e abriga mais de 12.400
espécies vegetais, sendo muitas delas endémicas, o que faz com que ele seja considerado
um dos grandes hotspots mundiais de biodiversidade (Strassburg et al., 2017). Apesar
disso, o Cerrado € a savana tropical mais ameacada no mundo, principalmente por fatores
como a expansdo do agronegdcio e a baixa protecao legal (Sano etal., 2019). Como efeito,
o Cerrado perdeu aproximadamente 50% da sua area nativa e, entre agosto de 2019 e
julho de 2020, 7.340 km? de vegetacdo nativa foram removidas, representando um
aumento de 13% no desmatamento em relacdo ao ano anterior (Assis et al., 2021). Como
consequéncia, uma parcela significativa da vegetacdo nativa do Cerrado ficou restrita a
fragmentos que se encontram cercados por atividades agropecudrias, industrias, cidades
e rodovias. Essa maior proximidade com fluxo de veiculos, pessoas e compostos liberados
por atividades industriais e agricolas representa uma maior exposi¢do da biodiversidade
do Cerrado a poluentes atmosféricos diversos, 0s quais podem impactar processos
ecossistémicos e resultar na perda de biodiversidade.

A maior parte dos poluentes atmosféricos entram nas plantas por meio de
pequenas aberturas localizadas na epiderme das folhas, os estdmatos. Os estdmatos séo
estruturas capazes de se abrir e fechar para regular a entrada de CO e saida de vapor de
agua para as atividades fotossintéticas e transpiratorias (Mesquita et al., 2013). Essas
estruturas, no entanto, também funcionam como a porta de entrada de gases toxicos, 0s
quais atingem os espacos intracelulares da folha e podem entrar dentro das células, com
capacidade de degradacdo de lipidios e inibicao da atividade enzimatica, comprometendo
diversos processos fisiologicos (Baumbach, 2012). A absorcao de poluentes atmosféricos
pode colapsar a estrutura da célula, o que frequentemente resulta da producédo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (EROSs), as quais danificam lipideos, proteinas e acidos
nucleicos (Patel e Parida, 2021; Abu-Shahba et al., 2022). Dessa forma, uma resposta
comumente observada em plantas expostas a poluentes atmosféricos consiste justamente
no fechamento estomatico, o qual, por sua vez, impacta diretamente 0 processo
fotossintético, devido a menor difusdo de CO,, aumento da temperatura da folha e
diminuicdo da taxa de transpiracdo (Pereira et al., 2009).

Embora a absor¢do dos compostos toxicos seja uma ameaga a biodiversidade, a

capacidade das plantas para absorver poluentes atmosféricos pode ser utilizada em
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programas de biomonitoramento ambiental. O biomonitoramento ambiental consiste em
um método préatico e complementar ao estudo e controle da qualidade do ar. Com efeito,
0 tipo e a quantidade dos poluentes interceptados pelas plantas geram alteracGes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, as quais podem ser especificas ou generalistas
e podem fornecer informacdes sobre a presenca de poluentes atmosféricos e o seu impacto
na biota (Li et al., 2018). Para que uma espécie possa ser utilizada em programas de
biomonitoramento, a mesma deve possuir uma representatividade relevante na area de
estudo, deve ser sensivel ao poluente ou desenvolver niveis de tolerdncia através de
alteragcBes em moléculas ou processos, deve estar presente na area durante todo o ano e,
preferencialmente, deve ser de facil coleta e manuseio (Nunes, 2009). O
biomonitoramento comumente demanda a utilizacdo de biomarcadores de poluicdo
ambiental. Um biomarcador é qualquer resposta bioldgica ao estresse estudado, incluindo
respostas em nivel molecular, bioquimico, fisiolégico, anatdmico ou morfolégico.
Quanto menor o nivel avaliado, geralmente mais rapida é a resposta observada
(Mukherjee et al., 2019).

Tendo em vista a importancia do Cerrado para a conservagédo da biodiversidade,
e considerando a ameaga que a fragmentagcdo e a consequente exposicdo a poluentes
atmosféricos representa para a vegetacao deste Dominio, esse trabalho objetivou avaliar
0 impacto da proximidade com fontes de poluicdo ambiental sobre a fisiologia de trés
espécies vegetais comumente encontradas em fragmentos de Cerrado: Vochysia
tucanorum, Tachigali vulgares e Psidium oblongatum. O trabalho testou as seguintes
hipdteses: i) plantas localizadas na borda do fragmento sofrem maiores perturbacdes em
seu metabolismo devido a maior proximidade com atividades antropicas em comparacao
com as plantas que se localizam no interior da mata; e ii) as alteragGes anatémicas e
metabdlicas em resposta a proximidade com as atividades antropicas permite a utilizacao
de espécies vegetais do Cerrado em programas de biomonitoramento ambiental. Os
resultados desse trabalho, além de fornecerem importantes informacfes sobre o
biomonitoramento da qualidade do ar, tambem sdo importantes para avaliar o impacto da

poluicdo atmosférica sobre a biodiversidade floristica do Cerrado.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

O estudo teve como objetivo avaliar o impacto da proximidade com atividades



antropicas sobre o metabolismo vegetal, verificando as alteragbes anatémicas,
fisioldgicas e bioquimicas em trés especies arbdreas/arbustivo de alta abundancia em
mata do Cerrado, caracterizando o potencial dessas espécies para programas de

biomonitoramento ambiental.

2.2. Objetivos especificos

e Auvaliar o potencial de espécies arboreas encontradas no Cerrado para o
monitoramento do efeito da proximidade com atividades antrépicas em
remanescentes do Dominio Cerrado;

o Verificar o efeito da proximidade com atividades antropicas sobre as
caracteristicas anatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas de espécies relevantes no
Cerrado, determinando possiveis biomarcadores;

e Determinar o efeito da proximidade com &reas antrdpicas sobre a densidade de
arvores no Cerrado;

e Contribuir com a formacéo de recursos humanos.

3. Material e Métodos
3.1. Area de estudo e design experimental

A area em estudo se localiza no municipio de Rio Verde e pertence a fazenda
Coqueiros, que possui uma mata nativa com espécies do Dominio Cerrado. A area de
mata nativa compreende aproximadamente 26,7 ha, sendo que sua borda se localiza as
margens da rodovia BR 0-60, a qual possui alto fluxo de veiculos, além de estar proxima
de &reas de plantacOes e de industrias diversas (a area esta localizada a 7 km do distrito
industrial, latitude -17,8248 e longitude -51,0506). Dessa forma, as espécies localizadas
nessa area de mata nativa, sobretudo, aquelas estabelecidas na borda do fragmento, estao
expostas a diferentes fontes de poluicdo atmosférica em decorréncia de atividades
humanas variadas, destacando-se o trafego de veiculos.



Figura 1. Vista do Google Maps do Fragmento de Mata (em amarelo) onde as coletas
foram realizadas. Na figura é possivel visualizar o complexo industrial (vermelho) e a
rodovia BR 0-60 (azul). O fragmento de mata se encontra as margens da rodovia e, entre
o fragmento e o complexo industrial, ha uma distancia de aproximadamente 7

quildmetros.

A fim de avaliar o efeito da poluicdo atmosférica sobre as espécies relevantes no
Cerrado, foram selecionadas 3 espécies vegetais: Vochysia tucanorum, Tachigali vulgaris
e Psidium oblongatum (Figura 2). Essas espécies foram escolhidas pela sua ocorréncia na
area amostral. Foram escolhidos 2 pontos de coleta dentro da mata nativa da fazenda
Coqueiros, sendo a primeira area 2 metros apds a borda da mata e proximo a rodovia
(Area 1) e a segunda area 20 metros ap6s 0 primeiro ponto, em direcdo ao centro da mata
(Area 2). Em cada ponto, foi verificada a radiacio fotossinteticamente ativa (sensor de
radiacdo - Decagon Devices) e a umidade do solo (sensor de umidade do solo -
HydroSense 1l Handheld), a fim de garantir que as espécies estavam em condic¢Ges
homogéneas de luz e disponibilidade hidrica (Tabela 1). As avaliacdes e coletas foram
realizadas durante a esta¢do chuvosa, no més de novembro de 2021, e estdo descritas nos
préximos topicos. Em cada ponto foram avaliadas 5 repeti¢Bes (5 individuos) de cada
uma das espécies estudadas, sendo os individuos uniformizados em relagdo ao tamanho

da planta e da copa.



R

Figura 2: Trés espécies vegetais que ocorrem no fragmento de Cerrado analisado:

Vochysia tucanorum (A), Tachigali vulgares (B) e Psidium oblongatum (C).

Tabela 1: Média de trés leituras de umidade do solo e radiagdo fotossinteticamente ativa
(PAR) em cada um dos pontos de coleta para as trés espécies avaliadas.

Espécie % Umidade solo PAR
Areal | Area 2 Areal |  Area2
V. tucanorum 20,4 17,8 124,69 106,27
T. vulgares 16,7 19,7 98,38 109,92
P. oblongatum 22,3 18,8 95,92 89,61

3.2. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As avaliacOes fisioldgicas foram realizadas no periodo das 8:30 as 11 horas da
manhd&. As trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila a foram medidas em uma folha
totalmente expandida utilizando um analisador de gas infravermelho (IRGA, modelo Li-
6400xt, Li-cor, Nebraska, EUA). A taxa de assimilacao liquida do carbono (A, pmol CO-
m2s 1), e transpiratoria (E mmol H.0 m? s 1), condutancia estomatica (gs, pmol H.O m?
s 1), relagdo entre a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca), eficiéncia de
carboxilagdo instantanea (A/Ci) e a eficiéncia intrinseco do uso da agua (A/gs) (Ribeiro
et al., 2009), foram determinadas sob radiacéo fotossintéticamente ativa constante (PAR,

8



1000 pumol fétons m s), concentragdo de CO2 (400 umol mol™), temperatura (~25,5
°C) e umidade relativa ambiente (~80%). Os parametros de fluorescéncia da clorofila a
foram obtidos para obter a fluorescéncia de estado estacionario (F) e posteriormente, um
pulso de saturacao foi aplicado para obter a fluorescéncia maxima em um estado adaptado
a luz (Fm'). O rendimento quantico efetivo do fotossistema II (PSII), ®psi= (FM'-F) /Fm’)
foram calculados de acordo com Genty et al. (1989). O ®pg) foi usado para calcular a taxa
de transporte de elétrons, ETR = ®ps).PAR.LefABS.0,5 (Bilger et al., 1990). Aqui, PAR
define o fluxo de fotons (umol m2 s™) nas folhas, LeafABS. E a fragdo da luz incidente
que € absorvida pelas folhas e 0,5 é a fragdo da energia de excitacdo direcionada para o
PSII.

3.3. Determinacao de pigmentos (clorofila, flavonoides e antocianinas) e indice de
balancgo de nitrogénio

Foi utilizado um sensor portatil para estimar em tempo real e de forma ndo
destrutiva o indice de clorofila, flavonoides e antocianinas. O teor dos pigmentos foi
determinado utilizando-se o sensor optico Dualex (FORCE-A, Orsay, Franca) em folhas
totalmente expandidas e expostas ao sol. O indice de balanco de nitrogénio (NBI) foi
calculado a partir dos dados médios de clorofila total e flavonoides de cada folha (Goulas
etal., 2004).

3.4. Danos celulares

A concentracdo de aldeido malénico (MDA) foi determinada estimando-se as
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBA), sendo os resultados expressos em
equivalentes de aldeido malénico (Cakmak e Horst, 1991). O tecido foliar (0,25 g) foi
macerado na presenca de nitrogénio liquido e homogeneizado com 0,1% (p/v) de &cido
tricloroacético (TCA) e 20% de polivinilpirrolidona. O homogenato foi centrifugado a
15.000 x g por 15 min a 4°C. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a
1,5 mL de 0,5% de acido 2-tiobarbitarico (TBA) (preparado em 20% de TCA). As
amostras foram homogeneizadas e a reacao colorimétrica conduzida a 90 °C por 20 min,
apos incubacdo em banho-maria. A seguir, as amostras foram imersas em banho de gelo
e clarificadas através de centrifugacdo a 15000 x g por 15 min a 4 °C. A absorbancia das

amostras foi lida em espectrofotbmetro a 532 nm e a absorbancia inespecifica (660 nm)



foi lida e descontada. A peroxidacdo de lipidios foi estimada como conteudo total de
substancias reativas ao TBA e expressa como equivalentes de MDA. O coeficiente de
extingdo molar do MDA (155 mM™ cm™) foi utilizado para os calculos e os resultados

expressos como nmol g * MF.

3.5. Avaliagdo do metabolismo antioxidante

Para determinar a atividade das enzimas dismutases do superoxido (SOD, EC
1.15.1.1), peroxidases (APX, EC 1.11.1.11) e catalases (CAT, EC 1.11.1.6), amostras
foliares de aproximadamente 0,3 g foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em meio de extragdo contendo tampédo fosfato de potéssio 0,1 M, pH
6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona
(Peixoto et al., 1999); Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 x g por 15min, a
4°C. Os sobrenadantes foram utilizados como extrato enzimético bruto e as atividades
enzimaticas foram determinadas pela adicdo do extrato aos seguintes meios de reacao:

e Tampdo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-
nitrotetrazolio (NBT) 75 um, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 um, para SOD
(Giannopolitis e Ries, 1977);

e Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascérbico 0,8 mM e H202 1
mM, para APX (Peixoto et al., 1999);

e Tampao fosfato de potassio 50 mM e H202 12,5 mM, para CAT (Peixoto et al.,
1999).

Para determinagéo da atividade da SOD, as amostras foram iluminadas por 5 min
e a absorvancia foi, entdo, medida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para reduzir em 50% a fotorreducdo do NBT
(Giannopolitis e Ries, 1977). As atividades das enzimas APX e CAT foram estimadas
pela leitura da absorvancia durante o primeiro minuto de reacdo. Os seguintes coeficientes
de extingdo molar foram utilizados: APX (290 nm, &: 2,8 mM-1 cm-1); e CAT (240 nm,
€: 36 M-1 cm-1) (Peixoto et al., 1999).

3.6. Avaliacdo da densidade das arvores

Para determinar a densidade de cada uma das espécies analisadas nesse estudo,

foi realizado um levantamento floristico na Area 1 e na Area 2. Para isso, foram
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demarcados em cada area 3 quadrantes com 2 mz2, sendo que cada quadrante estava a 10
metros de distancia em relacdo ao proximo. Em cada quadrante foram identificadas e

contadas cada individuo pertencente a uma das trés espécies analisadas neste trabalho.

3.7. Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, compondo o fatorial
3x2, sendo: 3 espécies e 2 locais, com 5 repeticdes, totalizando 30 unidades
experimentais. Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
as médias comparadas utilizando o teste de T, a 5% de probabilidade. Para cada variavel,
comparou-se cada espécie na borda (Area 1) com a mesma espécie no centro do
fragmento (Area 2) (barras inferiores nos graficos). Em seguida, os valores médios das
trés espécies (em conjunto) para cada variavel foram comparados entre as areas (barras
superiores nos graficos). As analises estatisticas e os graficos foram realizados utilizando-

se 0 programa estatistico R (R Studio, 2013).

4. Resultados
4.1. Alteragdes fisiologicas

A maior proximidade com atividades antropicas, sobretudo com o trafego de
veiculos e atividades industriais, alterou diversos aspectos da fisiologia vegetal das
espeécies avaliadas nesse estudo. Embora ndo tenham sido observadas alteracdes para a
concentracdo de clorofilas (Fig. 3A) e nem para a taxa de transporte de elétrons (ETR;
Fg. 3B) entre as espécies, ao avaliar-se as areas observou-se que na area 1 a taxa de
transporte de elétrons foi menor do que na area 2.

Em relacdo aos parametros de trocas gasosas, observou alteracdes praticamente
todas as variaveis. Com efeito, 0 mesmo padrdo de resposta foi obtido para as variaveis
taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutancia estomatica (gs), a taxa
transpiratéria (E), a razdo entre concentracdo interna e externa de CO. (Ci/Ca) e a
eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) (Fig. 4A-E), os quais foram sempre menores na area 1
em comparacgdo com a area 2. Ao avaliar-se cada espécie isoladamente, no entanto, ndo
foi possivel identificar claramente nenhum tipo de padrdo. Por exemplo, apenas Vochysia
tucanorum apresentou alteracOes significativas entre as areas em relagdo a A, enquanto
Pisidum oblongatum e Tachigali vulgaris apresentaram, respectivamente, menores

valores de gs ou de A/Ci na area 1. Todas as espécies tiveram maior E na area 2, embora
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a eficiéncia no uso da agua ndo tenha se alterado entre espécies ou entre as areas (Fig.

4F).
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Figura 3. Concentracdo de clorofila (A) e taxa de transporte de elétrons (ETR; B) para
trés espécies ocorrentes em fragmento de Cerrado. Em cada grafico, as barras inferiores
mostram a comparagdo para cada espécie entre a area 1 (proxima a rodovia) e a area 2
(interior do fragmento); e as barras superiores mostram a comparacéo dos valores medios
das trés espécies agrupadas em cada area. As barras verde-claros representam a area 1 e
as barras verde-escuros sdo da area 2. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
entre si de acordo com o Teste T, a 0,05% de probabilidade.
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Figura 4. Parametros de trocas gasosas em trés espécies vegetais ocorrentes em
fragmento de Cerrado. Foram avaliadas a taxa de assimilacéo liquida do carbono (A, A),
a condutancia estomatica (gs, B), a taxa transpiratdria (E, C), a razdo entre concentracéo
interna e externa de CO- (Ci/C,, D), a eficiéncia de carboxilacdo (A/C;, E) e a eficiéncia
no uso da agua (A/E, F). Em cada gréfico, as barras inferiores mostram a comparacao para
cada espécie entre a area 1 (préxima a rodovia) e a area 2 (interior do fragmento); e as
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barras superiores mostram a comparacao dos valores médios das trés espécies agrupadas
em cada area. As barras verde-claros representam a area 1 e as barras verde-escuros sao
da area 2. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si de acordo com o
Teste T, a 0,05% de probabilidade.

4.2. Metabdlitos e balan¢o de nitrogénio

A espécie V. tucanorum foi a Unica que apresentou alteracdo no indice de
flavonoides entre as areas, enquanto em T. vulgaris a alteracdo ocorreu no indice de
antocianinas, sendo que, em ambos o0s casos, 0s maiores valores foram observados na area
2 (Fig. 5A e B). Em relacdo ao indice de balango de nitrogénio (NBI, Fig. 5C), houve
gueda nesse parametro nos espécimes de V. tucanorum localizados na area 2, enquanto
para as demais espéecies ndo foram constatadas diferencas. Ao avaliar-se a média das
espécies em cada areas (barras superiores), as espécies da area 1 apresentaram menores

indices de flavonoides e antocianinas, sendo padrdo oposto observado em relacdo ao NBI.
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Figura 5: Indice de flavonoides (A), de antocianinas (B) e index de balango de nitrogénio
(NBI; C) em trés espécies vegetais ocorrentes em area de Cerrado. Em cada gréfico, as
barras inferiores mostram a comparacdo para cada espécie entre a &rea 1 (proxima a
rodovia) e a area 2 (interior do fragmento); e as barras superiores mostram a comparagado
dos valores médios das trés espécies agrupadas em cada area. As barras verde-claros
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representam a area 1 e as barras verde-escuros sdo da area 2. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o Teste T, a 0,05% de probabilidade.

4.3. Dano celular e metabolismo antioxidante

Para a variavel concentracdo de MDA nas espécies avaliadas isoladamente, s
foi possivel observar diferenca para T. vulgaris, que apresentou menor valor no interior
do fragmento, em comparacdo com a borda (Fig. 6A). Quando se comparou média das
espécies entre as areas, foi possivel observar menor valor de MDA na Area 2.

N&o houve diferenca significativa para a atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD) com as espécies avaliadas isoladamente ou em conjunto (Fig. 6B). Ja a
atividade da enzima catalase (CAT) variou entre as espécies, embora entre as areas ndo
tenha ocorrido nenhuma diferenga. As espécies T. vulgaris e V. tucanorum apresentaram
maior atividade da CAT quando localizadas na Area 2, com padrdo oposto sendo
observado P. Oblongatum (Fig. 6C). Ja para a enzima peroxidase do Ascorbato (APX)
apenas V. tucanorum apresentou maior atividade no centro do que na borda do fragmento
(Fig. 6D). A atividade da APX também foi maior no centro do fragmento quando somados

os valores das trés espécies (barras superiores).
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Figura 6: Dano celular e enzimas do metabolismo antioxidante em trés espécies vegetais
ocorrentes em area de Cerrado. Foram avaliados a concentracdo de malondialdeido
(MDA - A) e a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD - B), catalase (CAT -
C) e peroxidase do Ascorbato (APX - D). Em cada grafico, as barras inferiores mostram
a comparacgdo para cada espécie entre a area 1 (proxima a rodovia) e a area 2 (interior do
fragmento); e as barras superiores mostram a comparacdo dos valores medios das trés
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espécies agrupadas em cada area. As barras verde-claros representam a area 1 e as barras
verde-escuros sdo da area 2. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si de
acordo com o Teste T, a 0,05% de probabilidade.

4.4. Densidade de espécies

Em relacdo a densidade de espécies, apenas P. oblongatum apresentou maior
densidade no interior do fragmento, ndo sendo observadas alteracGes para as demais
espécies (Fig. 7). No entanto, quando as espécies foram avaliadas em conjunto, foi

possivel verificar maior densidade na area 2 em comparacdo com a area 1.
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Figura 7: Densidade de arvores em remanescente do Cerrado em Rio Verde — GO. Em
cada gréfico, as barras inferiores mostram a comparacao para cada espécie entre a area 1
(préxima a rodovia) e a area 2 (interior do fragmento); e as barras superiores mostram a
comparacao dos valores medios das trés espécies agrupadas em cada area. As barras
verde-claros representam a area 1 e as barras verde-escuros sdo da area 2. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o Teste T, a 0,05% de
probabilidade.
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5. Discussao

O Cerrado brasileiro é considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade.
No entanto, a vegetacdo do Cerrado se encontra ameagada por fatores diversos, como a
fragmentacdo e a proximidade com atividades antrépicas, as quais liberam no ar
compostos toxicos que podem comprometer o crescimento e desenvolvimento vegetal,
podendo, inclusive, culminar com a morte da planta (De Faria et al., 2007, Rodrigues et
al., 2017). No presente estudo avaliamos como a proximidade de espécies vegetais com
centros industriais e trafego de veiculos pode comprometer a fisiologia vegetal de trés
espécies vegetais. Os resultados obtidos apontam para sensibilidade das espécies as
atividades antrépicas, fornecendo dados que reforcam a necessidade de protecéo legal do
Cerrado, além de indicar espécies com potencial para serem utilizadas como biomonitoras
de poluicdo atmosfeérica.

A fotossintese é um parametro chave na fisiologia da planta, que integra varios
outros processos e fornece uma visao geral do fitness vegetal. Por essa razéo, parametros
fotossintéticos representam ferramentas valiosas para avaliagdes de risco ambiental (Silva
et al., 2022). A poluicdo atmosférica comumente resulta na degradacdo de pigmentos
fotossintéticos, o que, por sua vez, diminuiu a taxa fotossintética (Rai et al., 2016). Essa
alteracdo néo foi observada para as espécies analisadas nesse estudo, as quais mantiveram
0 mesmo conteudo de clorofila, independente da sua localizacdo. No entanto, a
manutencdo dos niveis de clorofila quando a taxa de carboxilagdo diminui, como ocorreu
na area 1, pode resultar em um excesso de energia luminosa, que pode favorecer a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Foyer e Shigeoka, 2011). As
clorofilas, ao absorver energia luminosa além do necessario para a atividade
fotossintética, podem desencadear um superaquecimento, desequilibrio nas reagdes
fotoquimicas e danos aos fotossistemas, decorrente da formagdo de EROs, como oxigénio
singleto, radicais de anion superdxido e hidroxila (Gil, 2019, Hasanuzzaman 2020). Os
menores valores para a taxa de transporte de elétrons nas plantas localizadas as margens
da rodovia corroboram essa hipOtese e apontam para a ocorréncia de danos aos
componentes dos fotossistemas. Alternativamente, a menor taxa de transporte de elétrons
na area 1 pode ser decorrente da menor absorcao de luz causada pelo acimulo de materiais
particulados na superficie das folhas, conforme observado em Quercus ilex (Fusaro et al.,
2017).

A proximidade com as margens da rodovia também impactou negativamente a

segunda etapa da fotossintese, diminuindo a taxa de assimilacéo liquida de carbono em
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63,39% na espécie V. tucanorum, 73,71% em T. vulgares e 27,85% em P. oblongatum.
Em estudos realizados por Rodrigues et al. (2018), a exposi¢do direta de murici ao
fluoreto de potassio, por chuva simulada nas folhas, reduziu a atividade fotossintética em
62% na maior dose. Em plantas de acafrdo localizadas ao longo de uma rodovia, foram
observadas reducdes na atividade fotossintética, carboidratos e proteinas devido a
absorcdo de particulas toxicas pelos estobmatos (Mir et al., 2021). Esses estudos
corroboram os dados encontrados aqui e reforcam o impacto negativo de poluentes
atmosféricos na fisiologia vegetal.

A menor condutancia estomatica observada na area 1 (borda do fragmento) foi
um dos fatores responsaveis pela queda na fotossintese. Os estdbmatos sdo estruturas
epidérmicas que funcionam como valvulas que regulam as trocas gasosas entre o interior
da folha e a atmosfera e, quando estdo abertos, permitem a entrada de CO», o qual sera
direcionado para a producéo dos fotoassimilados (Pacheco, 2021). No entanto, embora
seja essencial para a absorcdo de CO; pelas folhas, os estbmatos também representam a
principal rota de entrada de poluentes atmosféricos nos tecidos vegetais (Raggi, 2020).
Dessa forma, um dos primeiros mecanismos de defesa de plantas expostas a poluentes
atmosféricos consiste justamente no fechamento estomatico, com consequente queda na
fixacdo de carbono (Hoshika et al., 2020). As plantas localizadas mais internamente no
fragmento, por outro lado, conseguiram manter seus estdmatos abertos, uma vez que
estavam mais distantes das fontes de poluicdo, o que se refletiu em manutengdo do
processo fotossintético. Cabe salientar que, além da poluicdo, outros fatores ambientais,
como intensidade luminosa e disponibilidade hidrica, também podem impactar o
comportamento estomatico. Essas varidveis, no entanto, ndo apresentaram diferenca entre
as duas areas estudadas e, portanto, ndo explicam a variacdo observada em gs. Em adicdo
ao efeito estomatico, a menor taxa de transporte de elétrons nas espécies localizadas as
margens da rodovia provavelmente também contribuiu para a queda observada na fixacao
de CO..

Os menores valores de gs na area 1 se refletiram em menor taxa transpiratéria. A
diminuigdo na transpiracdo, sobretudo quando ndo ha déficit de agua no solo, pode limitar
a ocorréncia de determinados processos fisioldgicos, como por exemplo a absorgdo e
distribuicdo de nutrientes minerais e a manutencdo da temperatura foliar, fatores que
contribuem para 0 comprometimento do crescimento e desenvolvimento vegetal (Elli et
al., 2013).
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Em adicdo as alteracGes gs, € possivel que a proximidade com fontes de poluicédo
atmosférica também tenha comprometido a fotossintese devido a fatores ndo estomaticos.
Essa hipotese é corroborada pela menor razdo A/Ci nas plantas da area 1, a qual representa
a eficiéncia de carboxilacdo da enzima Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(RuBisCO) (Nascimento, 2009). De fato, ja foi demonstrado que diferentes poluentes
atmosféricos, como o0 0zonio e o didxido de enxofre, diminuem o contetdo de RuBisCO
nas folhas, provavelmente como consequéncia do aumento na producdo de EROs
(Muneer et al., 2014; Choquette et al., 2020). O aumento na producdo de EROs é
frequente em plantas expostas a poluentes atmosféricos, uma vez que o fechamento
estomatico limita o ciclo de Calvin o que, por sua vez, resulta em um excesso de energia
fotoquimica que, se ndo dissipada adequadamente, pode ser transferida para o oxigénio,
originando as EROs (Shahid,et al., 2014, Wijewardana et al., 2018). O excesso de EROs
desencadeia uma reagdo em cadeia que oxida proteinas, inibe enzimas e acidos nucléicos
e, consequentemente, resulta em danos aos componentes celulares e rompimento de
membranas, causando desequilibrios na homeostase de moléculas-chave. A enzima
RuBisCO ¢ particularmente sensivel a este processo e o comprometimento da sua
atividade reduz a capacidade de fixacdo de CO- das plantas (Heath, 1994, Musselman,
2006).

As menores concentragcfes de antocianinas e flavonoides nas plantas localizadas
as margens da rodovia provavelmente sdo reflexo da queda na taxa fotossintética, uma
vez que a menor disponibilidade de carboidratos altera os padrdes de alocagéo de carbono,
com frequente reducdo na sintese de metabdlitos secundarios (Stamp et al., 2003, Deng
et al., 2019). Sabe-se, ainda, que a biossintese de flavonoides é muito influenciada pelo
status de nitrogénio da planta (Deng et al., 2019). Em nosso estudo, maiores valores do
indice de balanco de nitrogénio foram observados na &rea 1 em comparagdo com a area 2
e, conforme ja foi abordado por Liu et al., (2010), o alto teor de nitrogénio favorece o
direcionamento de carboidratos para o metabolismo central, inibindo o acimulo de
flavonoides nas plantas.

O maior indice de balangco de nitrogénio observado com as plantas na area 1
pode ser correlacionado com a maior proximidade com o trafego de veiculos, ja que
oxidos de nitrogénio (NO, NO2e NOy) estdo entre os principais poluentes liberados pela
queima de combustiveis fosseis (Baldasano et al., 2020). A liberacdo desses compostos
tem efeitos danosos em ecossistemas adjacentes, incluindo mudancgas na composicao das

comunidades vegetais e reducdo de espécies sensiveis aos 6xidos de nitrogénio, com
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consequente reducdo na diversidade vegetal, além do comprometimento do crescimento
das plantas (Honour et al., 2009). Cabe ressaltar, ainda, que a o excesso de inputs de
nitrogénio em ecossistemas naturais pode provocar desequilibrio de nutrientes e inibir a
capacidade fotossintética, ameagando o crescimento vegetal (Mao et al., 2018).

Espécies cultivadas préximas de emissdes de poluicdo veiculares
frequentemente estdo sujeitas a uma série de alteracBes que culminam com maior
producéo e acimulo de EROs, causando peroxidacdo lipidica e degradacdo de membranas
(Kumar et al., 2022). A maior concentracdo de malonaldeido (MDA) nas plantas da area
1 é um importante marcador de peroxidacdo lipidica, sendo muito utilizado no
monitoramento da poluicdo veicular (Maki, 2013). Esse aumento é um indicio de um
estresse oxidativo das células com comprometimento da integridade de membranas
celulares (Conrad et al., 2018, Jan et al., 2020). Plantas expostas ao estresse oxidativo
frequentemente respondem por meio da ativagdo da maquinaria antioxidante, o que inclui
a atividade das enzimas SOD, CAT, APX e outras peroxidases, que sdo consideradas
enzimas catalisadoras das EROs produzidas nos diferentes compartimentos celulares. A
SOD ¢ a primeira enzima na linha de defesa contra o estresse oxidativo, e atua
promovendo a dismutagdo do anion superoxido (O2-) em peroxido de hidrogénio (H202)
e oxigénio (O2). A partir de entdo, outras enzimas, como as CAT e APX, atuam na
neutralizacdo do H2O> (Brito et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2020). Em nosso estudo
a atividade da enzima SOD ndo foi ativada nas diferentes areas e entre as espécies
estudadas. Moraes et al. (2002) relatou que em situacGes de estresse oxidativo extremo,
0 &cido ascorbico e a SOD também ndo sdo acionados em plantas expostas a poluicdo de
enxofre, fluoreto e material particulado em espécies Psidium guajava. Essa incapacidade
para ativar o sistema antioxidante pode ser, inclusive, um dos responsaveis pelo aumento
na concentracdo de MDA nas plantas localizadas na borda do fragmento. J& para a enzima
APX, maior atividade foi observada no interior do fragmento. E possivel que as plantas
na borda do fragmento tenham tido sua atividade enziméatica comprometida pelo excesso
de elementos toxicos.

Os efeitos danosos relacionados a proximidade com a borda do fragmento
afetaram a densidade das espécies, a qual foi menor na &rea 1 em comparagao com a area
2. Os efeitos dos gases atmosféricos podem ocasionar o desaparecimento de espécies
sensiveis, afetando assim a diversidade de espécies em varios niveis de organizagéo e
consequentemente reduzindo capacidade de regeneracdo do ecossistema ao seu formato

original (De Faria et al., 2007). Estudos com a mitigagdo do impacto da polui¢do do ar na
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proximidade de rodovias observaram que a heterogeneidade das espécies e as condi¢des
ambientais dos ecossistemas sdo menores em areas agricolas (Manes et al., 2012, Manes.,
2016), enfatizando o risco que a fragmentacdo e a antropizacdo representam para a

biodiversidade vegetal.

6. Conclusoes

Diversas plantas tém sido sugeridas como importantes biomonitoras para a
qualidade do ar em éreas de trafego de veiculos, embora praticamente ndo existam
informacdes sobre espécies tropicais (Uka et al., 2021). Todas as trés espécies estudadas
neste trabalho apresentaram alteracdes fisioldgicas entre a area 1 (bordadura — mais
préxima das atividades antropicas), e a area 2 (centro do fragmento — mais distante das
fontes de poluicdo). No entanto, quando as espécies foram analisadas em conjunto, foi
possivel constatar respostas mais conspicuas do que quando as espécies foram analisadas
isoladamente, demonstrando que o emprego de multiplas espécies vegetais tem potencial
para tornar o biomonitoramento mais abrangente e eficaz. Para além da possibilidade de
utilizar essas espécies para o biomonitoramento, os resultados aqui obtidos também
demonstram o risco da fragmentacdo de habitats e da antropizacdo para a conservacao da
biodiversidade do Cerrado. De fato, a proximidade com a rodovia diminuiu a taxa
fotossintética das plantas, alterou padrfes nutricionais e aumentou a ocorréncia de danos
celulares, fatores que comprometem o crescimento e a sobrevivéncia das espécies
vegetais, com consequéncias danosas para a densidade de espécies, o que pode se refletir

em perda de biodiversidade e homogeneizacdo do Cerrado.
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