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RESUMO

Este trabalho avalia a composicdo de aminodcidos livres em plantas da Mata Atldntica consideradas
sensiveis aos poluentes atmosféricos de Cubatio — SP. a fim de verificar a fitotoxicidade dos atuais
niveis de poluicdo atmosférica da regido.

Foram avaliados os teores foliares de aminodcidos livres de trés espécies vegetais (Pterocarpus rohrii.
Psidium cattleianum € Euterpe edulis) mantidas por 18 meses em viveiros instalados no Vale do Rio
Moji — area afetada por fluoretos gasosos. amonia. oxido de nitrogénio. sulfatos. nitratos e fosfatos
particulados: no Caminho do Mar — drea afetada por hidrocarbonetos. diéxido de enxofre. 6xidos de
nitrogénio, ozona e PAN (peroxido de acetonitrila) e no Vale do Rio Pildes — drea utilizada como
controle.

As folhas congeladas em campo. liofilizadas e moidas foram submetidas a uma extracdo com NaCl
0.1IM. O extrato foi purificado e os aminodcidos analisados por cromatografia de troca idnica em
autoanalisador (Beckman).

Neste estudo, duas espécies (P. cartleianum e E. edulis) apresentam caracteristicas de tolerdncia a
poluicdo atmostérica: correlacio entre concentracfo foliar de aménia e aminoacidos livres e aumento da
concentracdo de aminodcidos livres nas dreas poluidas. O aumento da concentracio de aminoacidos
livres nas dreas poluidas indica que, apesar de tolerantes a poluicdo atmosférica. esses vegetais estdo sob
estresse.

P. rohrii ndo apresenta correlacfio entre concentracdo foliar de aménia e aminodcidos livres. Apresenta
alta concentracdo de aminodcidos livres na area de controle e baixa concentracio nas dreas poluidas.
Esses dados mostram que P. rohrii esti com seu metabolismo deprimido nas dreas poluidas. indicando
que este vegetal € sensivel aos poluentes da regido.

Prolina livre foi detectada em P. rohrii apenas nas duas areas poluidas. Este aminodcido tem sido
apresentado na literatura como indicador de estresse hidrico. Este resultado coloca P. rohrii com
potencial bioindicador de estresse hidrico e este estado pode ser um estresse secundario. provocado por
poluentes da regido.
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1. HISTORICO

Um dos ecossistemas brasileiros que vem sofrendo o impacto da poluicdo atmosférica
¢ a Mata Atlantica. Parte desse ecossistema, situada na Serra do Mar, no municipio de
Cubatfo, estado de Sdo Paulo, vem sendo degradada por poluentes gerados pelo polo
petroquimico e sidertirgico implantado na regido a partir da década de 50.

Entre os poluentes atmosféricos da regido destacam-se como primarios: fluoretos
gasosos e amonia, emitidos principalmente pelas industrias de fertilizantes; 6xidos de
enxofre e de nitrogénio, hidrocarbonetos e materiais particulados emitidos por diversas
fontes. Dentre os poluentes secundarios: 0z6nio e PAN (perdxido de acetonitrila).

A agdo dos poluentes levou a degradagdo da cobertura vegetal que por sua vez
acelerou os processos erosivos e os movimentos de massa nas escarpas da Serra do
Mar, com graves conseqiiéncias ambientais, sociais € econdmicas.

No inicio da década de 80, a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental -
CETESB (CETESB, 1984 ¢ POMPEIA, 1986) iniciou uma série de pesquisas visando
identificar as principais formas de acdo dos poluentes sobre as espécies vegetais, a fim
de fornecer subsidios as agdes de controle das fontes emissoras, a projetos de

recuperacdo de dreas degradadas por poluigdo e a selegdo de espécies bioindicadoras
de poluentes atmosféricos.

As espécies vegetais foram classificadas em dois grupos: tolerantes e sensiveis. As
tolerantes englobam as espécies que apresentam diferentes graus de resisténcia aos
poluentes atmosféricos e que vém mantendo populagdes relativamente estiveis nas
areas atingidas pela poluigdo. As sensiveis englobam as espécies ausentes (identificadas
por meio de cortes anatdmicos do lenho) ou raras nas 4reas poluidas.

Primeiramente foram realizados estudos com as espécies vegetais consideradas
tolerantes para posteriormente estudar as espécies vegetais consideradas sensiveis.
Estes estudos sdo realizados por meio de alguns pardmetros de indicacdo de estresse
vegetal provocado por polui¢do atmosférica como: andlises quimicas (teor foliar de
macro € micronutrientes e fluoretos), andlises bioquimicas (aminoécidos livres, taninos
e 4cido ascorbico), avaliagdo de trocas gasosas (fotossintese, respiracdo e condutancia
estomatica), bem como aspectos anatdmicos foliares.

Este trabalho foi realizado em cooperagdo com o Departamento de Alimentos e
Nutri¢do Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

2. INTRODUCAO

Os aminodcidos e outros compostos nitrogenados soliiveis exercem papéis essenciais
no metabolismo da planta. Por serem os principais produtos da assimilagio do
nitrogénio e precursores de proteinas e acidos nucleicos, h4 interesse na investigacfio
da influéncia do estresse ambiental sobre o seu metabolismo.

Numerosos estudos indicam que plantas sujeitas a estresse ambiental apresentam
acumulo de aminodcidos livres. Esse acamulo foi observado em diferentes tipos de
estresse: hidrico, osmoético, por temperatura, por acidez intracelular, patolégico, por
inje¢do exdgena de amoénia, por deficiéncia mineral e por poluentes atmosféricos
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(DOHMEN, 1990; MIFLIN, 1980; RABE,1990; VINCENT, 1990). Um denominador
comum entre as condi¢des de estresse € a reducdo da taxa de crescimento do vegetal.
Como ndo ha inibicdo retroativa da absor¢do de nitrogénio, a falta de processos
anabolicos (sintese proteica e crescimento) leva a um acumulo de amonia (RABE,
1990) (Figura 1). Sabe-se que alguns vegetais sdo capazes de destoxificar a amonia por
meio de sintese de aminoacidos (DOHMEN, 1990; MIFLIN, 1980; RABE, 1990,
VINCENT, 1990), embora ndo se conhega as diferencas de metabolizagdo em vegetais
considerados sensiveis e em vegetais considerados tolerantes.

“pooi” de
NH, <= aminoacidos —s=—sintese proteica
livres

otimo
condi¢des otimas

Assimilacdo de N===NH," CRESCIMENTO
condi¢des estressantes

sem inibicao

retroativa reduzido

NH,; - aumento do “pool” de_emdiminui¢do de
aumento aminoacidos livres sintese proteica

Figura I - Delineamento esquematico de hipoteses
fonte: RABE (1990)

3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € a avaliagio da composi¢do de aminoacidos livres em
plantas da Mata Atlantica consideradas sensiveis aos poluentes atmosféricos de
Cubatdo - SP, a fim de verificar a fitotoxicidade dos atuais niveis de poluigdo
atmosférica da regido. As alteragdes metabolicas provocadas por poluentes, impedindo
ou prejudicando o desenvolvimento do vegetal, constituem elemento para estipulagdo
de niveis de emissdo das fontes poluidoras. A correlagdo entre a alteragdo metabolica e
o poluente que a provocou pode selecionar bioindicadores vegetais de poluentes
atmosféricos.

4. MATERIAIS E METODOS

Em continuidade ao trabalho realizado anteriormente com espécies resistentes
(AZEVEDO, 1995) e seguindo a mesma linha de pesquisa, foram selecionadas 5
espécies de plantas jovens da Mata Atlantica, consideradas sensiveis a poluentes
atmosféricos, cujas caracteristicas sdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1: Espécies da Mata Atlantica selecionadas para analise do teor foliar de
aminoacidos livres

Velocidade | Tolerancia | Grupo Eco-
Espécie Familia Habito de cresci- a sombra légico de
mento Sucessdo*
Crysophyllum sp Sapotaceae arvore média tolerante secundaria
FEuterpe edulis Arecaceae palmeira média tolerante climaxica
Psidium Myrtaceac | arbusto ou arvoreta média tolerante secundaria
cattleianum (heliofila)
Pterocarpus rohrii Fabaceae arvore média pouco toleran- | secundaria
te (heliofila)
Zigia cauliflora Mimosaceae arvore média tolerante secunddria

* Baseado em BUDOWSKI (1965)

Essas plantas foram cultivadas em vasos contendo cerca de 10 Kg de solo de interior
de mata e mantidos por 18 meses em condi¢cdes de capacidade de campo sob tela de
sombrite (50%) em viveiros instalados no Vale do Rio Moji (VM) - 4rea afetada por
fluoretos gasosos, amodnia, oOxidos de nitrogénio, sulfatos, nitratos e fosfatos
particulados; no Caminho do Mar (CM) - area afetada por hidrocarbonetos, diéxido de
enxofre, oxidos de nitrogénio, ozona e PAN (peroxido de acetonitrila), tendo em vista
os tipos de industrias localizadas nas respectivas areas de influéncia (ALONSO &
GODINHO, 1992), e no Vale do Rio Pildes (VP) - area utilizada como controle
(Figura 2). As areas foram selecionadas com base no perfil das industrias da regido, e
nos dados de qualidade do ar fornecidos pela CETESB (ALONSO, 1992).

Foram coletadas amostras foliares de posig¢do padrdo (de 3* a 5% inser¢des do peciolo),
congeladas em campo com gelo seco, liofilizadas, moidas em moinho de facas de
laboratério (Janke & Kunkel) e passadas em tamis de 0,250 mm de abertura. Os
aminoacidos livres foram extraidos a partir de 0,3 g de amostra seca com 5 ml de NaCl
0,1 M por 3 horas sendo as proteinas co-extraidas, precipitadas pela adi¢do de écido
tricloroacético (TCA). Acrescentou-se lentamente e sob agitacdo, 1 ml de TCA 30%
aos 5 ml da suspensdo, resultando numa concentra¢do final de 5% de TCA. A
suspensdo foi mantida sob leve agitacdo durante 12 horas e centrifugada a 12100 x g
por 30 minutos. Lavou-se o precipitado por mais duas vezes com 2 ml de TCA a 5% e
combinou-se os sobrenadantes. Ajustou-se o pH para 2,2 com HC1 0,1 M e o volume
foi completado para 10 ml em baldo volumétrico. Acrescentou-se 0,5 ml de tampdo
Na-S (Beckman) a 1,0 ml da amostra e filtrou-se a solugdo em membrana Millipore de
0,22 .

A andlise quali e quantitativa dos aminoacidos livres foi feita por cromatografia em
autoanalisador Beckman modelo 7300 (Beckman Instruments Inc., CA) acoplado a um
integrador Hewlett Packard. O calculo da concentragdo de cada aminoacido foi feito
pela integracdo da area sob os picos da amostra em comparagdo a area dos picos de
uma mistura padrdo de aminoacidos (Beckman) a qual se acrescentou sulfoxido de
metionina, sulfona de metionina e acido cisteico. A norleucina foi utilizada como
padrdo interno. Esses reagentes sdo de procedéncia Sigma. Juntamente com
aminoacidos livres, foram determinadas as concentra¢Ges de amonia.
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5. RESULTADOS

Por problemas de estocagem e quantidade de amostra, das 5 espécies vegetais
estudadas, apenas 3 puderam ter seus dados avaliados. S3o elas: Euterpe edulls,
Psidium cattleianum e Pterocarpus rohrii.

O perfil de aminoacidos livres de 3 das espécies avaliadas ¢ apresentado na figura 3,
sendo os resultados expressos em g de cada aminoécido por 100g de amostra seca.

0,30

|
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0,20

e . W0 -_-ﬂ : ae |0 com -
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Figura 3 - Composicdo e concentragio de aminoacidos livres (g/ 100g de amostra seca)
em trés espécies da Mata Atléntica expostas no Vale do Moji (VM),
Caminho do Mar (CM) e Vale dos Pildes (VP)
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C O teor de aminoacidos livres total de Pterocarpus rohrii na area controle é da ordem
de 0,9 g/100g de amostra seca, muito maior que nas areas poluidas. Nas duas regiGes
poluidas (Vale do Moji e Caminho do Mar), atingiu um teor de apenas 0,3 g/100g de
amostra seca (Figura 4).
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0,5
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0,3
0.25 1
0,2
0,15 -

I Pterocarpus
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O Euterpe

gaa/100g de amostra seca

gl

0,05 |

Figura 4 - Total de aminoacidos livres (g/100g de amostra seca) em trés espécies da
Mata Atlantica expostas no Vale do Moji (VM), Caminho do Mar (CM) e
Vale dos Pildes (VP)

Os aminoacidos livres apresentados em maior concentragdo para Prerocarpus rohrii na
area controle sdo acido aspartico, acido glutdmico, triptofano, serina e metionina
sulfoxido (Figura 3).

‘ & Nio foi identificada arginina, histidina nem cisteina em nenhuma das trés espécies em
i @& nenhum dos trés pontos estudados (Figura 3).




Prolina livre foi detectada em Pferocarpus rohrii apenas nas duas areas poluidas. Este
aminoacido tem sido normalmente apresentado na literatura como indicador de estresse
hidrico (Figura 3).

Pterocarpus rohrii apresentou sulfoxido de metionina, produto da oxidagdo de
metionina, nas 3 areas de estudo. A forma oxidada da metionina é rara de ser encontrada
e no nosso caso foi detectada para Pterocarpus rohrii nas trés areas de estudo, com
predominincia na 4rea controle. Este dado merece um estudo mais aprofundado,
incluindo a confirmaciio da identidade deste aminoacido. Confirmada a identidade,
deve-se avaliar se a detecgiio de metionina na forma oxidada € uma caracteristica do
vegetal ou se é dependente das condigdes oxidantes da regifio e/ou solo (Figura 3).

A presenca de um aminoécido preliminarmente identificado como 4cido cisteico, exige
confirmagdo. O 4cido cisteico ¢é a forma oxidada da cisteina e, assim como a metionina
oxidada, é rara de ser encontrada. No nosso estudo, foi detectada nas trés regiGes, bem
como nas trés espécies estudadas (exceto para Pterocarpus rohrii na area controle). Nao
ha explicagiio para a ocorréncia de acido cisteico nas 3 regides, bem como nos 3
vegetais estudados, fazendo suspeitar de outro aminoacido erroneamente identificado
como acido cisteico ou, caso seja confirmada sua identidade, deve-se avaliar se ¢ uma
caracteristica dos vegetais em estudo ou se ¢ dependente das condigdes oxidantes da
regido e/ou solo (Figura 3).

Psidium cattleianum apresentou teor de aminoacidos livres totais muito reduzido nas 3
regides, atingindo no méaximo 0,3 g/100g amostra seca. Os teores mais elevados foram
atingidos nas areas poluidas (Figura 4). Devido a reduzida concentragdo de aminoacidos
livres nesta espécie, alguns aminoécidos ndo puderam ser detectados. Predominaram
novamente acido glutdmico, acido aspartico e triptofano.

O perfil de aminoacidos livres de FEuterpe edulis é semelhante ao de Psidium
cattleianum (Figura 3).

Euterpe edulis e Psidium cattleignum apresentam uma tendéncia a acumular
aminoacidos livres  medida que aumenta a concentragdo de amonia foliar (Figura 5).

Pterocarpus rohrii ndo apresenta correlagdo entre concentragio foliar de amonia e
aminoacidos livres. Para esta espécie ha pouca variagdo na concentragio foliar de
aménia e a concentragdo de aminoacidos livres € bastante alta na area controle (Figura

5).
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Pterocarpus rohrii, Psidium cattleianum e Euterpe edulis foram anteriormente
classificadas como espécies sensiveis (AIDAR, 1988) baseado na auséncia ou na
raridade destes vegetais em 4reas poluidas. Neste estudo, duas dessas espécies
(Psidium cattleianum e Euterpe edulis) apresentam algumas caracteristicas
metabdlicas de tolerancia a poluicdo atmosférica.

A avaliacdo dos resultados deste trabalho e do estudo de aminoécidos livres em plantas
tolerantes (DINIZ et al,1994) indicam que as plantas tolerantes & polui¢do atmosférica
de Cubatiio tém se mostrado estressadas. As plantas sob estresse, diminuem seus
processos anabolicos, mas continuam absorvendo nitrogénio (RABE, 1990). Este
nitrogénio é reduzido a amdnia que € toxica para a planta. Para evitar os danos
causados pela amdnia, o vegetal captura esta amdnia num esqueleto carbonico,
sintetizando um aminoacido. Desta forma, essas plantas conseguem sobreviver em
areas poluidas, embora sob estresse. As espécies consideradas sensiveis parecem néo
ser dotadas deste mesmo mecanismo metabolico, tendo seu metabolismo deprimido em
presenca de amdnia, ndo conseguindo destoxifica-la na forma de aminoacidos livres .

Euterpe edulis e Psidium cattleianum apresentam uma correlagdo entre a concentragéo
de amonia foliar e de aminodcidos livres, sinalizando que estes vegetais conseguem
livrar-se da amdnia, que € bastante tdxica, sintetizando aminoacidos livres. O aumento
da concentragiio de aminoacidos livres nesses vegetais nas areas poluidas € um sintoma
de que, embora tolerantes aos poluentes, esses vegetais estdo estressados.

Este trabalho, foi realizado com plantas jovens, em pleno potencial de crescimento. A
alta concentragdo de aminoacidos livres na area controle para Pterocarpus rohrii € a
ndo correlacdo deste aumento com o aumento da concentragdo de amdnia foliar sdo
um indicador de que esta sintese de aminodcidos livres na area controle pode dever-se
ao fato de a planta estar em fase de crescimento e sintetizando aminoécidos para
estruturar as proteinas de seu desenvolvimento.

A baixa concentracdo de aminodacidos livres em Pterocarpus rohrii nas areas poluidas
em relacdo ao controle, acompanhada de um pequeno aumento na concentragdo de
amdnia foliar pode ser um indicador de que este aumento de amonia € suficiente para
deprimir o metabolismo e o desenvolvimento de Pterocarpus rohrii.

No caso de Pterocarpus rohrii, o aumento de aminoacidos livres parece ndo se
relacionar com a destoxificacgdo da amodnia. Ainda ndo foi determinado o limiar
superior de concentrgdo de amoOnia em folhas para nenhuma espécie (RABE, 1990),
entretanto, Pterocarpus rohrii, caracterizada como sensivel neste estudo, ndo existe na
regiio do Vale do Moji onde, além de muitos outros poluentes fitotdxicos e
estressantes para a vegetagdo, ha elevada concentragéo de amonia atmosférica.

Outra espécie vegetal estudada anteriormente, Miconia cabucu (DINIZ et al, 1994),
apresenta o mesmo perfil de Pterocarpus rohrii, ou seja, ndo apresenta correlagdo
entre o aumento da concentracdo de aminodcidos livres e a concentragdo de amonia
foliar(Figuras 6 e 7). Acredita-se que isto seja um indicador de que estes vegetais ndo
tém a capacidade de se livrar da amodnia sintetizando aminoacidos livres.
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Figura 6 - Composigdo e concentragio de aminoacidos (g/100g de amostra seca)
livres em Miconia cabucu do Caminho do Mar (CM) e do Vale dos Pildes
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Figura 7 - Correlagio entre concentracdo de aminoacidos livres (g/100g de amostra
seca) e amobnia (g/100g de amostra seca) em Miconia cabucu do Caminho
do Mar (CM) e do Vale dos Piides (VP)

A comparagio entre a concentragio de aminoacidos livres na area controle entre
Miconia cabucu e Pterocarpus rohrii talvez nfio seja valida uma vez que o estudo com
Miconia cabucu foi um estudo passivo, com plantas adultas, enquanto que o estudo
com Pterocarpus rohrii foi ativo, realizado com mudas de plantas jovens. Observa-se
que essas duas espécies nfo existem naturalmente na regido do Vale do Moji.
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Ha correlagdes entre a capacidade de algumas plantas em acumular compostos
nitrogenados especificos e sua habilidade em tolerar um estresse ambiental especifico
(STEWART, 1980). A prolina ¢ um aminoacido apresentado na literatura como
indicador de estresse hidrico no vegetal. Pterocarpus rohrii apresenta prolina livre
apenas nas areas poluidas. O fato de ndo ter havido deficiéncia de agua no experimento
indica que a presenga de prolina livre nas areas poluidas ndo se deve a caréncia de
agua, mas pode indicar que este vegetal encontra-se em estresse hidrico secundario, ou
seja, um estresse hidrico que pode ter como causa desequilibrios metabolicos
provocados por poluentes.

A classificagao de Futerpe edulis e Psidium cattleianum como espécies sensiveis a
poluigdo atmosférica de Cubatio deve ser reavaliada. O critério utilizado para esta
classificagdo - auséncia ou raramente encontradas nas areas poluidas - pode ndo ser
adequado. No caso de Euterpe edulis, o palmito, sua auséncia pode ser devida a
extragdo, visto que as areas mais poluidas sdo também as que sofreram maior
ocupacao.

A caracterizagdo das espécies vegetais como tolerante ou sensivel aos atuais niveis de
poluentes atmosféricos de Cubatao ¢ importante sob diversos aspectos. Se ha interesse
em manter a biodiversidade da regido, os limites de emissdo das fontes poluidoras
devem ser alterados a fim de ndo haver danos para as espécies sensiveis, preservando-
as.

As espécies resistentes sdo as mais indicadas para serem utilizadas no primeiro estagio
de programas de recuperagdo de areas degradadas por poluicdo. O segundo estagio
para recuperagdo de areas degradadas da-se com a reintrodugdo das espécies sensiveis
e seu desenvolvimento ¢ dependente dos limites de poluentes tolerados por estas
espécies. O direcionamento do estudo de um vegetal como bioindicador de um
poluente é embasado em alguns parametros, dentre os quais a tolerancia ou
sensibilidade do vegetal a este poluente.

Segundo os pardmetros avaliados neste trabalho, mesmo as espécies tolerantes a
poluicdo atmosférica de Cubatao estdo sob estresse.

Ha ainda uma grande lacuna no conhecimento do efeito da polui¢do atmosférica sobre
aminoacidos e proteinas. As informagdes sdo geralmente fragmentadas e uma dinamica
envolvendo toda a planta € dificil de ser visualizada. Este trabalho apresentou alguns
resultados quanto a poluentes de uma maneira geral podendo extrapola-los para
poluentes nitrogenados, mas ainda ha muito a ser feito quanto aos poluentes
sulfurados.
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