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Resumo

Resumo

Um dos principais poluentes aéreos ¢ o 0zénio (O3), por se encontrar em altos niveis,
por participar ativamente da quimica atmosférica e por ser considerado um dos mais
fitotoxicos. Entretanto, durante o processo de sua formacao (smog fotoquimico) sdo formados
diversos outros oxidantes, entre os quais o perdxido de hidrogénio (H,O,). Assim, objetivou-
se avaliar o potencial de N. tabacum ‘Bel W3’, cultivar ja padronizada como bioindicadora de
O; nas regides de clima temperado, para o biomonitoramento na cidade de Sao Paulo;
analisar experimentalmente se O; ¢ H,O,, em diferentes niveis, podem promover alteracdes
fisiologicas e necroses foliares; e estabelecer o modelo que melhor ajusta a relagdao entre as
respostas biologicas estudadas e a concentracdo desses poluentes. Inicialmente, foram
realizadas exposi¢des de N. tabacum em diferentes areas da cidade e foi determinada a
porcentagem de area foliar com necroses. N. tabacum mostrou-se adequada para
biomonitoramento qualitativo da presenca de Os na cidade, pois diferenciou as areas e épocas
do ano mais e menos contaminadas. Porém, analises de regressao mostraram que apenas uma
pequena parte dos danos pode ser explicada pela concentragdo de O; e que a relacdo entre
ambas nao foi linear, sugerindo que outros fatores poderiam interferir no aparecimento de
necroses. Posteriormente, foram realizados experimentos em camaras de fumigacdo expondo
plantas de N. tabacum ao O; e ao H,0,, e foram analisadas a porcentagem de necroses
foliares e a razdo F,:Fy,. As necroses foliares observadas foram similares, porém, na presenca
de H,O,, N. tabacum também apresentou coloragdao prata na superficie abaxial da folha. Os
danos mais intensos ocorreram quando o Os foi aplicado individualmente, e a porcentagem
maxima de dano foliar foi observada quando as plantas foram fumigadas com 40 ppb de Os.
A razdo F,:F,, foi significativamente reduzida, especialmente quando o Oj esteve envolvido.
Além disso, foi verificado que H,O,, quando misturado ao Os, provoca efeito antagénico

sobre a planta, diminuindo os efeitos maléficos deste. A partir dessas informacgoes
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Resumo

experimentais, foi realizada nova anélise de regressao entre intensidades de danos foliares e
concentragdes médias de Os até 40 ppb, utilizando dados provenientes do estudo de campo,
tendo sido encontrada, entdo, relagcdo linear significativa. Conclui-se, assim, que N. tabacum
tem seu uso limitado para biomonitoramento quantitativo em ambiente contaminado por Os,

quando em concentragcdes médias acima de 40 ppb.

Palavras-chave: Solanaceae, biomonitoramento, oxidante fotoquimico
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Abstract

Abstract

Ozone (O3) is one of the most important air pollutants because of its high
atmospheric concentrations and chemical reactivity. In addition, it is one of the most
phytotoxic substances due to its high oxidative power. Besides, in its build-up process
(photochemical smog) other oxidants, among them the hydrogen peroxide (H,0O,), are
formed which are potentially phytotoxic as well. This study aimed to analyze the M.
tabacum ‘Bel W3’ potential for biomonitoring the O3 levels in the city of Sdo Paulo; to
determine experimentally whether O; and H,O,, at different levels, can promote
physiological changes and leaf necrosis and to establish a model that best describes the
relationship between the studied biological answers and these pollutants contents. First,
N. tabacum plants were exposed in different areas of the city, after this, which the
percentage of leaf injury was determined. N. tabacum proved suitable to qualitatively
biomonitor the O3z presence in the city. However, regression analyses showed that only a
small part of the damage could be attributed to Os, suggesting that other oxidants and/or
weather conditions may promote leaf necrosis which limit the plant use for quantitative
biomonitoring purposes. Second, N. tabacum plants were exposed in closed chambers to
O3 and to H,O, and after which one the percentage of leaf injuries and the F,:F,, ratio
were determined. Similar necrosis was observed in the experiments and when H,O, was
present, N. tabacum also presented silver colored spots on the entire abaxial surface of
the leaves. The more intense necrosis happened when O; was applied alone and the
maximum injury percentage was obtained when the plants were exposed to 40 ppb.
F,:F, was significantly reduced in the three experiments, especially when O; was
present, revealing disturbances in the photosynthetic process. Furthermore, H,O,, when
mixed with, Oz, promotes an antagonic action on the plant, reducing the toxic effects of

O; Based on the experimental information a new regression analysis between
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Abstract

percentage injury and Os concentration was performed using the field results, when a
significant linear relationship was found. We can conclude, therefore, that N. tabacum
has a limited use for quantitative biomonitoring where O3 is present in average levels

higher than 40 ppb.

Key-words: Solanaceae, biomonitoring, photochemical oxidants
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Capitulo 1: Introducdo geral, justificativa e objetivos

Capitulo 1

Introducio geral

A atmosfera ¢ composta por cinco camadas caracterizadas por gradientes de
temperatura vertical e denominadas, da mais externa para a mais interna, exosfera (camada
em contato com o meio interplanetario), termosfera, mesosfera, estratosfera e troposfera
(Brasseur & Schimel 1999, Krupa & Manning 1988). Segundo Krupa & Manning (1988), na
estratosfera encontra-se a camada de ozonio (Os;), responsavel por absorver a radiagdo solar
nociva aos seres vivos, protegendo os sistemas bioldgicos e limitando a intensidade luminosa
na troposfera. Além disso, a camada de ozdénio promove o aumento da temperatura,
provocando estratificagao térmica, que impede que ocorra mistura vertical, confinando as
moléculas de 4dgua na troposfera. Portanto, esta ndo € perdida para o meio interplanetario
(Sanchez et al. 2001). A troposfera ¢ a camada da atmosfera mais instavel, possui em média
10 Km de extensdo e ¢ subdividida em troposfera livre (camada mais externa) e camada
limite planetaria. Essa ultima regido da troposfera apresenta extensao aproximada de 1 Km,
variavel de acordo com a hora do dia e das condi¢cdes meteoroldgicas. Ainda, nessa regiao os
processos quimicos atmosféricos sao intensificados e ¢ onde sao langados os poluentes e ¢

formado o0 0z6nio nocivo aos organismos vivos.

Os poluentes podem ser emitidos de fontes naturais, como os vulcdes, vegetagdao e
queimadas naturais, ou por fontes antropicas, que sdao classificadas como moveis e
estacionarias como, por exemplo, veiculos e industrias, respectivamente (Raven et al. 1993).
Os poluentes emitidos diretamente da fonte sdo denominados primarios, que, ao reagirem
entre si ou com componentes existentes naturalmente na atmosfera, originam os poluentes

denominados secundarios (Raven et al. 1993).
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Capitulo 1: Introducdo geral, justificativa e objetivos

Um dos poluentes secundarios mais estudado ¢ o 0zdénio devido a sua alta toxicidade e
ampla distribuicdo horizontal, compreendendo areas urbanas, suburbanas e florestais. Esse
poluente atinge até as areas mais remotas do planeta, pois mesmo em uma atmosfera distante
de centros urbanos e com auséncia de poluentes, havera ozonio oriundo de processos
naturais. Um deles ¢ o transporte do ozonio estratosférico para troposfera. Esse processo ¢
lento e, portanto, pouco responsavel pela concentracdo de ozonio encontrado nessa camada
(Krupa & Manning 1988). O outro ¢ sua formacdo natural a partir da fotodissociacdo do
diéxido de nitrogénio (NO,). Nesse processo, o0 NO, ¢ fotolizado em monoéxido de nitrogénio
(NO) e oxigénio atémico (O°) (equagdo 1), este Gltimo reage com o oxigénio molecular (O,)
através de um meio (M), como por exemplo o gas nitrogénio, originando o o0zo6nio (O3)
(equagao 2). Por sua vez, o O3 reage com o NO, produzindo NO, e O, (equagdo 3) (Krupa &

Manning 1988, Souza 1998):
NO; + hv (A<430nm) — NO + O° (equagdo 1)
O°"+0,+M —» O;+ M (equagio 2)
NO + O3 —»NO; + O, (equagdo 3)

Considerando somente os processos naturais, os niveis de ozdnio na troposfera
deveriam variar entre 20 e 80 ppb (Seinfeld 1986). Porém, em 4reas onde o ar esta poluido,
esses niveis de ozdnio sdo ultrapassados em varias ordens de magnitude (100-500 ppb)
devido a ocorréncia do processo denominado smog fotoquimico (Seinfeld 1986). Nesse
processo extremamente complexo, o equilibrio foto-estaciondrio (proporcionado pelas
reacoes das equagdes de 1 a 3) ¢ quebrado devido a presenga de compostos organicos, como
os hidrocarbonetos (R), que promovem uma cadeia complexa de reagdes capaz de produzir
ndo apenas o 0zdénio (O3) (equagdo 4), mas também outros oxidantes fotoquimicos como o

peroxido de hidrogénio (H,O,) (equacdo 5), nitrato de peroxiacetila (PAN) (equagdo 6),

Sant’Anna, S.M.R.



Capitulo 1: Introducdo geral, justificativa e objetivos

aldeidos e cetonas (Krupa & Manning 1988, Seinfeld 1989, Miguel 1992, Souza 1998,

Sillman 1999, Sawyer ef al. 2000, Manahan 1999).
HO, +0, —* OH"+ O3 (equagdo 4)
OH®+OH® — H,0, (equagio 5)
NO, +RCOO* —> CH;C(0)-OONO; (equagio 6)

A quebra desse equilibrio foto-estacionario pode levar ao aumento ou diminuicdo da
concentragcdo de ozonio. Segundo Sillman (1999), a concentragdo de ozonio depende da razio
entre emissdo de 6xidos de nitrogénio (NOy) e de compostos organicos volateis (COV), sendo
que em areas urbanas a formag¢do do Oz depende principalmente da concentracdo de COV e,
em regides rurais, da concentragdo de NOy. A diminuicdo da concentracdo de O; ocorre
quando héa grande emissdo de NOy para a troposfera, especialmente de 6xido de nitrogénio

(NO) (Seinfeld 1989, Souza 1998, Sillman 1999).

A principal fonte de emissdo de precursores (COV e NOy) do processo do smog
fotoquimico ¢ a frota veicular (Seinfeld 1986, Krupa & Manning 1988, Seinfeld 1989,
Miguel 1992, Souza 1998, Klumpp et al. 1999, Sawyer et al. 2000). Segundo Manahan
(1999), a queima incompleta de combustiveis utilizados nos veiculos produz NOy e
hidrocarbonetos altamente reativos fotoquimicamente. Além disso, a concentragdo dos
oxidantes formados na troposfera depende de componentes espaciais e temporais,
determinados respectivamente pela localizagdo das fontes de emissdo e pelas condigdes
meteorologicas (Miguel 1992, Pefiuelas et al. 1999, CETESB 2006). Locais mais proximos
das fontes de emissdo desses precursores geralmente sdo atingidos por concentragdes mais
baixas desse poluente e locais mais afastados, por altas concentragdes (CETESB 2006). Isso
ocorre porque a velocidade de formacdo e de decomposi¢do do O3 ¢ dependente da razdo

COV/NOy e, como os locais proximos as fontes de emissdo apresentam altas concentragdes
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Capitulo 1: Introducdo geral, justificativa e objetivos

desses poluentes, o O3 ¢ consumido rapidamente e, portanto, nao ¢ acumulado na atmosfera
(Seinfeld 1986). Esse autor afirma, ainda, que o transporte do ozonio produzido nos centros

urbanos para as areas mais afastadas € outro fator que deve ser considerado.

Radia¢ao solar, umidade relativa do ar e temperatura estdo entre os fatores
meteoroldgicos que mais influenciam a concentracdo de Os, inclusive ao longo de um dia
(Figura 1.1). Além disso, nos meses de primavera e verdo, hd grande intensificacdo do
processo do smog fotoquimico, enquanto que nos meses de outono e inverno esse processo ¢

reduzido (Seinfeld 1986, CETESB 2006).
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Figura 1.1: Perfil da concentrag@o horaria de ozonio.

O ozdnio ¢ o poluente oxidante de maior preocupacdo mundial na atualidade. Isto
porque as intensas atividades antrdpicas, ao emitirem seus precursores, t€ém proporcionado o
aumento de suas concentracdes na atmosfera (Emberson et al. 2001). Estima-se que a
concentragdo do Oz tem aumentado de 0,5 a 2 % ao ano no hemisfério norte (Vingarzan
2004). Além disso, o 0zénio é um poluente altamente fitotoxico (Krupa & Manning 1988,
Evans et al. 1996, Rao & Davis 1999, Saitanis et al. 2001, Griinhage & Jager 2003) e tem
sido responsavel por muitos danos em espécies nativas e perdas na produtividade agricola.

Segundo Fumagalli er al. (2001), o 0zdénio ¢ responsavel pela perda de 17 a 39 % de
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Capitulo 1: Introducdo geral, justificativa e objetivos

produtividade em plantagdes irrigadas da regido do Mediterraneo. Além disso, pode causar
e/ou intensificar doengas nos seres humanos, provocando danos pulmonares, problemas
cardiacos, envelhecimento precoce, cancer ¢ morte, entre outros efeitos (Holtzman et al.
1983, Kehrl et al. 1987, Schelegle et al. 1989, Schelegle ef al. 1991, Muggli 1993, Saldiva et

al. 1994, Saldiva et al. 1995, Borja-Aburto et al. 1997, Bouthillier ef al. 1998).

A alta toxicidade do O3 se deve a formagdo de espécies ativas de oxigénio (EAO), que
sdo moléculas que possuem oxigé€nio em sua composi¢do e sao bastante oxidativas, como o
oxigénio molecular singleto ('O,), peréxido de hidrogénio (H,0,), superoxido (Oy) e
hidroxila (OH’) entre outras (Halliwel & Gutteridge 1989, Muggli 1993). Nos espagos
intercelulares de tecidos vegetais, o 0z6nio reage rapidamente com a agua, causando a
formagao dessas espécies, que sdo muito agressivas as moléculas vitais como lipideos,
proteinas e acidos nucléicos (Foyer et al. 1994, Mudd 1996, Rao & Davis 1999, Bray et al.

2000).

As espécies ativas de oxigénio sdo freqiientemente produzidas pelos organismos vivos
durante suas fungdes metabdlicas. As principais organelas nas quais tais espécies sao
formadas sdo aquelas em que ocorre transporte de elétrons, como mitocondrias e cloroplastos
(Muggli 1993, Antonielli et al. 1997, Mahalingam & Fedoroff 2003). Além disso, ja foi
demonstrado em plantas, que as EAO, ao serem produzidas de forma ordenada, podem
funcionar como sinalizadoras de mecanismos de defesa, intensificando a producdo ou
ativando substancias de defesa antioxidativa (Rossetti & Bonatti 2001, Pasqualini et al.
2003). Dessa forma, as plantas possuem diversos mecanismos para manter o equilibrio pro-
oxidante/anti-oxidante, de modo a evitar danos celulares proporcionados pelas EAO (Igbal et
al. 1996). Entretanto, quando a planta estd submetida a uma condicdo de estresse (ex:

patogenos, seca ou poluentes), com conseqliente aumento da produgdo de EAO, o equilibrio
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pode ser quebrado e, entdo, a planta passa a enfrentar uma condicao de estresse oxidativo

(Muggli 1993).

O grau de sensibilidade de uma planta ao 0zdénio depende de sua capacidade de se
defender contra a agao das EAO. O sistema antioxidativo, que tem como fungdo capturar ou
inativar as EAQO, ¢ composto por enzimas ou substancias ndo enzimaticas soluveis ou nao em
agua (ex: peroxidases, superoxido dismutase, acido ascorbico, glutationa, o-tocoferol e
carotenoides), que agem em rede e sdo oxidadas em lugar de moléculas vitais a planta
(Muggli 1993, Foyer ef al. 1994, Smirnoff 1996, Antonielli ef al. 1997, Rao & Davis 1999,
Bray et al. 2000, Pasqualini et al. 2002). Segundo Evans et al. (1996), alguns autores
afirmam que caracteristicas anatomicas, como densidade estomdtica, espago intercelular,
proporcao de parénquima palicadico/lacunoso, espessura da epiderme e do mesofilo, podem
também determinar o grau de sensibilidade das plantas ao o0zonio. Entre outros fatores que
interferem na agdo dos poluentes sobre as plantas, incluem-se estratégias para reduzir a
entrada do poluente, como, por exemplo, restricdo da abertura estomatica ou aumento da
quantidade de cera e tricomas cuticulares (Sharma & Butter 1975, Bobrov 1995, Evans ef al.

1996, Pedroso 2006).

Nas plantas, a entrada do 0zbénio ocorre através dos estdmatos abertos, onde ele se
difunde rapidamente pela cavidade subestomatica e pelos espacos intercelulares, produzindo
as citadas EAO (Kangasjarvi et al. 1994, Antonielli et al. 1997, Penuelas et al. 1999,
Pasqualini et al. 2002). Os efeitos desses produtos toxicos derivados do ozdnio sobre as
plantas vém sendo estudados sob diferentes aspectos. Por exemplo, Evans & Fitzgerald
(1993) e Soda et al. (2000) determinaram os efeitos histologicos provocados pelo 0zonio em
Pinus elliottivar e Pinus halepensis. Ranieri et al. (1994), Rao & Davis (1999) e Tausz et al.
(1999) estudaram as mudangas no sistema antioxidativo causado por Oz em Cucurbita pepo,

Arabidopsis e Pinus ponderosa. Diversos autores trataram dos efeitos no processo

Sant’Anna, S.M.R.
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Capitulo 1: Introducdo geral, justificativa e objetivos

fotossintético proporcionados pelo O3 em espécies vegetais como Hordeum vulgare, Spinacia
oleracea, Fagus sylvatica, Carya illinoinensis, Triticum aestivum, Tibouchina pulchra,
Phaseolus vulgaris e Lycopersicon pimpinellifolium (Méacher et al. 1995, Logan et al. 1999,
Clark et al. 2000, Meyer et al. 2000, Moraes et al. 2000, Henriques 2003, Calatayud et al.
2004, Shi et al. 2005, Iriti et al. 2006). Triticum aestivum € Trifolium repens foram utilizados
por Finnan et al. (1996) e Ball et al. (1998) para avaliar os efeitos do O3 sobre o crescimento.
Danos aos cromossomos foram determinados em plantas do género Tradescantia e em
Nicotiana plumbaginifolia por Rodrigues et al. (1996) e Mancini et al. (2006). Danos visiveis
e alteragdes morfoldgicas causados por 0zdnio em Asclepias syrica € Prunus serotina foram

identificados por Ferdinand et al. (2000) e Yuska et al. (2003).

Assim, em fun¢do do amplo conhecimento gerado por esses € por muitos outros
estudos, como os realizados por Holland et al. (1995), Schmieden & Wild (1995), Evans et
al. (1996), Calatayud & Barreno (2001), Chang & Yu (2001) e Saitanis et al. (2001),
Herbinger et al. (2002), Munné-Bosch & Alegre (2002), ou sintetizados em artigos ou
capitulos de revisdo, entre os quais os de Heath (1975), Manning & Feder (1980), Dassler &
Bortitz (1988), Freedman (1995), Mudd (1996), ja estd bem estabelecido que o 0zdnio
promove inumeras alteracdes ao nivel sub-celular de muitas plantas, tais como na estrutura
fina dos componentes celulares, como desarranjo de organelas ¢ de membranas celulares, na
fisiologia e bioquimica da planta, através de alteragdes nas trocas gasosas, no aparato
fotossintético e em outras etapas do processo fotossintético, na composi¢ao de carboidratos e
nas atividades enzimaticas. Tais perturbagdes podem culminar com morte celular,
ocasionando o aparecimento de necroses. Os danos foliares induzidos pelo 0zénio podem
ainda tornar a planta mais suscetivel a entrada de patdégenos e causar injurias secundarias

(VDI 2003).
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Por outro lado, pouco se sabe sobre a acdo de outros oxidantes fotoquimicos na
estrutura e funcionamento das células vegetais ou sobre os efeitos desses poluentes atuando
em conjunto. Com relagdo ao perdxido de hidrogénio (H,0O,), sabe-se que € uma espécie que
estd presente na atmosfera nas fases gasosa e aquosa, porém ha poucos estudos que
determinam suas concentragdes nessas fases, entre eles, esta o trabalho de Sigg et al. (1992),

que encontraram concentracdes entre 1,2 10°umol/L e 1,4 10*umol/L na fase gasosa.

Sabe-se que o peroxido de hidrogénio ¢ uma das espécies ativas de oxigénio (EAO)
mais abundante nos organismos aerdbios e que ¢ de grande importancia fisioldgica, pois ¢
uma molécula sinalizadora envolvida em uma grande variedade de processos metabolicos
(Bienert et al. 2006, Wang & Higgins 2006). Entretanto, por ser uma EAO, também
apresenta potencial para danificar moléculas vitais, como lipideos, proteinas e acidos
nucléicos, perturbando o funcionamento celular (Foyer et al. 1994, Mudd 1996, Rao & Davis
1999, Bray et al. 2000). O H,O, promove danos ao material genético por diferentes
mecanismos (Mancini ef al. 2006), ¢ capaz de aumentar o nivel de proteinas soluveis, o que
pode ser explicado pela produg¢do de compostos de protecao (Terry ef al. 1995) e € uma das
primeiras espécies ativas de oxigénio formada quando o 0zdnio entra na planta (Fridovich

1987, Halliwel & Gutteridge 1989, Muggli 1993).

Danos causados por poluentes em geral aos seres vivos podem ser monitorados através
do uso de bioindicadores vegetais, que sdo organismos ou conjuntos de organismos que
reagem a perturbagdes ambientais, de modo reprodutivel e quantificavel (Arndt & Schweizer
1991, VDI 1999). Essas espécies podem ser classificadas como bioacumuladoras, plantas que
acumulam elementos quimicos e ndo apresentam sintomas visiveis; biosensoras, as que
reagem a polui¢do aérea por alteragdes fisiologica, metabdlicas ou anatdomicas ndo visiveis;
ou bioindicadoras, as que apresentam sintomas visiveis como cloroses e necroses (De

Temmerman et al. 2004). Além disso, o biomonitoramento pode ser qualitativo ou
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quantitativo, dependendo do nivel de especificidade da planta ao poluente (Arndt &

Schweizer 1991).

Entre as plantas bioindicadoras sensiveis ao o0z6nio, a mais utilizada para
biomonitoramento ¢ a cultivar Bel W3 de Nicotiana tabacum, que, segundo Cronquist
(1981), ¢ uma espécie herbacea dicotiledonea pertencente a Familia Solanaceae. Segundo
Heggestad (1991), a cultivar bioindicadora Bel W3 (sensivel), juntamente com Bel C
(sensibilidade intermediaria) e Bel B (resistente ao 0zonio), foi resultado de pesquisa iniciada
em 1957 nos Estados Unidos para explicar o aparecimento de manchas (“weather flecks”) em
folhas de tabaco, inicialmente relacionadas ao clima, que causaram grandes perdas na
produgdo de tabaco para cigarros. Mais tarde, em Beltsvile e Riverside, pesquisas mostraram
que as altas concentracdes de ozonio eram, na verdade, as responsaveis pelas manchas. Cinco
anos depois, embora ndo mais produzidas para fins comerciais, N. tabacum ‘Bel W3’ assim
como N. tabacum ‘Bel C’ e N. tabacum ‘Bel B’, foram recomendadas por H.E. Heggestad e

H.A. Menser como as primeiras plantas bioindicadoras de ozonio.

Outras pesquisas experimentais realizadas posteriormente reforcam o fato de N.
tabacum ‘Bel W3’ ser altamente sensivel ao ozonio. Por exemplo, Rosseti & Bonatti (2001)
avaliaram mudancas histoquimicas causadas por esse poluente e por um virus, Pasqualini et
al. (2001) e Buuren et al. (2002) estudaram o sistema de defesas antioxidativas sob a a¢ao do
03, Pasqualini et al. (2002) avaliaram mudangas no processo fotossintético em tecido foliar
apos a fumigacdo com Os e Pasqualini et al. (2003) estudaram respostas de hipersensibilidade

ao poluente, a partir da analise da morte celular programada durante a formagao das necroses.

Além disso, a fluorescéncia da clorofila a tem sido amplamente medida em diferentes
estudos para indicar mudangas no processo fotossintético em cultivares de N. tabacum e,
conseqiientemente, para auxiliar no estabelecimento de seus niveis de sensibilidade ao

ozonio. Segundo Maxwell & Johnson (2000), a fluorescéncia da clorofila a ocorre quando o
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centro de reagao do fotossistema II (FSII) estd fechado, ou seja, quando um elétron ¢é
transferido do centro de reagcdo para o primeiro aceptor de elétrons (Q,a). Assim, quando o
complexo antena desse fotossistema receber mais energia, esta devera ser dissipada para
evitar danos. Fluorescéncia ¢ uma das vias utilizadas pelas plantas para dissipar o excesso de
energia nao assimilada. A fluorescéncia (Figura 1.2) é um parametro utilizado para informar
o estado do FSII e, indiretamente, indica a condigdo fotossintética da planta, sendo que em
condi¢des Otimas, em geral, as plantas apresentam valores de F,:F,, (razdo que reflete o
potencial de eficiéncia do FSII) proximos de 0,83. Portanto, quando a planta esta sob efeito
de algum estresse, como polui¢do por ozbnio, a fotossintese tende a diminuir e esse efeito
pode ser percebido através de medidas de fluorescéncia da clorofila a, pois o valor dessa
razdo ¢ reduzido (Clark et al. 2000). Loreto et al. (2001), Saitanis et al. (2001), Buuren et al.
(2002), Degl’Innocenti et al. (2002), Novakoudis et al. (2003) e Liitz et al. (2005),
observaram perturbagdes a essa razdo em plantas da cultivar Bel W3 de N. tabacum

submetidas ao 0zonio, demonstrando também por esta via, sua alta sensibilidade.

6 F
8 m i Ajuste ao escuro
& 5F Figura 1.2: Caracteristicas da emissdo da
e
g B A
S & 4 fluorescéncia da clorofila a de folhas
o g F,
2]
v 3
= adaptadas ao escuro. Mod = luz modulada, Sat
g 3
59 9 L
LT = ~ N .
E 2 = pulso de saturacdo, Fy = fluorescéncia
B F
§ T !’* --------
I~ minima, F,, = fluorescéncia maxima ¢ F, =
0 -

T f/} varia¢ao da fluorescéncia (de Mattos 2006).

Mod. Sat.

Entretanto, para finalidade de monitorar os niveis de toxicidade de ozd6nio com N.
tabacum ‘Bel W3’, aplica-se predominantemente apenas a analise visual dos danos foliares,

devido a vantagem de poder ser realizada no proprio local em que se encontra a planta e de
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ser uma medida rapida, ndo destrutiva e¢ bastante econdmica. E um procedimento
recomendado pelo Verein Deutscher Ingenieure (VDI), 6rgdo alemao responsavel pela
defini¢do e atualizagcdo dos protocolos relacionados ao biomonitoramento com plantas. Essa
cultivar, por ser muito sensivel, manifesta sintomas foliares visiveis rapidamente e sob baixos
niveis de contaminagdo atmosférica por ozOnio, os quais sdo muito caracteristicos e
facilmente quantificados (Heggestad 1991). Segundo VDI (2003), as necroses tipicamente
induzidas por 0zonio nas folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ tém diferentes tamanhos e formatos,
ocorrendo sempre entre as nervuras. Inicialmente, ocorre o decréscimo do volume das células
injuriadas, formando depressdes na superficie foliar superior, com o tempo tornam-se de cor

prata a bege e entdo marrom clara (Figura 1.3).

Figura 1.3: Fotos das necroses provocadas por ozonio em folhas de N. tabacum ‘Bel W3’.

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ ja foi amplamente utilizada para avaliagdo dos niveis de
contaminagdo aérea por ozonio em diversas regides do planeta. Ashmore et al. (1978)

verificaram que, em ilhas inglesas, quanto maior a intensidade luminosa, maior a
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concentracdo de ozonio e maior a porcentagem de danos foliares. Klumpp et al. (1994) e
Domingos et al. (1998) estudaram a regido de Cubatdo/Sao Paulo/Brasil e verificaram que
quanto mais distante das fontes de polui¢dao, maiores eram as porcentagens de danos foliares.
Kopel e Sild (1995), trabalhando na Estonia, verificaram que o tabaco foi eficiente para
distinguir as diferentes regides de acordo com os niveis de ozdnio. Vergé et al. (2002),
Kostka-Rick (2002) e Fillela et al. (2005), que expuseram a planta em diferentes regides,
observaram que o aparecimento de necroses aumentava de acordo com a concentracio de O;
e confirmaram essa cultivar como bioindicadora de Os. Pefiuelas et al. (1999) e Ribas e
Pefiuelas (2002 e 2003) verificaram que a porcentagem de danos foliares em plantas de
tabaco expostas na regido da Catalonia/Espanha seguiu o padrio de concentragdo de ozdnio.
Klumpp et al. (2006) expuseram N. tabacum em vérias cidades européias e observaram com

eficiéncia o impacto do 0zonio em areas urbanas, suburbanas e rurais.

Justificativa e objetivos

Alguns autores ja demonstraram que variagdes meteorologicas interferem na efiéncia
bioindicadora de N. tabacum ‘Bel W3’. Koppel & Sild (1995) consideraram que as condigdes
climaticas sdo importantes para explicar o efeito do 0zdnio sobre essa variedade em uma
mesma area, em anos diferentes. Antonielli ef al. (1997) e Finnan et al. (1996) afirmaram que
a radiacdo ¢ muito importante para determinar seu grau de sensibilidade. Pefuelas et al.
(1999), embora tenham mostrado que tabaco foi apropriado para biomonitoramento
qualitativo da presenca de ozonio na atmosfera na Catalonia/Espanha, verificaram que a
fitotoxicidade desse poluente varia fortemente em diferentes estagdes e periodos, dependendo
de fatores como temperatura, umidade e ventos, que atuam na abertura ¢ fechamento dos
estomatos. Esses autores observaram, por exemplo, que plantas de N. tabacum ‘Bel W3’

apresentaram danos intensos com doses acumuladas de O; (AOT40 — dose acumulada de
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A . . . . . , . 2 .
0zb6nio acima de 40 ppb, quando a intensidade luminosa esta acima de 50 W.m™) nos locais
onde havia ventos pouco intensos, enquanto, nos lugares sob ventos mais fortes, as injurias

surgiram somente quando foram alcangados valores de AOT40 mais elevados.

Sendo assim, ¢ plausivel supor que, nas condi¢cdes meteorologicas de Sao Paulo, as
plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ podem, eventualmente, responder com necroses foliares a
outros fatores estressantes, além da contaminagao atmosférica por ozonio, tendo em vista que
essa cultivar bioindicadora, segundo Krupa & Manning (1988), foi padronizada em regido
com clima muito distinto. Assim, antes que se possa defini-la como bioindicadora em nosso
meio urbano, ¢ preciso verificar se ela é capaz de discriminar locais ¢ épocas mais € menos
atingidos pelo 0zo6nio, podendo ser usada para biomonitoramento qualitativo e, também, se
essa resposta pode ser relacionada linearmente com os niveis de ozonio, revelando bom

potencial para biomonitoramento quantitativo.

r

Além disso, a metropole de Sao Paulo ¢ considerada como uma das mais
industrializadas e urbanizadas da América Latina, apresentando sérios problemas de polui¢ao
atmosférica causados pelas diferentes fontes poluidoras. Entre elas, estd a imensa frota
veicular, que consome combustiveis variados, como alcool (etanol), gasolina, diesel e gas
natural. O etanol ¢ um combustivel utilizado particularmente no Brasil e seu uso promove
maior concentracdo de compostos oxigenados na atmosfera, tais como aldeidos, cetonas e
acidos organicos. Na cidade de Sao Paulo, por exemplo, ja foi demonstrado que aldeidos e
perdxido de hidrogénio tém sido encontrados em concentragdes mais elevadas (1- 50 ppb), se
comparadas a outras areas urbanas (0,9- 15 ppb) (Montero et al. 2001, Jairo Pedrotti,
comunicag¢do pessoal). Em fungdo desses aspectos, a contaminagdo atmosférica na cidade de
Sdo Paulo pode ser considerada bastante peculiar. Portanto, pode-se levantar a hipodtese,
também, de que tais compostos, que sdo potencialmente oxidativos, podem ser fatores de

estresse adicionais as plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas em Sao Paulo, podendo
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causar necroses foliares. Efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos de ozonio e de outros

oxidantes fotoquimicos também podem ser esperados.

A padronizacao de N. tabacum ‘Bel W3’ como bioindicadora de ozdénio, em especial,
para Sdo Paulo, poderia ampliar a area de monitoramento de qualidade do ar, realizado por
métodos fisicos e quimicos, que ainda ndo abrange toda a extensao territorial da cidade. Essa
padronizagdo permitird, ainda, que os resultados obtidos possam ser comparados aos obtidos
em diversas regides do mundo, podendo contribuir para o mapeamento global de
contaminagdo por ozonio. Essa cultivar também poderia ser usada como parametro de

comparag¢do para a padronizacao de espécies nativas como bioindicadoras.

Dessa forma, objetivou-se:

e Determinar a eficiéncia de N. tabacum ‘Bel W3’ para biomonitoramento qualitativo e

quantitativo da presenga de 0zonio nas condi¢des ambientais de Sao Paulo;

e Verificar se o perdxido de hidrogénio, assim como a associagdo deste com o0zoOnio,
causam necroses foliares visiveis e se ¢ possivel estabelecer curva entre intensidade dos

danos visiveis e doses do poluente.

Para isso, o trabalho foi dividido em trés etapas. Na primeira etapa, plantas de M.
tabacum ‘Bel W3’ foram expostas em locais da cidade de Sao Paulo, atingidos por diferentes
niveis de contaminagdo por ozdénio e em diferentes épocas do ano, determinando seu
potencial para biomonitoramento. Na segunda etapa, plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ foram
expostas em camaras de fumigacdo a concentragdes crescentes de ozonio, simulando as
condigdes de exposicao em campo. Nessa fase, procurou verificar, ainda, se outro oxidante
como o perdxido de hidrogénio, sozinho ou associado a 0zdnio, poderia causar necroses
foliares similares as induzidas por 0zonio somente, o que poderia alterar a relagdao entre dose

deste ultimo poluente ¢ intensidade de respostas foliares visiveis. Na terceira e ultima etapa, a
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partir dos resultados obtidos em campo e em laboratorio, foi realizada, uma avaliagao critica
do potencial de uso de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ para o biomonitoramento de ozénio na
cidade de Sao Paulo. Cada uma dessas etapas sera tratada individualmente nos capitulos que

S€ seguem.
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Capitulo 2

Potencial de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ para biomonitoramento do o0z6nio

troposférico na cidade de Sao Paulo

Resumo

A cidade de Sao Paulo tem como um dos principais poluentes aéreos o O3, que € o poluente
de maior importancia no smog fotoquimico por se encontrar em altos niveis, participar
ativamente da quimica atmosférica e, especialmente, ser um dos mais fitotdxicos. Nicotiana
tabacum ‘Bel W3’ esta entre as espécies mais utilizadas em biomonitoramento da contaminac¢ao
atmosférica por esse poluente. Assim, objetivou-se avaliar o potencial dessa cultivar para
biomonitoramento do nivel de contaminagdo atmosférica por O; na cidade de Sdo Paulo. As
plantas foram cultivadas de forma padronizada e expostas, por 14 dias durante 15 meses, em
diferentes areas da cidade com niveis distintos de contamina¢do por O;. Foi determinada
visualmente a porcentagem de area foliar com necroses e verificada qual sua relagdo com os
poluentes e fatores climaticos. No geral, a variagdo em danos foliares, observada nos diferentes
locais e ao longo do tempo acompanhou a variacdo na concentracao de Os. N. tabacum ‘Bel W3’
mostrou-se, assim, adequada para biomonitoramento qualitativo da presenca de 0zonio na cidade
de Sao Paulo. Porém, analises de regressao mostraram que apenas uma pequena parte dos danos
puderam ser explicadas pela concentragdo de O e que a relagdo entre ambas as variaveis nao foi
linear, como seria adequado para fins de biomonitormento quantitativo. A analise de
componentes principais demonstrou que os danos foliares podem estar relacionados com o
processo do smog fotoquimico, sugerindo que outros produtos do smog fotoquimico poderiam
contribuir para o aparecimento das necroses foliares. Essa andlise indicou, ainda, que outras

variaveis climaticas poderiam estar envolvidas na manifestacdo das necroses foliares em plantas
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de N. tabacum ‘Bel W3’. Portanto, o uso dessa cultivar para biomonitoramento quantitativo do

0zonio € questionavel para a cidade de Sao Paulo.

Palavras-chave: Nicotiana tabacum ‘Bel W3, biomonitoramento, 0zonio.

Introducio

Em areas antropizadas, sob condi¢des meteorologicas estaveis, 6xidos de nitrogénio (NOy)
e compostos organicos volateis (COV), na presenga de luz solar, interagem promovendo o
processo denominado smog fotoquimico, fendmeno predominantemente urbano, que produz uma
cadeia complexa de reacdes capaz de formar e acumular ozonio (Os), nitrato de peroxiacetila
(PAN), aldeidos, cetonas, entre outros compostos denominados poluentes fotoquimicos (Sawyer
et al, 2000). Segundo Emberson et al. (2001) e Orendovici et al. (2003), o 0zonio é o poluente de
maior importancia no smog fotoquimico por se encontrar em altos niveis, participar ativamente
da quimica atmosférica e, especialmente, ser um dos mais fitotoxicos, devido ao seu alto poder
oxidativo. Essa toxicidade ¢ resultado de sua alta reatividade no interior dos organismos, pois
promove a formagdo de espécies ativas de oxigénio (EAQO), que sd3o muito agressivas as
moléculas vitais como lipideos, proteinas e acidos nucléicos (Krupa & Manning 1988, Bray et al.

2000, Griinhage & Jager 2003).

Segundo Emberson et al. (2001), os niveis de ozonio sdo muito mais elevados no
hemisfério Norte do que no Sul. Entretanto, crescentes aumentos na emissao de poluentes tém
chamado a aten¢do para a deterioragdo da qualidade do ar em alguns paises do hemisfério Sul
(Klumpp et al. 1999). De acordo com Mage et al (1995) e Molina & Molina (2004), a cidade de
Sao Paulo, que esta entre as mais populosas do mundo, tem o 0z6nio como um dos principais

poluentes aéreos.
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A variagdo ao longo do tempo da concentragdo dos poluentes fotoquimicos na troposfera
depende especialmente de componentes fisicos, como as condigdes meteorologicas, que acabam
por interferir na dispersao de poluentes. A eficiéncia do processo de dispersao e a distribui¢ao
das fontes de emissdao dos precursores do smog fotoquimico, por sua vez, sdo fatores
determinantes da variacdo espacial dos niveis troposféricos dos poluentes fotoquimicos (Miguel

1992, Pefiuelas et al. 1999, CETESB 2006).

Na primavera e verao da cidade de Sao Paulo, as condi¢cdes meteorologicas permitem uma
circulagdo atmosférica mais intensa, reduzindo os niveis dos poluentes, porém, nesses periodos,
ha de se considerar um aumento da concentragdo dos compostos fotoquimicos devido a maior
incidéncia de radia¢do solar (CESTESB 2006). A circulagao do ar, influenciada pela brisa
maritima, pelo relevo (vale e montanhas) e pelos efeitos urbanos como rugosidade, barreira
provocada pelas construgdes civis, e ilhas de calor, sdo fatores que também prejudicam a
dispersao desses poluentes (Oliveira et al. 2003). Ainda, deve-se ressaltar que a poluicdo por
ozonio em S3o Paulo ¢ agravada pela distribuicdo espacial muito heterogénea das fontes de
emissdo de seus precursores, em especial do trafego de veiculos automotores. Acrescenta-se que
esses veiculos utilizam combustiveis variados, como etanol, gasolina, 6leo diesel e gas natural
(CETESB 2006). O Brasil, alids, ¢ um dos tunicos paises que utilizam o etanol como
combustivel, potencializando o problema de contaminacdo atmosférica por poluentes
fotoquimicos. Isto porque a queima do etanol contribui para o aumento da emissdo de
acetaldeidos (Nguyen et al. 2001), que, de acordo com Miguel (1992), Massambani & Andrade

(1994) e Sillman (1999), esta envolvido no processo do smog fotoquimico.

A qualidade do ar pode ser avaliada, em nivel local, regional e global, através de
estimativas das emissdes, do uso de modelos matematicos ¢ de medidas das concentragdes
ambientais dos principais poluentes. Contudo, tais metodologias nem sempre sdo viaveis sob o

ponto de vista econémico e de infra-estrutura local. Atualmente, tem se utilizado também o
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biomonitoramento para avaliar a qualidade do ar, que consiste em medidas rotineiras de
respostas caracteristicas de organismos vivos a certos poluentes em ambientes antropizados. O
biomonitoramento utilizando plantas ¢ uma alternativa possivel para andlise da qualidade do ar,
com a vantagem de dimensiond-la sob o prisma dos seres vivos. Por isso, ha tempos ja se
utilizam diferentes reagdes vegetais, em nivel de células, tecidos/6rgdos, organismos ou
ecossistemas, para determinar a intensidade de contaminagdo ambiental causada por poluentes
aéreos, o que tem sido denominado por alguns autores como biomonitoramento qualitativo
(Arndt & Schweizer 1991, Arndt et al. 1996, VDI 1999, Mulgrew & Williams 2000, De

Temmerman et al. 2004).

Como ja mencionado no Capitulo 1, a cultivar Bel W3 de Nicotiana tabacum, por possuir
alta sensibilidade a niveis toxicos de Os no ar, estad entre as espécies mais utilizadas em
biomonitoramento qualitativo da ocorréncia de contaminacdo atmosférica por 0zOnio
troposférico em diferentes paises do hemisfério Norte (Krupa & Manning 1988, Heggestad 1991,
Krupa et al. 1993, Vergé et al. 2002, Klumpp et al. 2006). Porém, Koppel & Sild (1995),
Antonielli et al. (1997), Finnan et al. (1996) e Pefiuelas et al. (1999) demonstraram que
variagdes meteorologicas interferem na eficiéncia bioindicadora de N. tabacum ‘Bel W3’. Por
outro lado, seu uso tem sido bem restrito nas regides tropicais e sub-tropicais, de maneira que
ainda ¢ necessario testar sua eficiéncia para biomonitoramento nessas regides, considerando que
essa cultivar foi desenvolvida em regido com caracteristicas ambientais muito distintas. Assim,
objetivou-se avaliar o potencial dessa cultivar para biomonitoramento do nivel de contaminacao
atmosférica por ozonio na cidade de Sdo Paulo. Para tanto, foi determinada a variacdo na
porcentagem de area foliar ocupada por necroses em plantas de N. fabacum expostas em
diferentes regides da cidade com concentragcdes de poluentes distintas e verificada qual sua

relacdo com 0zo6nio, entre outros poluentes, € com fatores climaticos.
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Material e métodos

Plantas de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ foram expostas, durante o periodo de setembro de
2002 a dezembro de 2003, em seis locais da cidade de Sao Paulo, atingidos por niveis distintos

de contaminacao atmosférica por ozonio (Figura 2.1).

A escolha do Parque do Ibirapuera, situado no Distrito Administrativo de Moema, e da
Escola Publica, no Distrito Administrativo de Campo Belo, ambos na Zona Sul da cidade, para
exposicdo das plantas, foi baseada em série historica de dados de qualidade do ar obtida pela
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB). Geralmente, no Parque do
Ibirapuera, sdo registradas altas concentragdes de O e baixas de NOx e PMj. J& na Escola de
Campo Belo, sdo registradas baixas concentragdes de Os e alta de NOx e PM (Figura 2.3). Essa
caracteristica esta relacionada com a localizagdo dessas areas, pois, enquanto a Escola se situa ao
lado de duas importantes vias de trafegos, e, portanto sofre grande influéncia da emissdo de
poluentes primarios, o Parque esta afastado de grandes vias e, portanto, ndo sofre o impacto
causado diretamente por essa fonte. Porém, esta sujeito a a¢do de poluentes oxidantes que

tendem a ser acumulados nessas regides (CETESB 1997).

Essas duas primeiras areas, por apresentarem estacdes de monitoramento, foram
consideradas como pardmetros de comparacdo para a escolha das demais localidades, que
possuem caracteristicas semelhantes a estas. O Viveiro Manequinho Lopes se localiza ao lado do
Parque do Ibirapuera e apresenta condigdes ambientais semelhantes. As proximas duas areas de
estudo apresentam caracteristicas similares a area da Escola. Tanto o Aeroporto de Congonhas,
situado a poucos metros da Escola, como a Marginal Pinheiros (Distrito Administrativo de
Pinheiros), estdo localizados ao lado de grandes avenidas e, portanto, também estdo sujeitos a
acao provocada pelo intenso trafego veicular. O Jardim Botanico localiza-se no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga - PEFI (Distrito Administrativo do Jabaquara), o qual esta inserido na
regido sul da grande malha urbana da cidade de Sdo Paulo. Estudos realizados com plantas
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bioindicadoras ja demonstraram que esse local tem sido intensamente afetado pelo smog
fotoquimico e menos afetado por poluentes primarios emitidos por veiculos (Klumpp et al. 1994,
Domingos et al. 2002). Dessa forma, também se assemelha ao Parque do Ibirapuera.
Concomitantemente, adotou-se uma casa de vegetacdo com ar filtrado como ambiente de

referéncia (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Mapa da regido de estudo, mostrando os pontos de exposi¢ao de plantas de Nicotiana
tabacum ‘Bel W3’ (adaptado de atlasambiental@prefeitura.sp.gov.br). P: Marginal Pinheiros, I:
Parque do Ibirapuera, V: Viveiro Manequinho Lopes, E: Escola Publica, A: Aeroporto de

Congonhas e B: Jardim Botanico.
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As plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ foram cultivadas, seguindo o protocolo estabelecido
pelo VDI (2000), a partir de sementes doadas pela Universidade de Hohenheim/Alemanha,
utilizando substrato comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, misturados na propor¢ao
de 3:1, respectivamente. A irrigagdo era mantida por capilaridade e, para nutri¢do favoravel, as
plantas receberam solucao nutritiva preparada com macronutrientes € micronutrientes, de acordo
com Epstein (1975). As mudas permaneceram na casa de vegetacdo com ar filtrado, durante todo

o cultivo até o inicio de cada exposi¢do (Figura 2.2.A).

Seis vasos com mudas de N. tabacum foram expostos ao ar ambiente de cada ponto de
exposicao, sobre suportes (Figura 2.2.B) construidos com base em modelo proposto por Arndt &
Schweizer (1991), ao mesmo tempo em que seis vasos foram mantidos no ambiente de
referéncia. As plantas permaneceram expostas por 14 dias, conforme protocolo estabelecido em
VDI (2000), quando foram substituidas por novos lotes de plantas e levadas para o laboratério
para analise visual de danos foliares no mesmo dia de retirada. A porcentagem de area das 4°, 5%
e 6 folhas das plantas de N. tabacum (Figura 2.2.C) com danos tipicos induzidos por ozonio foi

estimada visualmente, em classes de 5 em 5 %.
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Figura 2.2: (A) Foto da casa de vegetagdo com ar filtrado, (B) foto do suporte utilizado para
exposicdo das plantas e (C) esquema da planta de N. tabacum, com indicagdo das folhas

avaliadas (adaptado de VDI 2003).

Diferengas na porcentagem de area foliar afetada por necroses ao longo das exposi¢des
realizadas no periodo de estudo, em cada local, foram localizadas por meio de analise de
variancia (One Way ANOVA) e teste de comparagdo multipla (Student-Newman-Keuls). Mapas
de distribuicdo da porcentagem de area foliar afetada por necroses foliares, na regido da cidade
de Sao Paulo abrangida pelo estudo (destacada na Figura 2.1) e nas diferentes estagdes do ano,

foram desenhados com auxilio do programa Surfer versdo 8. Andlises de regressdo foram
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aplicadas para estabelecer a relagdo entre porcentagem de area foliar afetada por necroses e
concentragdes atmosféricas de ozdénio fornecidas pela CETESB. Andlise de componentes
principais foi realizada para evidenciar quais fatores abiOticos foram mais importantes e
responsaveis pela variabilidade total dos dados. Estas duas ultimas foram realizadas com dados
provenientes do Parque do Ibirapuera, onde a CETESB mantém uma estagdo de monitoramento

de poluentes e de varidveis meteorologicas.

Além disso, foram realizados calculos sugeridos pela rede européia de biomonitoramento
(www.eurobionet.com, Klumpp et al. 2002), com os quais ¢ possivel classificar as areas de
estudo quanto aos niveis de contaminagdo por ozonio. Para estabelecimento dessas classes de
contaminagdo atmosférica (Tabela 2.1), utilizaram-se médias de area foliar danificada e

respectivos desvios padrdes, obtidos durante o experimento.

Tabela 2.1. Niveis de contaminagdo atmosférica por Os, estabelecidos com base em classes de
porcentagem de area foliar afetada por necroses, em plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas

nos diferentes locais da cidade de Sao Paulo.

Nivel de contaminaciio atmosférica  Classes Porcentagem de danos foliares
Baixo 1 dano foliar < 10
Meédio 2 10 < dano foliar < 25
Alto 3 25 < dano foliar <40
Muito alto 4 dano foliar > 40
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Resultados

Os perfis da concentracdo dos poluentes aéreos monitorados no Parque do Ibirapuera e na
Escola Publica foram bastante discrepantes (Figura 2.3). O monitoramento mostrou que a estacao
sediada na Escola, em Campo Belo, foi fortemente impactada por poluentes primarios emitidos
por fontes antropicas, como material particulado inalavel (PM,), didéxido de nitrogénio (NO5) e,
principalmente, monoxido de nitrogénio (NO), entre os meses de julho e setembro de 2003.
Ressalta-se que o 0zonio nao foi monitorado nesse local pela CETESB devido aos baixos valores
registrados em anos anteriores (aproximadamente 5 ppb). J4 a estagdo instalada no Pq.
Ibirapuera, em Moema, apresentou baixos niveis desses poluentes primarios, porém a
concentracio de Os foi bastante elevada, superando o nivel de atengdo (80 ppb.h™") durante todo
o periodo de exposi¢do, exceto em junho de 2003. As maiores concentragdes ocorreram,
principalmente, nos meses de setembro, outubro e novembro de 2002 e em marco e outubro de

2003.
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Figura 2.3: Concentragdes médias mensais dos poluentes (ppb) monitorados nas estagdes do

Parque do Ibirapuera e da Escola Publica, no periodo em que foram realizadas as exposigoes das

plantas de N. tabacum ‘Bel W3’.

As plantas mantidas na situacao de referéncia nao apresentaram danos foliares durante todo
o periodo de exposicao. Com relagdo as plantas expostas in situ, o aparecimento de danos nas
folhas de tabaco ocorreu em todos os sitios, sendo que a maior porcentagem de area afetada por
necroses foi freqlientemente observada no Jardim Botanico (B) e, em seguida, no Viveiro
Manequinho Lopes (V), Parque do Ibirapuera (I), Aeroporto de Congonhas (A), Marginal
Pinheiros (P) e Escola Publica (E) (Figura 2.4). A partir desses resultados, foi possivel separar as
areas de estudo em dois blocos, quanto ao nivel de contaminagdo atmosférica por ozdnio.
Enquanto nos locais B, V e I, areas mais sujeitas a acdo do ozoOnio, as plantas indicaram, em
muitas exposigdes, niveis de contaminagdo alto (classe 3) a muito alto (classe 4) (Figura 2.4.A),
j& nas areas menos sujeitas ao ozénio (A, E e P), as plantas foram menos danificadas, indicando
nivel baixo (classe 1) a médio (classe 2) de contaminagdao por ozonio (Figura 2.4.B). Nesses

ultimos locais, verificou-se nivel médio de contaminagdo em poucas exposigdes.
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Além disso, ¢ possivel verificar que houve grande variacao na intensidade de danos foliares
ao longo das exposi¢des em cada local, sendo que, em geral, as maiores porcentagens de
necroses foliares foram observadas nos meses de fevereiro a abril de 2003 (Figura 2.4). No
Parque do Ibirapuera, as maiores porcentagens de injurias foliares ocorreram nos meses de
novembro e dezembro de 2002 e de fevereiro e margo de 2003, no Viveiro Manequinho Lopes,
as plantas foram mais afetadas nos meses de fevereiro a abril de 2003 e no Jardim Botanico, nos
meses de outubro a dezembro de 2002 e em marco e abril de 2003. J& nas areas onde geralmente
os niveis de O; sdo baixos, as plantas expostas na Escola e no Aeroporto de Congonhas,
apresentaram mais danos foliares entre fevereiro a junho de 2003 e, ainda em outubro de 2003 no
segundo local. Em Pinheiros, os maiores valores foram obtidos nos meses de outubro de 2002 e

de maio a junho de 2003.
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Figura 2.4: Média de area foliar afetada por necroses (%), nas 33 exposi¢des de plantas de N. fabacum ‘Bel W3’ realizadas no periodo de

setembro/02 a dezembro/03.
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Os mapas de distribui¢cao dos valores de porcentagem de danos foliares indicam que nos
meses de primavera de 2002 (Figura 2.5.B), e verao e outono de 2003 (Figuras 2.5.C e D), as
plantas foram mais danificadas. Em todo o periodo de exposi¢do, observa-se um gradiente de
aumento de danos foliares da regido mais central da cidade de Sao Paulo estudada (Escola
Publica-E e Aeroporto de Congonhas-A) para a periferia onde estdo situados os locais da
regido de Moema (V e I) e o Jardim Botanico-B (Figura 2.5). Além disso, comparando a
primavera dos dois anos de estudo, observa-se que a porcentagem de danos foliares foi muito

mais intensa no primeiro ano.
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Figura 2.5: Mapas de distribuicao da porcentagem de danos foliares apresentadas por plantas

de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas nos seis locais de exposi¢ao (Parque Ibirapuera-I, Viveiro

Manequinho Lopes-V, Jardim Botanico-B, Escola Publica-E, Aeroporto de Congonhas-A e

Marginal Pinheiros-P) durante o inverno de 2002 (A), primavera de 2002 (B), verao de 2003

(C), outono de 2003 (D), inverno de 2003 (E) e primavera de 2003 (F).

Ao realizar andlise de regressdo com dados provenientes do Parque do Ibirapuera,

verificou-se que ndo foi encontrada relagdo linear significativa. A curva que melhor se ajustou

Sant’Anna, S.M.R

47

Danos
foliares
(%)



Capitulo 2: Potencial de N. tabacum para biomonitoramento do ozoénio na cidade de Sdo Paulo

a esse modelo foi a polinomial de grau 2 (Figura 2.6). Entretanto, apenas quando considerada
a concentracdo de Os entre 8 e 20 horas, houve relagdo significativa, porém, apenas 25 % da

variacdo de danos foliares pdde ser explicada pela variagao da concentracao de Os.

50 - ~50 D =-2.25 + (0,028*03) - (0,000007+03°)
~ 2_ . — O\ * 2
L 40 - . * r =0,13; p=0,15 \;40 B * r =025 p=0,07
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Figura 2.6: Regressdo polinomial entre danos foliares em plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ e
as concentragdes médias de ozonio no ar em cada exposi¢do, obtidos no Pq. Ibirapuera, no

periodo de setembro/2002 a dezembro/2003. Concentragdes médias de O, baseadas nas

medigdes ao longo das 24 h.dia’ (A) e para o periodo diario das 8-20 h (B).

A analise de componentes principais explicou 83,6 % da variag¢do total dos dados em
seus dois primeiros eixos de ordenagao (Figura 2.7 e Tabela 2.2). As principais variaveis que
contribuiram para a construcao do grafico foram os valores de NO, danos (D), e radiagao (R).
Verifica-se que os danos foliares ndo estdo estritamente relacionados com concentragao de Os,
mas também apresenta relagdo com variaveis climaticas, como temperatura e radiacdo. Além
disso, o eixo 1 esta indicando um gradiente da intensidade temporal de danos foliares, sendo
que, de modo geral, as unidades amostrais da primavera e verdo estdo associadas ao lado
positivo do eixo enquanto que as unidades amostrais do outono e, principalmente, inverno,

estao relacionadas com o lado negativo deste eixo.
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Figura 2.7: Anélise de componentes principais entre as variaveis abidticas e bidticas medidas
no Parque do Ibirapuera, no periodo de setembro/2002 a dezembro/2003: velocidade do vento
(VV), radiagao (R), temperatura (T), umidade relativa (U), ozonio (O3), particulas inalaveis
(PI), monoxido de nitrogénio (NO), dioxido de nitrogénio (NO;) e porcentagem de danos

foliares (D).

Tabela 2.2: Correlacdo das varidveis abidticas (climaticas e poluicdo) e biodtica (danos

foliares) com os componentes principais, e variabilidade explicada (%) (n = 29).

Eixo VV R T U O3 PI NO NO, D %

1 0,08 0,59 0,50 0,21 0,33 -0,59 -0,66 -047 094 59.8

2 0,35 0,38 0,38 -0,32 0,37 -0,55 -0,74 -0,33 -0,35 23,9
Discussao

Geralmente, nos meses de primavera e verdo, a concentragdo de O3 ¢ mais elevada do
que no outono e inverno (CETESB 2006), fato que ocorreu no Parque do Ibirapuera, durante o
periodo de experimentacdo deste estudo (Figura 2.3). Porém, observou-se que as
concentragdes de Oz na primavera (outubro a dezembro) de 2002 foram claramente mais altas

do que nos mesmos meses em 2003. Esse fato pode ser atribuido a provavel maior

Sant’Anna, S.M.R 49



Capitulo 2: Potencial de N. tabacum para biomonitoramento do ozoénio na cidade de Sdo Paulo

pluviosidade registrada nesse periodo em relagdo ao anterior (CETESB 2006). Segundo
Corson (1996), quanto maior a precipitagdo pluviométrica, menor a concentracdo de Oz na
atmosfera, em funcdo de sua remog¢do e de seus precursores pela deposicdo timida. Essa
diferenca entre os anos de estudo podem ter sido causadas, também, por outras alteracdes
meteoroldgicas que controlam a formagao do Os, como a intensidade luminosa e a umidade
relativa e pela dispersdo do mesmo, regida principalmente pelas condi¢des de vento. Além
disso, nos meses de dezembro e janeiro, pode ocorrer uma redugdo da concentragdo de Os,
pois, mesmo sendo os meses mais quentes, hd reducdo na intensidade luminosa devido ao
aumento da nebulosidade (CETESB 2006). Dados fornecidos pela CETESB indicam que
esses fatores meteorologicos foram bastante distintos em Sao Paulo entre os dois anos em

questdo, explicando as diferengas nos niveis de 0zoénio em 2002 ¢ 2003.

No geral, a variacdo da concentragdo de Os, no espago ¢ no tempo, foi acompanhada
pela variagdo na intensidade de danos foliares, indicando que N. tabacum ‘Bel W3’ foi capaz
de discriminar areas e periodos com diferentes niveis de 0zonio, conforme foi mostrado nas

Figuras 2.4 ¢ 2.5.

Destaca-se que, na primavera de 2002, a porcentagem de danos foliares nas plantas do
Pq. Ibirapuera foi mais intensa do que na de 2003, acompanhando a mencionada variacdo na
concentragdo de ozonio (média de 50 ppb em 2002 e de 39 ppb em 2003) devido as diferencas
nas condi¢des meteoroldgicas. Tal variacdo na intensidade de necroses de um ano para outro
também foi observada nos demais locais monitorados, podendo-se presumir, assim, menor
contaminagdo por Oz nesses locais em 2003. Koppel & Sild (1995) e Yuska et al. (2003)
igualmente verificaram diferenca na porcentagem de danos foliares quando compararam as
respostas de plantas expostas em dois anos consecutivos, a qual foi atribuida a variagdes

climaticas entre os periodos de estudo.
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Diante dessa paridade qualitativa entre danos e niveis de Os;, ¢ possivel explorar de
modo mais abrangente a classificagdo da contaminagdao atmosférica proposta pela rede
européia de biomonitoramento e aplicada no presente estudo, estimando-se qualitativamente a
faixa de concentracdo de Oz na atmosfera, tendo como ponto de comparagao os resultados
obtidos no Pq. Ibirapuera, onde houve monitoramento do Os. Pode-se supor que até o nivel
médio de contaminagdo por O3 (classe 2), que aconteceu em muitas amostragens realizadas
nos locais de alta emissdo veicular (Escola, Aeroporto e Pinheiros), as concentragdes médias
de O3 em cada exposi¢do ndo tenham sido superiores a 40 ppb. No Aeroporto de Congonhas,
em alguns momentos, no Viveiro Manequinho Lopes ¢ no Jd. Botanico, com maior
freqliéncia, atingiu-se o nivel alto de contaminagdo (classe 3), indicando que a atmosfera
continha, em média por exposic¢do, entre 40 ¢ 50 ppb de Os. O nivel muito alto (classe 4) foi
atingido em poucas exposigdes realizadas no Jd. Botanico ¢ no Viveiro Manequinho Lopes,

quando as concentragdes médias de O3 devem ter sido superiores a 50 ppb.

Observa-se, portanto, que N. tabacum ‘Bel W3’ mostrou-se adequada para
biomonitoramento qualitativo de 0zénio em Sdo Paulo, tornando possivel ampliar a area de
monitoramento da qualidade do ar em toda a cidade, tendo como principais vantagens, o
baixo custo e a possibilidade de estudar o efeito da poluigdo sobre os organismos vivos. Da
mesma forma, Klumpp et al. (2006) que colocaram em pratica o programa de
biomonitoramento EuroBionet (www.eurobionet.com), no qual utilizaram, entre outras
plantas bioindicadoras a mesma cultivar de tabaco, mostraram resultado similar para o
continente europeu. Naquele estudo, demonstrou-se haver um crescente impacto de Os, das
regides ao norte da Europa para as regides centrais e sul do continente, acompanhando um
gradiente de contaminagdo atmosférica por O;, marcado em larga escala geografica
especialmente por fatores meteoroldgicos, como disponibilidade de radiacdo solar e

temperatura do ar. Em cidades como Sheffield, Edinburgh ¢ Copenhagen, situadas ao norte,
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foi freqliente a ocorréncia de graus leves a moderados de injuria foliar. Em Barcelona e Lyon,
com maior disponibilidade de luz solar e estabilidade atmosférica, tais observagdes foram
raras, predominando, nessas cidades, efeitos fortes a muito fortes. A grosso modo, poder-se-ia
dizer que o grau de contaminac¢dao atmosférica por Os, nos locais situados nos bairros de
Moema e Jabaquara, em Sao Paulo, seria equivalente ao observado em Barcelona e Lyon e o
observado nos bairros de Campo Belo e Pinheiros, ao verificado nas cidades ao norte da

Europa.

Enquanto no estudo de Klumpp et al. (2006), N. tabacum ‘Bel W3’ pareceu ser boa
marcadora da contaminagdo atmosférica por ozonio em larga escala, condicionada por fatores
meteoroldgicos ao longo do gradiente latitudinal analisado, no presente estudo, essa planta
bioindicadora foi especialmente eficiente como marcadora do processo fotoquimico em escala
local, destacando a influéncia das fontes de emissdo de seus precursores na
formac¢ao/degradagdo do ozonio. Os dados de danos foliares demonstram que as plantas
mantidas nas areas proximas as fontes de emissdo apresentaram os menores valores de
porcentagens, enquanto que as plantas mantidas em areas mais afastadas apresentaram os
maiores valores (Figuras 2.4 e 2.5). Essa caracteristica seguiu o padrao apresentado pela
dindmica de formagdo e consumo do ozonio em areas com alto trafego veicular, onde ha
grande aumento da concentracdo de NO, e nesse caso o ozdnio e outros oxidantes
fotoquimicos reagem rapidamente com esse poluente, sendo consumido (Krupa & Manning
1988, Souza 1998, Sillman 1999). J4 em areas afastadas das fontes, pode haver o aumento dos
niveis de precursores do O3, como os hidrocarbonetos, que promovem inumeras reagdes
radicalares, levando a redugdo do NO, deslocando o sentido das reagdes para a formacgao de
ozonio (Jenkin & Clemitshaw 2000). Nos locais de exposi¢do em Moema e, principalmente,
no Jabaquara, ha areas verdes, que sdo fontes de hidrocarbonetos muitas vezes mais reativos

que os emitidos por fontes antrdpicas, o que contribui fortemente para o acimulo do ozonio
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na atmosfera dessas regides. Esse fato pode explicar a ocorréncia de necroses foliares mais

expressivas nas plantas 1a expostas.

Essa distribuicao espacial dos danos foliares esta de acordo com os obtidos por Klumpp
et al. (1994) e Domingos et al. (1998), que aplicaram N. tabacum ‘Bel W3’ para
biomonitoramento do 0zonio na regidao do complexo industrial de Cubatdo, Sao Paulo. Esses
autores também observaram que quanto mais distante das fontes de emissdo, maior era a

porcentagem de danos foliares.

Entretanto, no presente estudo, ocorreram picos de danos foliares, especialmente nas
plantas mantidas no Pq. Ibirapuera nos meses de primavera ¢ outono (Figura 2.4.A), quando
as concentracdes de O3 ndo estavam altas e vice-versa, o que pode ser uma das causas da
baixa explicabilidade do modelo encontrado entre danos foliares e concentragdes de 0zonio
(Figura 2.6). O uso de N. tabacum ‘Bel W3’ para biomonitoramento quantitativo de ozonio,
ou seja, para dimensionar as concentracdes desse poluente na atmosfera com base na

intensidade de danos foliares, é questionavel para a cidade de Sao Paulo.

Isto parece ndo ser possivel para outras localidades também. No programa de
biomonitoramento EuroBionet (www.eurobionet.com, Klumpp et al. 2006), nenhuma relagao
linear significativa foi encontrada entre intensidade de danos foliares e doses acumuladas de
0zonio acima de 20 ppb (AOT20), quando todo o conjunto de dados, gerados nas diferentes
cidades, foi considerado. Porém, se os dados gerados em cada cidade forem tratados
individualmente, surgem amplas diferencas locais. In Diisseldorf, por exemplo, AOT20 e
danos foliares associaram-se fortemente de modo linear, mas nenhuma relagdo significativa
foi encontrada entre dados de ambas as variaveis provenientes de Lyon. Além disso, esses
autores afirmam que a cultivar Bel W3 do tabaco, por ser altamente sensivel ao O3, possui uso

restrito nas areas com alto nivel desse poluente. Ball ef al. (1998), Pefiuelas et al. (1999) e
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Ribas e Pefiuelas (2003) igualmente verificaram que apenas uma pequena parte dos danos

foliares puderam ser explicados pela concentragdao de O3 troposférico.

Na verdade, conforme comentam Yuska et al. (2003), o efeito do ozonio na planta
depende de muitos fatores € ndo somente da concentragao deste no ambiente. No caso do
presente estudo, a analise de componentes principais (Figura 2.7, Tabela 2.2) indicou que nao
somente houve fraca relagdo entre concentragdo de ozdnio e resposta bioindicadora, como
também, que os danos foliares estiveram relacionados com varidveis ambientais envolvidas
no processo do smog fotoquimico (positivamente com radiagao e temperatura ¢ negativamente
com NQO,). Isto sugere que outros produtos do smog fotoquimico, além do 0zdnio, e/ou alguns
fatores climaticos poderiam estar contribuindo para o aparecimento das necroses nas folhas de
tabaco, e, devido a isso, a porcentagem de danos foliares ndo foi estritamente relacionada com
as concentragdes de ozonio. Segundo Ball et al. (1998), Krupa et al. (1993), Muné-Bosh &
Alegre (2002), Davison et al. (2003), Griinhage & Jager (2003) e Klumpp et al. (2006) fatores
climaticos podem interferir na resposta da planta bioindicadora, pois s3o fatores que alteram a

condutancia estomatica e, como conseqiiéncia, modificam a entrada do poluente na planta.

Conclui-se, portanto, que a aplicagdo de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ na cidade de Sao
Paulo ¢ eficiente para o biomonitoramento qualitativo, fazendo dessa cultivar uma importante
ferramenta para estudos de qualidade do ar, porém ndo apresenta potencial para quantificar os

niveis de o0zoOnio.
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Capitulo 3

Exposicao de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ a doses controladas de O; e H,O, em

camaras de fumigacio: avaliacdo de danos foliares e fluorescéncia da clorofila a

Resumo

O ozo6nio (O3) ¢ uma das substancias quimica mais estudadas na troposfera por ser um
poluente aéreo com alto grau de toxicidade e, principalmente, por apresentar-se em elevadas
concentragdes. Entretanto, durante o processo de sua formacgdo (smog fotoquimico) sdo
gerados diversos outros oxidantes. Entre eles estd o peroxido de hidrogénio (H>O,), que ¢
uma das espécies ativas de oxigénio com grande importancia fisiolodgica, porém, também
apresenta potencial para danificar moléculas vitais. No presente estudo objetivou-se analisar
experimentalmente se Os; e H0,, em diferentes niveis, podem promover alteragdes
fisiologicas e necroses foliares em plantas de N. tabacum ‘Bel W3’, assim como estabelecer o
modelo que melhor ajusta a relagdo entre as respostas bioldgicas estudadas e a concentragao
desses poluentes. As plantas foram cultivadas de forma padronizada e expostas ao Oz, H,O; e
a mistura destes, em cdmaras de fumigacdo, por 2 e¢ 4 dias (3 h.dia). Ao final dos
experimentos, foram analisadas a porcentagem de necroses foliares e a razdo F,:Fy,
considerada como indicadora de alteracdo no processo fotossintético. As necroses foliares
observadas nos trés tratamentos apresentaram as mesmas caracteristicas, porém com maior
intensidade quando foi aplicado o O; individualmente, seguido pela mistura de ambos os
fotoxidantes e pelo H,O,. Porcentagem maxima de necroses foliares foi obtida em plantas
submetidas a 40 ppb de O; por 4 dias. Concentragdes superiores a esta ndo promoveram
aumento de area foliar afetada pelas necroses. A razao F,:Fy, foi significativamente reduzida

nos trés experimentos, especialmente quando o O; esteve envolvido, indicando distirbios no
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processo fotossintético. Além disso, foi verificado que a mistura de O3 com H,O, provoca

efeito antagonico sobre a planta, diminuindo os efeitos maléficos do Os.

Palavras-chave: Ozo6nio, peréxido de hidrogénio, fumigacdo, dano visual, fluorescéncia da

clorofila a.

Introducio

Os efeitos do 0zdnio (O3) sobre organismos vivos tém sido uma preocupagdo mundial
na atualidade, devido o aumento crescente de suas concentra¢cdes na atmosfera, em
conseqiiéncia do aumento das emissdes de seus precursores por atividades antropicas
(Emberson et al. 2001, Vingarzan 2004). Esses efeitos geralmente sdo pronunciados, uma vez
que o Oj; ¢ altamente téxico (Krupa & Manning 1988, Evans ef al. 1996, Rao & Davis 1999,
Saitanis ef al. 2001, Griinhage & Jager 2003), causando grande prejuizo economico devido a
perda de produtividade de culturas agricolas (Fumagalli et al. 2001), danos a vegetacao
nativa (Emberson ef al. 2001, Domingos et al. 2002) e doengas nos seres humanos (Holtzman
et al. 1983, Kehrl et al. 1987, Schelegle et al. 1989, Schelegle et al. 1991, Muggli 1993,

Saldiva et al. 1994, Saldiva et al. 1995, Borja-Aburto et al. 1997, Bouthillier et al. 1998).

Entretanto, durante o processo de formagdo do O3, denominado smog fotoquimico, sdo
formados diversos outros oxidantes, como perdxido de hidrogénio, nitrato de peroxiacetila
(PAN), aldeidos e cetonas, potencialmente tao toéxicos quanto o O3 (Krupa & Manning 1988,
Seinfeld 1989, Miguel 1992, Souza 1998, Sillman 1999, Sawyer ef al. 2000, Manaham 1999).
Mas, a acdo desses poluentes sobre os organismos, atuando individualmente ou em conjunto

com outros oxidantes, embora possivel, ¢ pouco conhecida.
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Com relagao ao perdxido de hidrogénio (H,0O,), sabe-se que ¢ uma das espécies ativas
de oxigénio (EAO) mais abundante nos organismos aerdbios e que tem grande importancia
fisiologica, por ser uma molécula sinalizadora envolvida em uma grande variedade de
processos metabodlicos (Bienert ef al. 2006, Wang & Higgins 2006). Entretanto, por ser uma
EAOQO, também apresenta potencial para danificar moléculas vitais, como lipideos, proteinas e
acidos nucléicos, danificando o funcionamento celular (Foyer ef al. 1994, Mudd 1996, Rao &
Davis 1999, Bray et al. 2000). O H,O; pode, por exemplo, promover danos ao material
genético através de diferentes mecanismos (Mancini et al. 2006) e aumentar o nivel de
proteinas soluveis, resultando em aumento da protecdo celular (Terry et al. 1995). Além
disso, ¢ uma das primeiras espécies ativas de oxigénio formada quando o ozoénio ¢ absorvido
pelas plantas, desencadeando uma cadeia de eventos oxidativos (Fridovich 1987, Halliwel &

Gutteridge 1989, Muggli 1993).

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’, por ser muito sensivel ao 0zonio, mostra perturbacdes
estruturais, fisioldgicas e metabdlicas, quando ja submetida a baixos niveis de contaminagao
atmosférica por esse poluente. Restrigdes ao processo da fotossintese, indicadas por medidas
da fluorescéncia da clorofila a, estdo entre as evidentes perturbagdes fisiologicas em plantas
dessa cultivar expostas ao O; (Loreto et al. 2001, Saitanis et al. 2001, Buuren et al. 2002,
Degl’Innocenti et al. 2002, Novakoudis et al. 2003, Liitz et al. 2005). A reducao das trocas
gasosas devido a diminui¢do da condutancia estomatica, com conseqiiente diminui¢cdo da
entrada de ozbénio nas folhas, ¢ igualmente uma perturbacdo fisiolégica comumente
observada em plantas expostas ao O3 (Pefiuelas et al. 1999, Pasqualini et al. 2002, Vergé et

al. 2002, Manning 2003, Calatayud et al. 2004).

E amplamente conhecido, também, que as perturbagdes as plantas de N. tabacum ‘Bel
W3’ expostas ao 0zonio acabam por culminar em morte celular pronunciada e em ocorréncia

de necroses foliares visiveis a olho nu, as quais vém sendo amplamente utilizadas em
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biomonitoramento qualitativo de riscos aos seres vivos associados ao O3 (Heggestad 1991,
VDI 2003). Conforme foi demonstrado no capitulo anterior, essa cultivar ¢ adequada para tal

finalidade também para Sao Paulo.

Porém, o estabelecimento de programas padronizados de biomonitoramento para
indicar quantitativamente o nivel de contaminagdo atmosférica por O3 somente podera
acontecer se for possivel estabelecer uma curva dose x resposta, preferencialmente linear,
entre a resposta bioindicadora e concentragdo de ozdnio. Ressalta-se que tais curvas devem
ser propostas em escala regional, uma vez que variaveis meteorologicas locais regulam a
condutancia estomatica e, assim, também a absor¢do de ozoénio pela planta. Para proposi¢ao
destas, devem ser conhecidos, ainda, os efeitos de outros compostos fotoquimicos oxidantes,
como o H,O,, presentes na atmosfera juntamente com O3, que podem proporcionar um
aumento da area foliar afetada por necroses ou mesmo potencializar ou conter os efeitos do

0;s.

Diante dessas consideragdes, levantou-se a hipotese de que perturbagdes crescentes e
dose-dependentes ao processo fotossintético em plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas ao
03, indicadas por alteragdes na fluorescéncia da clorofila a, restringem o fluxo deste para o
interior da planta, podendo enfraquecer a relagdo linear esperada entre necroses foliares e
concentragdes de O3, como ocorreu na regido metropolitana de S@o Paulo (RMSP), conforme
mostrado no capitulo anterior. O efeito de outros compostos oxidantes presentes na atmosfera
da RMSP pode, também, interferir nessa relagdo. No presente estudo, objetivou-se, portanto,
analisar experimentalmente se O3 e H,O,, em concentragdes crescentes, porém similares as
observadas na RMSP, atuando separadamente e combinados entre si, podem promover
alteracdes na fluorescéncia da clorofila a, e danos foliares em plantas de N. tabacum ‘Bel
W3’, assim como estabelecer o modelo que melhor ajusta a relagdo entre as respostas

bioldgicas estudadas e a concentragdo desses poluentes.

Sant’Anna, S.M.R.



Capitulo 3: Exposicao de N. tabacum ‘Bel W3’ a doses controladas de oxidantes

Material e métodos

As plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ foram cultivadas, seguindo o protocolo estabelecido
pelo VDI (2000), a partir de sementes doadas pela Universidade de Hohenheim/Alemanha,
utilizando substrato comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, misturados na
proporcao de 3:1, respectivamente. A irrigacdo era mantida por capilaridade e, para nutri¢ao
favoravel, as plantas receberam solu¢do nutritiva preparada com macronutrientes e
micronutrientes, de acordo com Epstein (1975). As mudas permaneceram em casa de
vegetagdo com ar filtrado, durante todo o cultivo até o inicio de cada exposi¢do. Os
experimentos eram iniciados quando as plantas apresentavam seis folhas expandidas e, um

dia antes de cada experimento, a 3* folha mais velha era marcada.

O sistema de fumigagdo (Figura 3.1) € composto por aparato para purificar o ar,
misturador dos gases, tubulacdo, valvulas, ozonizador, controlador de fluxo, camaras de
fumigagdo e instrumentagdo para monitoramento de ozonio, temperatura, umidade relativa do

ar e radiagao.

Os experimentos foram conduzidos em duas cAmaras fechadas de 1 m® cada, revestidas
de Teflon e com estrutura de acgo inox (Figura 3.1.C). Estas permaneceram no interior de um
laboratorio, sob iluminagdo artificial (em média 149 pmol.m™.s™ por 8 horas), utilizando
lampadas de vapor metédlico 400W e de fluorescéncia 30 W TLOS5 (Figura 3.1.D), que
fornecem intensidade luminosa na faixa de 400-700 nm. Durante a realizacdo dos
experimentos, as plantas foram mantidas sob condi¢des climaticas equivalentes ao do
ambiente onde o laboratorio foi construido, ndo havendo controle sobre essas variaveis. As
médias de temperatura variaram, assim, entre 24 e 29 °C e de umidade relativa entre 63 ¢ 91

% (médias de 27 °C e 77 % respectivamente).
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%?ontrolador de fluxo Ozonizador

==

Filtro de ar

2% cAmara de mistu

Caixa e luz

Figura 3.1: Fotos do sistema de fumigacdo: equipamentos (A e B), camaras (C) e lampadas

(D).

Foram realizados 4 experimentos de fumigacdo com Os, em concentragdes crescentes
(20, 40, 60 e 80 ppb por 3 h.dia'l, durante 2 e 4 dias) ¢ 4 com H,0; (1,2; 2,4; 3,6 ¢ 4,8 10"
3umol.L'l, a cada 2 horas, 5 vezes ao dia, durante 2 ¢ 4 dias). Em ambos os casos, apenas ar
filtrado foi inserido na camara controle. Nos experimentos de fumiga¢ao com a mistura de O3

e H,O,, os poluentes foram aplicados seguindo a descri¢do acima, a trés proporg¢des distintas:
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20 ppb de O3 e 4,8 10~ pumol.L" de H,O»; 60 ppb de O3 e 2.4 10 umol.L" de H,05 e 80 ppb
de 03¢ 1,2 107 pumol.L" de H,0,. Essas combinagdes de concentragdes foram escolhidas de
acordo com a dinamica desses poluentes na atmosfera, sendo que quando a concentracao de
O3 esté alta, a concentragao de H,O; tende a ser menor e vice-versa (Seinfeld, 1986). Neste
caso, o tratamento controle foi estabelecido apenas com 0zO6nio na mesma concentragao
utilizada na respectiva mistura. A concentragdo de Oz no interior das camaras foi sempre

medida através de um monitor continuo (Monitor Lab, Ecothec).

O Os; foi produzido por um equipamento (ozonizador), sendo que, na 1* cAmara de
mistura, o ar limpo foi dividido e uma pequena parte deste passava pelo equipamento € o O
produzido era homogeneizado como o ar limpo na 2* cAmara de mistura e levado para a
camara de fumigagdo (Figura 3.2.A). O H,0; foi inserido na cdmara por uma tubulagdo em
“T” localizada na entrada da mesma, sendo que, por uma das extremidades, foi introduzido o
ar limpo que carregou o H»O,, injetado por uma seringa, a outra extremidade, difundindo

lentamente no interior camara o ar enriquecido com H,O; (Figura 3.2.B).

(A) Ozbnio (B) Peroxido de hidrogénio
——» —>—
Ozonizador
/ Septo «__|
N\ L 5 H0,30%
— 1 1*camarade 2% camara de |—— ]
—> ! — > ! —
— mistura mistura —

Figura 3.2: Esquemas dos sistemas de introducdo de (A) Oz e (B) H,O, na camara de

fumigacao.

Para cada experimento, foram utilizadas seis plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ por

camara, sendo que trés plantas eram mantidas por dois dias e trés, por quatro dias. Ao final de
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cada experimento eram avaliadas, nas folhas 4, 5 e 6 (ver Figura 2.2.C do capitulo anterior), a
porcentagem de danos visiveis tipicos causados por 0zonio em classes de 5 % (VDI, 2000) e
a fluorescéncia da clorofila a (F,:Fy,) utilizando o fluordmetro PAM 2000. Para essa tltima
medida, por¢des das folhas eram adaptadas ao escuro por 20 minutos antes de cada medida e
a razao F,:F,, foi aplicada para indicar a condi¢do do aparato fotossintético dessas folhas,

onde F,= F,-Fo, Fi, € a fluorescéncia maxima e Fy é a fluorescéncia minima.

Foram aplicadas andlises de variancia com dois fatores, considerando tratamento de
fumigagdo e tempo de exposicdo (Two Way ANOVA), seguidas de testes de comparagdes
multiplas, para os experimentos realizados com os poluentes separadamente ¢ One Way
ANOVA para identificar possiveis diferencas nos experimentos com a mistura dos poluentes.
Analises de regressao foram utilizadas para definir o modelo que melhor ajusta a relacio

entre as respostas bioldgicas medidas e a concentragdo dos poluentes utilizados.

Resultados

Nos experimentos de fumigagdo com O3 somente, foram observadas necroses foliares
caracteristicas e muito semelhantes as observadas em campo, ou seja, necroses foliares de
coloracdo branca a marrom, com formas irregulares, iniciadas na superficie adaxial e que
ocorrem entre as nervuras (Figura 3.3.A e B). As plantas mantidas na camara com ar filtrado

ndo apresentaram danos foliares.
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Figura 3.3: Fotos de necroses em folhas de N. fabacum ‘Bel W3’ provocadas por O3 (A e B),
por H,O, (C-superficie adaxial e D-superficie abaxial) e pela mistura desses poluentes (E-

superficie adaxial e F-superficie abaxial).
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Nesses experimentos, as porcentagens de danos foliares aumentaram significativamente
a partir da dose de 40 ppb de Os, tanto para as plantas expostas por 2 dias como por 4 dias,
em relacao aos resultados encontrados nas plantas mantidas no ar filtrado ou sob 20 ppb de
Os. Porém, concentragdes acima de 40 ppb ndo promoveram o aparecimento de mais danos
foliares (Figura 3.4.A e B). Em baixas concentragdes de O3 (< 20 ppb), o tempo de exposi¢ao
ndo pareceu interferir no efeito do poluente sobre a planta, jA em concentragcdes mais
elevadas, o tempo de exposi¢ao foi um fator determinante da intensidade de necroses. Para as
plantas expostas a 60 ppb por 2 dias, a porcentagem de danos foliares foi significativamente

menor do que a estimada em plantas fumigadas com a mesma dose por 4 dias.

As andlises de regressdo mostraram ndo haver relagdo linear significativa entre
intensidade de necroses e doses de ozonio. O modelo que melhor explicou essa relagdo, tanto
para plantas submetidas ao 0zonio por 2 dias quanto por 4 dias, foi o polinomial de segunda
ordem. Contudo, a inclinagdo das curvas foi distinta, mostrando uma tendéncia a
estabilizacdo dos danos nas plantas mantidas sob concentragdes acima de 40 ppb por 4 dias e
ao aumento crescente da area foliar afetada por necroses naquelas fumigadas com doses
superiores a essa por 2 dias. Dessa forma, como as linhas de tendéncias sugerem, se
aumentarmos a concentragao de O3 acima de 80 ppb, poderemos obter um aumento de danos

foliares para as plantas expostas por 2 dias, mas ndo quando sdo mantidas por 4 dias.

A razdo F,:F,, foi reduzida em fun¢do do aumento da concentracdo de Oz a qual as
plantas foram expostas, sendo que a partir de 40 ppb, independentemente do tempo de
exposic¢do, ocorreu uma queda significativa da fluorescéncia (Figura 3.4.C e D). Entretanto,
ao contrario do que foi observado com os resultados de danos foliares, o tempo de exposi¢ao
ndo foi um fator que afetou significativamente a fluorescéncia da clorofila a. As analises de
regressao mostraram haver uma relagdo linear negativa e significativa entre a razao F,:F, e

doses crescentes de exposi¢do ao 0zOnio para as plantas expostas por 2 ¢ 4 dias.
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Danos foliares

60 - D=-548+(0,35%03) + (0,0003*03°) A 60 - D=-532+(3,29%03) - (0,027%0s%)
=081, p <0,05 8 =058, p < 0,05 a* a
40 - =40 - a
a =
20 - a a 220 -
0 I I I I B B 0 I =
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Oz6nio Ozbnio
1,0 - F = 0,84 - (0,00063*05) C 1.0 - F = 0,84 - (0,00094*03) D
- ¥ =0,57,p <0,05 ¥ =038, p < 0,05
i £00 -
£ 09 ) £ 09 .
=3 b b b =3

0 20 40 60 80 0 20 40 80

Ozo6nio Ozo6nio
Figura 3.4: Valores médios de danos foliares (%) e fluorescéncia da clorofila a (F,:Fy,) das
plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ fumigadas com O3 (ppb), por 2 (A e C) e 4 (B e D) dias
(n=3). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos, apds 0 mesmo

tempo de fumigagdo. Asteriscos indicam diferengas significativas entre os resultados de 2 e 4

dias, na mesma concentragao.

Com relagdo aos experimentos de fumiga¢ao com H,0O,, foi observado que as plantas de
N. tabacum ‘Bel W3’ apresentaram o mesmo tipo de necroses foliares do que os provocados
por O3 e também foi observada uma coloragdo prata, principalmente, na superficie abaxial de
todas as folhas (Figura 3.3.C e D). Na Figura 3.5.A e B, ¢ possivel verificar que, mesmo em
uma escala bem menor do que observada nos experimentos com O3, a porcentagem de danos
também aumentou de acordo com a concentracdo do poluente, porém apenas nas plantas
expostas por 4 dias. Nestas, a porcentagem de area afetada por necroses foi

significativamente maior em plantas submetidas a 2,4 10°pumol.L™ ou mais. A intensidade de
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danos visiveis nas plantas fumigadas por 2 dias nao foi significativamente explicada pela
variacdo na concentragdo de H,O,, porém quando foram mantidas por 4 dias, verificou-se

relagdo linear positiva e significativa entre ambas as variaveis.

A fluorescéncia da clorofila a foi significativamente reduzida somente nas plantas
expostas a maior concentracao utilizada (Figura 3.5.C e D), independentemente do tempo de
exposi¢do Desse modo, o modelo que melhor ajustou a relagao entre H,O, e fluorescéncia em
plantas expostas por 2 e 4 dias foi o polinomial (segunda ordem). Além disso, maior tempo

de fumigacao com H,0O, também ndo causou diminui¢do mais expressiva da fluorescéncia.

Sant’Anna, S.M.R.

72



Capitulo 3: Exposicao de N. tabacum ‘Bel W3’ a doses controladas de oxidantes
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Figura 3.5: Valores médios de danos foliares (%) e fluorescéncia da clorofila a (F,:Fp,) das
plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ fumigadas com H,0, (10~ pumol.L™"), por2 (Ae C) e 4 (B e
D) dias (n=3). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos, apos o

mesmo tempo de fumigagdo. Asteriscos indicam diferencas estatisticas entre os resultados de

2 e 4 dias.

A mistura de H,O, ao O3 promoveu o mesmo tipo caracteristico de danos foliares
causados pelo Os; e, assim como nos experimentos utilizando apenas o H,O,, também
provocou um efeito prata, principalmente na superficie abaxial (Figura 3.3.E e F). Porém, no
geral, a acdo conjunta desses poluentes diminuiu significativamente a intensidade de necroses
nas folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ (Figura 3.6.A e B). Apenas quando as plantas foram
submetidas a 80 ppb de Oz + 1,2 10°umol.L™' de H,0,, por 4 dias, a porcentagem de danos
foi a mesma do que quando submetidas ao Os isolado, ndo havendo nenhum efeito

perceptivel do H,0O.

Sant’Anna, S.M.R.

73



Capitulo 3: Exposicao de N. tabacum ‘Bel W3’ a doses controladas de oxidantes

A mesma tendéncia foi observada quando a fluorescéncia da clorofila a foi analisada
(Figura 3.6.C e D). A mistura dos poluentes promoveu a diminui¢ao da razao F,:F,,, porém
essa queda foi significativamente maior quando as plantas foram fumigadas com O;

separadamente, tanto para o periodo de exposi¢ao de 2 dias como para 4 dias.

30 A 30 - a ) B
@25 : a § 25
520 - .S 20 -
%3 =15
2 15 4 ) “‘é 15 b
CQ% 10 7 b* § 10 T a* a*
5 A c a 2% S c I—l_
O T T 0 T T
20 60 80 20+4,8 60+2,4 80+1,2 20 60 80 20+4,8 60+2,4 80+1,2
O2zdnio Mistura Ozbnio Mistura
0,9 C 0,9 D
a b a a* a a*
08 b 08 - b Y
> C >
0,7 1 o7 o
0,6 0,6
20 60 80 20+4,8 60+2,4 80+1,2 20 60 80 20+4,8 60+2,4 80+1,2
Oz0nio Mistura Oz06nio Mistura

Figura 3.6: Valores médios de danos foliares (%) e fluorescéncia da clorofila a (F,:Fy) das
plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ fumigadas apenas com Oz e com a mistura (O3 — ppb + H,O; -
10'3um01.L'1), por 2 (A e C)e 4 (Be D)dias (n=3). Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos, apés o mesmo tempo de fumigagdo. Asteriscos indicam
diferencas estatisticas entre os experimentos de mesmo tempo de exposi¢ao e concentracao de

O3, com e sem H,0,.

Discussao

O fato de O3 e H,0O,, assim como a mistura destes, provocarem os mesmos tipos de

necroses foliares (Figura 3.3), ¢ de extrema importancia, pois demonstra que o tabaco ndo
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responde apenas ao Os, como ¢ usualmente sugerido para programas de biomonitoramento
por varios autores, entre os quais Vergé et al. (2002), Kostka-Rick (2002), Fillela et al.
(2005) e Klumpp et al. (2006). Dessa forma, em ambientes onde haja contaminagdo
atmosférica por H,0,, este pode interferir na avaliacdo do efeito do O3 sobre o tabaco, tanto
por causar danos semelhantes ao O3 como por minimizar seu efeito sobre a planta. Por outro
lado, a coloragdo prata, principalmente na superficie abaxial, observada quando as plantas
foram colocadas sob a acdo do H,O,, pode ser facilmente reconhecida em campo e ndo deve
ser um fator de confusdo em programas de biomonitoramento. Embora tal efeito geralmente
nao seja notado em estudos de campo, ha muito tempo ja havia sido sugerido por Heggestad
& Middleton (1959), que descreveram os danos de oxidantes do smog fotoquimico sobre essa
cultivar, os quais surgem inicialmente, de acordo com os autores, na superficie abaxial.
Posteriormente, Glater ef al (1962), observaram danos nas 3%, 4*° e 5% folhas de Nicotiana
glutinosa, que foram expostas, por duas horas, em ambiente aberto durante episddios naturais
de smog fotoquimico. Os autores atribuiram os danos nao somente ao O3, mas também a uma

mistura de poluentes fotoxidantes.

Além disso, o potencial de funcionamento do fotossistema II foi prejudicado quando N.
tabacum foi exposto ao 0zdénio e ao peroxido de hidrogénio, demonstrando a sensibilidade
dessa cultivar a esses oxidantes. Contudo, os danos fisiologicos e visiveis foram claramente
mais intensos nas plantas fumigadas com Oz do que com H,0,. Nesse caso, a capacidade
oxidativa e os niveis de exposi¢do a ambos os poluentes devem ser considerados. Ozonio
esta, sem duvida, entre os poluentes de maior poder oxidativo (Rao & Davis 1999, Saitanis et
al. 2001, Griinhage & Jager 2003), de modo que maiores doses de H,O, serdo, em teoria,

necessarias para causar a mesma intensidade de danos provocados por ozonio.

Mesmo assim, a variagdo na razdo F,:F, foi fortemente relacionada com a concentragao

de H,O, aplicada no presente estudo, principalmente nas plantas que foram fumigadas por
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mais tempo. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Terry et al. (1995), que
realizaram experimentos de fumigacao em Prunus avium utilizando H,O, e H,O, combinado
com propeno, €, verificaram que, em ambos os tratamentos, o H,O, foi capaz de provocar

danos fisioldgicos e bioquimicos nas folhas analisadas.

A relagdo entre dano foliar e concentragdo de Os foi alta nas condigdes experimentais
do presente estudo, assim como ja observado por Navakoudis ef al. (2003) e Iriti et al. (2006)
em estudo de fumigacdo realizado com plantas de tabaco e por Clark et al. (2000) e Wei et al.
(2004), com outras espécies. Entretanto, a fungdo que melhor ajustou a relagdo entre essas
duas variaveis nao foi a linear, como seria esperado, especialmente em experimento realizado
em laboratorio (Figura 3.4.A e B). Essa linearidade n3o foi comprovada porque a
porcentagem maxima de dano foliar ocorreu em plantas expostas a 40 ppb por 4 dias, nao
tendo sido observada intensificagdo dos danos nas plantas fumigadas com 60 e 80 ppb. Entre
os fatores que podem ter provocado a estabilizagdo da porcentagem de danos foliares estd a
alteracdo da eficiéncia da fotossintese, que tem como conseqiiéncia, uma possivel diminui¢ao
da condutancia estomatica, que ¢ um dos fatores mais importantes para o controle da entrada
do poluente (Tingey & Hogsett 1985, Davison et al. 2003, Griinhage & Jager 2003). Em
ambos 0s casos, o resultado seria a diminui¢do da absor¢do de Os pelas plantas expostas a
concentragdes acima de 40 ppb e, em conseqiiéncia, a area foliar afetada por necroses nao
seria ampliada. Ressalta-se que o efeito do O; sobre a eficiéncia fotossintética das plantas de
N. tabacum foi deduzido a partir da razdo F,:F,, tomando com base as informagdes
relacionadas por Maxwell & Johnson (2000) de que, em condigdes controladas, essa razao
pode ser usada como indicadora de mudangas na condutincia estomatica. Esses mesmos
efeitos, do Oz sobre a fluorescéncia, sdo freqiientemente relatados por diferentes autores,

entre os quais Loreto et al. (2001), Saintins ef al. (2001), Buuren et al. (2002) e Navakoundis
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et al. (2003) em plantas de tabaco e por Clark et al. (2000), Meyer et al. (2000), Nussbaum et

al. (2001) e Calatayud et al. (2004) em outras espécies fumigadas com Os.

Verifica-se que os resultados obtidos durante os experimentos com O; (Figura 3.4)
comparados aos obtidos na situagdo controle dos experimentos com a mistura (Figura 3.6),
apresentaram valores de porcentagens de danos foliares maiores, principalmente quando
comparados os dados das exposi¢cdes de 4 dias. Segundo Klumpp et al. (2006), diferentes
intensidades de danos foliares em N. tabacum ‘Bel W3’ podem ser verificadas em plantas
expostas a mesma dose de O;. Os autores atribuem essas diferengas as variagdes nas
condi¢des climaticas entre as exposi¢do, que podem impor mudangas no fluxo de ozonio
através dos estdmatos. No presente estudo, temperatura média mais alta (29 °C) e menor
intensidade luminosa (134 pmol.m™.s™) foram observadas no primeiro experimento, em
relagdo ao segundo (26°C e 143 umol.m™.s™). Nessas condig¢des, o fluxo de ozénio para o
interior da planta poderia ter sido maior no segundo experimento, visto que a temperatura
possivelmente era mais adequada, sob ponto de vista fisioldégico, a uma espécie de clima
temperado e a disponibilidade de luz para a fotossintese era ligeiramente maior. Baseado
nisso, seria esperado que as necroses foliares também tivessem sido mais intensas no segundo
experimento, o que nao aconteceu. As doses efetivas de exposi¢do, determinadas pelas
medigdes das concentragdes do Os, e a umidade relativa ficaram bem préximas entre os dois

experimentos, e, portanto, ndo devem ter sido fatores responsaveis pela variagdo observada.

Ainda que as condic¢des climaticas ndo tivessem sido suficientemente diferentes para
impor fluxos distintos de Os através dos estomatos ao longo dos 2 experimentos, observou-se
que o processo fotossintético foi claramente mais afetado no segundo experimento, efeito
indicado pela queda mais acentuada na razdo F,:F,. Além disso, enquanto no primeiro
experimento, a exposi¢do a 80 ppb de Oz ndo impds uma redugdo adicional dessa razio, em

relacdo ao observado nas plantas tratadas com 60 ppb, no segundo experimento isto
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aconteceu. Assim, € possivel que danos fisioldgicos latentes tenham sido mais severos no
segundo experimento, afetando as trocas gasosas e restringindo a absor¢ao de O; pela planta.
O resultado disso poderia ser morte celular menos pronunciada de tecidos foliares, como foi
observado. Espera-se que a repeticdo dos experimentos, a ser realizada brevemente, possa

elucidar esses aspectos.

Adicionalmente, como ja mencionado, foi demonstrado que o H,O,, quando combinado
com o O3, altera o efeito deste sobre N. tabacum ‘Bel W3’ (Figura 3.6). No geral, a mistura
de H,O;, ao O; provocou um efeito antagonico e parece ter protegido, de alguma forma, a
planta contra a a¢do do O3, minimizando tanto as alteragcdes provocadas no fotossistema II
quanto a intensidade de danos foliares. Tanaka et al. (1985) sugeriram que o H,O,, no interior
da célula, ¢ uma molécula relacionada ao sistema de detoxificagdo do Os;. Bienert et al.
(2006) ¢ Wang & Higgins (2006) demonstraram que o H,O, ¢ uma molécula sinalizadora
envolvida em uma grande variedade de processos metabolicos, como, por exemplo, ativando
genes relacionados ao sistema de defesas antioxidativas da planta, o que pode ter acontecido
no presente estudo. Nao se pode descartar a possibilidade de que o H,O, e o O3 tenham
reagido entre si na superficie da folha, formando agua e oxigénio, conforme proposto por
Quagliano & Vallarino (1980), e dessa forma, a disponibilidade de O3 para entrar na planta

tenha sido reduzida.

De forma geral, os resultados apresentados sugerem que o 0zénio promoveu a perda de
eficiéncia fotossintética e, portanto, a relagdo O3 no ambiente e O3 dentro da planta parece ter
sido alterada, diminuindo o fluxo para o interior da planta via estdmatos, com isso, 0
aparecimento de danos visiveis pode ter sido modificado. Além disso, foi possivel verificar
que o perdxido de hidrogénio promoveu danos foliares similares aos provocados por 0zonio,
podendo confundir a resposta da planta quando exposta em campo e, ainda, minimizou os

efeitos fisiologicos latentes e a intensidade de necroses foliares. Contudo, repeti¢des desses
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experimentos € a proposicdo de novos, utilizando outras combinacdes dos poluentes

fotoxidantes, sdo necessarias para a comprovacao desses resultados.
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Capitulo 4

Potencial de uso de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ como bioindicadora de 0zonio na

cidade de Sao Paulo, SP: uma avaliacio critica

A partir dos resultados mostrados no Capitulo 2, foi possivel verificar que Nicotiana
tabacum ‘Bel W3’ ¢ eficiente para a realizagdo do biomonitoramento qualitativo do ozdnio
(O3) na cidade de Sao Paulo, pois foi capaz de distinguir as diferentes areas e épocas do ano
mais e menos contaminadas por esse poluente (Figura 2.4). Entretanto, as necroses foliares
ndo foram provocadas estritamente pelos niveis de Oz na troposfera. Apenas uma pequena
parte dos danos observados nas plantas expostas no Parque do Ibirapuera puderam ser
explicadas pela concentracdo de Os;. Adicionalmente, a relagdo entre ambas variaveis ndo foi
linear e sim polinomial de segunda ordem, o que ndo ¢ interessante para fins de

biomonitoramento quantitativo.

Procurando confirmar se o modelo polinomial ¢ o que melhor ajusta a relacdo entre
danos foliares e concentracdo de ozonio, com dados de campo, o biomonitoramento tratado
no Capitulo 2 foi ampliado durante os meses de setembro a dezembro de 2003.
Acrescentaram-se trés novas areas, além das indicadas na Figura 2.1, onde o O3 ¢ também
monitorado pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambienta (CETESB) e onde,
geralmente, ocorrem altas concentracdoes desse poluente. Essas dreas localizam-se,
respectivamente, no Bairro da Mooca, zona leste da cidade de Sao Paulo, no Bairro de
Santana, zona norte ¢ em Sao Caetano do Sul, cidade situada na regido metropolitana de Sao
Paulo. As plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ foram expostas nesses locais exatamente da
mesma maneira como ja vinha acontecendo nos demais locais. Os dados obtidos foram

acrescentados ao conjunto anterior e foi realizada nova analise de regressdao entre
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porcentagem de area foliar afetada por necroses e concentragdes médias de ozonio (entre 8 e

20 h de cada dia) por exposicao (Figura 4.1).

Assim como ja havia sido observado para a area do Pq. Ibirapuera (Figura 2.6), ndo ha
relagdo linear significativa entre danos foliares e Os. Além disso, a curva polinomial de grau
2 continuou sendo a que melhor ajustou a relacdo entre ambas as variaveis, quando
introduzimos os 3 novos locais (Figura 4.1). Entretanto, apenas 17 % da variagdo de danos

foliares pdde ser explicada pela variagdo da concentracdo de Os.
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Figura 4.1: Regressao polinomial entre danos foliares em plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ e
as concentragdes médias de ozonio, durante o periodo didrio das 8-20 h, em cada exposi¢ao
realizada no Pq. Ibirapuera, no periodo de setembro/2002 a dezembro/2003, e em Santana,

Mooca e Sao Caetano do Sul, durante o periodo de setembro a dezembro de 2003.

Observa-se que, quando consideramos apenas a regido do Pq. Ibirapuera, a varia¢ao da
porcentagem de danos foliares foi melhor relacionada com a variagdo da concentracdo de O;
(r* = 0,25). Esse comportamento também foi observado por Klumpp e al. (2006), em
biomonitoramento realizado em diversas cidades européias. Esses autores verificaram forte
relacdo entre danos e O; apenas em algumas cidades, quando avaliadas isoladamente, e

atribuiram esse comportamento as diferentes condi¢des climaticas entre as areas. No presente
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estudo, como comentado no Capitulo 2, o periodo de setembro a dezembro de 2003, quando
foram acrescentadas as novas areas, foi atipico em relagdo a contaminagdo por ozonio, devido
a influéncia de variaveis meteorologicas, tendo sido registradas menores concentragdes, em
comparacdo com as medidas no mesmo periodo do ano anterior, com reflexos sobre a
intensidade de necroses foliares (Figura 2.3). Devido a condi¢do atipica verificada nessa
segunda fase de exposi¢des, nao foi obtida amplitude de concentragdes e de porcentagens de
danos foliares similar a que foi utilizada na primeira analise de regressdo realizada, quando
somente os dados do Pq. Ibirapuera foram considerados. Sendo assim, apesar de previsto, nao
se encontrou maior explicabilidade nessa segunda analise de regressdo polinomial.
Entretanto, ¢ importante verificar que o perfil da analise polinomial se manteve o mesmo,
confirmando que outros fatores, além do Os, estdo interferindo na formagdo das necroses

foliares.

Nos estudos experimentais realizados em camaras de fumigagao, foi possivel verificar
que o O; promoveu perturbacdes fisioldogicas as plantas, indicadas pela diminuicdo da
eficiéncia do fotossistema II (Figura 3.3), com possivel fechamento estomatico, o que deve
ter prejudicado a entrada deste na planta. Observou-se que a maxima intensidade de necroses
foliares foi observada em plantas fumigadas com 40 ppb de O; por 4 dias (3 h.dia™). A
exposicdo a 60 ou 80 ppb, pelo mesmo periodo, ndo resultou em aumento da area foliar
afetada por necroses. Sendo assim, levantou-se a hipétese de que a razdo para a nao
linearidade entre danos foliares e concentragdes de Oz, em condigdes de campo, poderia ser a
perda da eficiéncia bioindicadora da cultivar ‘Bel W3’ de N. tabacum quando exposta a

concentragdes médias acima de 40 ppb de ozbénio, em fun¢do das mencionadas perturbacdes.

Entdo, para verificar a veracidade dessa suposicdo, realizou-se nova analise de
regressao com os dados observados durante o estudo de campo, considerando as areas do

Parque do Ibirapuera, Santana, Mooca e Sao Caetano do Sul. A andlise foi feita com dados
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das exposi¢des em que a concentragao média de O3 nao ultrapassou 40 ppb (Figura 4.2).
Nesse caso, encontrou-se relacdo linear significativa entre danos e Os;, revelando que o
biomonitoramento quantitativo com N. tabacum ‘Bel W3’ seria mais bem sucedido em locais
submetidos a niveis cronicos de 0zonio e a variagdes meteorologicas similares as observadas
em Sao Paulo, no periodo de amostragem em campo. Porém, ressalta-se que a explicabilidade
do modelo (27 %) ainda permaneceu baixa, indicando que a variagdo na porcentagem de

danos foliares continua nao sendo influenciada apenas pela variagao da concentragdo de Os.

<30 D =-9,25 +(0,82*0,)
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Figura 4.2: Regressdo linear entre as porcentagens de danos foliares em plantas de N.
tabacum ‘Bel W3’ e as concentragdes médias de 0zonio, para o periodo diario das 8-20 h, em
cada exposi¢do realizada no Pq. Ibirapuera, no periodo de setembro/2002 a dezembro/2003, e
em Santana, Mooca ¢ Sdo Caetano do Sul, durante o periodo de setembro a dezembro de

2003.

Na verdade, conforme apontado pela analise de componentes principais, os danos
foliares foram relacionados positivamente com o sentido de reacdo que predomina a
formagao do O3 (Figura 2.7), levando a entender que outros poluentes formados pelo smog
fotoquimico poderiam estar entre os fatores que contribuem para o aparecimento de necroses
nas plantas de tabaco. Assim, na seqii€ncia do presente estudo, essa hipotese foi testada

experimentalmente.
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Realizaram-se novos experimentos a fim de avaliar se peroxido de hidrogénio (H,0,),
que também ¢ um produto do smog fotoquimico, provocaria danos em N. tabacum, quando
aplicados individualmente ou em associacdo com Os (resultados incluidos no Capitulo 3).
Nessa etapa, foi visto que esse poluente causa basicamente dois tipos de danos visiveis em
folhas de tabaco, necroses similares as causada por Os; e coloragdo prata generalizada,
principalmente, na superficie abaxial. No entanto, as necroses surgiram nas folhas em menor
intensidade (Figura 3.5). Quando misturado ao O3, o H,O, atuou de forma antagonica,
diminuindo os efeitos maléficos do O3, o que resultou na reducdo da porcentagem de area

foliar com necroses (Figura 3.6).

Esses resultados demonstram que o metabolismo de plantas de N. tabacum ‘Bel W3’
nao ¢ apenas alterado na presenca de O3, mas também sofre a influéncia de outros poluentes
do smog fotoquimico, que atuam em sinergismo ou antagonismo de acordo com a propor¢ao
entre eles. Esses efeitos, ao provocarem altera¢ao na intensidade de danos visiveis, podem ter
interferido no desempenho dessa cultivar como bioindicadora de O3 quando foi exposta em

campo.

Além disso, a analise de componentes principais (Figura 2.7) indicou, também, que as
variagdes meteoroldgicas observadas ao longo do estudo de campo parecem ter sido fatores
adicionais de estresse as plantas de N. tabacum ‘Bel W3’, interferindo na manifestagdo dos
sintomas bioindicadores. Isto é provavel, uma vez que a cultivar ¢ proveniente de pais de
clima temperado e ¢ adaptada, a condi¢des climaticas muito distintas das observadas em Sao
Paulo. Portanto, a variacdo climatica também deve ser levada em conta para avaliar o
desempenho de N. tabacum para o bioimonitoramento de Os. Cabe lembrar que Krupa et al.
(1993), Pefiuelas ef al. (1999), Muné-Bosh & Alegre (2002), Davison ef al. (2003) e Klumpp
et al. (2006) ja demonstraram que as condigdes meteoroldgicas sdo muito importantes e que

baixa umidade, alta temperatura e ventos fortes promovem a diminui¢do da condutincia

91



Capitulo 4: Potencial de uso de N. tabacum como bioindicadora de ozénio: avaliacdo critica

estomatica e restringem o fluxo dos oxidantes para o interior das folhas, e, dessa forma,
precisam ser caracterizadas e consideradas para avaliar a dose efetiva dos mesmos que ¢

absorvida pela planta.

Um fator bastante importante a ser considerado, ¢ que o proprio Os; provoca o
fechamento estomatico e, portanto, diminui a absor¢ao do poluente (Pasqualini et al. 2002).
Isso ajuda a entender porque os danos foliares em tabaco estdo mais fortemente relacionados
com as concentracdes de O; até 40 ppb. No programa de biomonitoramento realizado pela
rede européia (EuroBionet — www.curobionet.com, Klumpp et al. 2006), o tabaco foi uma
ferramenta bastante indicada para biomonitorar o Os, porém, também foi verificado que o seu

uso ¢ restrito, quando este estd em altas concentragdes.

Em suma, o presente estudo demonstrou que N. tabacum ‘Bel W3’ € tao eficiente para
indicar qualitativamente os niveis de contaminacdo por ozonio na cidade de Sao Paulo,
quanto o ¢ em cidades européias, ja se configurando em uma importante ferramenta para
ampliar a area de monitoramento de qualidade do ar, realizado por métodos fisicos e
quimicos. Se o protocolo proposto por VDI (2000, 2003) for estritamente seguido, como
aconteceu neste estudo, os resultados obtidos poderdo até ser comparados, de forma também
qualitativa aos obtidos em diversas regides do mundo, permitindo o mapeamento global de
contaminagdo por O;. Poderdo servir, ainda, como ponto de comparacdo, em estudos que

visam padronizar plantas nativas como bioindicadoras.

Entretanto, as pesquisas realizadas até o momento mostram que o emprego dessa
cultivar para biomonitoramento quantitativo de O3 ndo pode ser recomendado ainda para Sao
Paulo, uma vez que nao foi possivel, at¢ o momento, propor um modelo regional ideal para
tal finalidade, baseado em medidas da porcentagem de area foliar afetada por necroses. Sabe-

se, por enquanto, que o H,O, e variaveis meteoroldgicas podem afetar a manifestagdo de
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sintomas visiveis nas folhas dessa cultivar de tabaco. Portanto, sua acdo, apds ser bem

delimitada, deveria ser considerada para proposicao desse modelo em escala regional.

Para tanto, sugere-se a realizacdo de novos experimentos a fim de: conhecer os efeitos
de outros oxidantes sobre essa cultivar de tabaco, individualmente e em associagao com Os;
verificar se efeitos precoces latentes ou visiveis acontecem ao longo do processo de formagao
do Os e de outros oxidantes e, finalmente, verificar se mudancas fisiologicas, estruturais e
metabolicas ao longo do periodo de exposi¢do das plantas, em resposta a fatores do ambiente

em monitoramento, podem afetar a reagdo bioindicadora propriamente dita.
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Conclusoes finais

As pesquisas realizadas permitem concluir que:

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ é uma cultivar adequada para biomonitoramento qualitativo
de ozbnio (O;) para a cidade de Sao Paulo, sendo capaz de discriminar areas e épocas mais ¢
menos contaminadas por esse poluente. Dessa forma, Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ é uma
importante ferramenta para ampliar a 4rea de monitoramento de qualidade do ar, para contribuir
para o mapeamento global de contaminagdo por O; e para auxiliar em estudos que visam

padronizar plantas nativas como bioindicadoras.

Porém, tem seu uso limitado para biomonitoramento quantitativo em ambiente contaminado
por O3, quando em concentragdes médias acima de 40 ppb. Outros poluentes formados pelo smog
fotoquimico, assim como variagdes meteorologicas, estdo entre os fatores que podem interferir no
aparecimento de necroses foliares. Peroxido de hidrogénio, especificamente, diminui os efeitos

danosos do Os.
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Capsule: Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ is suitable for indicating low ozone levels in Brazil

ABSTRACT

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ is a widely used sensitive bioindicator for ambient ozone, but it is
rarely used in tropical countries. Our goal was to determine the suitability of this plant for
biomonitoring ozone in the city of S3o Paulo by evaluating the relationships between leaf
necroses and ozone under field conditions and measurements of chlorophyll a fluorescence and
antioxidants in plants exposed to different concentrations of ozone in closed chambers. While a
weak linear relationship between leaf injury and ozone concentrations (R” = 0.10) was
determined in the field, a strong linear relationship was observed in the chamber experiments.
Maximum leaf injury was observed in plants submitted to 40 ppb, which coincided with a
significant decrease in fluorescence and total ascorbic acid. The relationship between leaf
damage observed in the field and ozone was improved when the concentrations were limited to

40 ppb (R* = 0.28).

Key words: Ozone biomonitoring, Nicotiana tabacum ‘Bel W3’, Brazil
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1. Introduction

Many environmental problems have been caused by tropospheric pollution in the
metropolitan area of S3o Paulo. The 17 million inhabitants are constantly exposed to primary
pollution emissions from industries and vehicles. The vehicles are the main air pollution source
of air pollution in Sdo Paulo due to their large number, the almost nonexistent control of
emissions and the use of different kinds of fuel (Domingos et al., 2002). As many as 62% of the
vehicles are run on gasohol (a mixture of gasoline and ethanol), 30% on pure ethanol and 8%
on diesel (Campos et al., 1999). Burned fuel introduces oxygen compounds into the
troposphere, such as nitric oxide, aldehydes, ketones and organic acids, which are responsible
for many atmospheric reactions producing organic radicals, hydrogen peroxide, peroxiacetil
nitrate and ozone (Montero et al., 2001). Due to this, the atmospheric contamination in Sao
Paulo is very particular and increases the oxidative potential of the atmosphere (Souza et al.,

1999).

The photochemical compounds, such as ozone, are very toxic to organisms due to the
oxidative stress induced by the increasing production of reactive oxygen species (ROS) in the
cells (Muggli, 1993). At the same time, non-enzymatic and enzymatic antioxidants, such as
ascorbic acid and superoxide dismutase, respectively, may control the toxic effects of ROS
(Igbal et al., 1996). However, the oxidant-antioxidant equilibrium is rapidly disrupted in
sensitive plants, such that ROS can affect vital molecules like proteins, lipids and nucleic acids
(Muggli, 1993). As a result of rapid changes in air pollution concentrations, metabolic,
physiological, morphological and structural reactions in these plants are expected. Plants that
show conservative, unquestionable and easily measured reactions are excellent bioindicators of

air pollution (VDI, 1999; De Temmerman et al., 2004).

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ has been used for biomonitoring ozone in Europe and North
America (Heggestad, 1991; Krupa and Manning, 1988; VDI, 2000). As it is very sensitive and
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shows characteristic and easily quantified ozone-induced necroses on the leaves (Horsman,
1981; Penuelas et al., 1999; Vergé et al., 2002). Klumpp et al. (2006) by means of a recent,
successful biomonitoring program conducted in many European cities, showed that tobacco
‘Bel W3’ was adequate for indicating sites and periods of the year more and less contaminated
by ozone. However, strong linear relations between ozone concentrations and percentage of leaf
tissue covered by necroses, an ideal condition for quantitative biomonitoring according to Arndt
and Schweizer (1991), were only found in a few numbers of cities. These authors and others,
such as Koppel & Sild (1995), Antonielli et al. (1997), Finnan et al. (1996), Pefiuelas et al.
(1999) and Vergé et al. (2002), concluded that meteorological variations may interfere with the
uptake of ozone via stomata and thus affect the linear relations. Therefore, the bioindicator
efficiency of N. tabacum ‘Bel W3’ is strongly dependent on the environmental conditions as a

whole.

In the state of Sao Paulo, SE-Brazil, N. tabacum ‘Bel W3’ was successfully used to
qualitatively biomonitor ozone around the industrial complex of Cubatdo (Klumpp et al., 1994)
and preliminarily in an urban site in the city of Sdo Paulo (Domingos et al., 2002). However,
these authors could not show if the leaf injuries were predominantly caused by tropospheric
ozone, another essential condition for biomonitoring programs employing this sensitive plant

(VDI, 2000), due to the lack of air quality data.

In the present study, we raised the general hypothesis that N. tabacum ‘Bel W3’ is as
efficient for quantitative biomonitoring under the tropical weather conditions observed in Sdo
Paulo as in European cities, as indicated by a significant linear relation between leaf necroses
and ozone concentrations. In addition to the possible interferences of meteorological factors on
the uptake of ozone already noted by other authors, our working hypothesis was that
physiological disturbances and the action of antioxidants restraining the toxic effects of ROS

during plant exposure are other possible causes of interference with the linear relation between
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leaf necroses and ozone. Therefore, our goal was to determine (1) the relationship between
ozone and the percentage of leaf area of N. tabacum ‘Bel W3’ affected by necroses under field
conditions and (2) the physiological responses, indicated by the measurement of chlorophyll a
fluorescence and the levels of total ascorbic acid and activity of superoxide dismutase, in plants
exposed to different concentrations of ozone for two and four days. Finally, comparing results
from both field and experimental designs, we determined the suitability of N. tabacum ‘Bel

W3’ for biomonitoring ozone in the city of Sdo Paulo.

2. Material and methods

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ plants were cultivated following the methods proposed by
VDI (2000) for both field and fumigation experiments. The plants grew in two-liter, black pots
with standard soil, in a greenhouse with filtered air until the beginning of each exposure;
suitable irrigation was maintained by capillarity. The plants were exposed when they had six

leaves. One day before the experiment started, the third leaf was marked.

In the field experiment, six plants were exposed for 14 days in four sites of Sdo Paulo
highly contaminated by ozone and were successively substituted by a new lot of six plants
during a period of 15 months (September 2002 to December 2003), following methods
proposed by VDI (2000). In parallel, other lots of six plants were maintained in the greenhouse.
The air pollution and climatic conditions at these sites were monitored by the Environmental
Protection Agency of Sdo Paulo state. Leaf-to-air vapor pressure deficit (VPD) was estimated
according to the formula proposed by Streck (2003) using daily values of temperature and

relative humidity.

Four ozone fumigation experiments were carried out in closed chambers maintained
inside a laboratory under artificial illumination supplied by metallic vapor (400 W) and

fluorescent (30 W TLOS) lamps. The experiments consisted of exposing three tobacco plants
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to filtered air (FA treatment) and another three to filtered air plus ozone (FA+Oj; treatment)
for two days and two other similar lots of plants to the same treatments for four days (three
hours per day in all cases). One replicate of each treatment was performed. The ozone
concentrations simulated in the FA+O; treatment were 20, 40, 60 and 80 ppb, which were
defined in function of the daily atmospheric concentrations observed during the field
experiment. Ozone was generated under electrical discharge by dissociation of oxygen
contained in filtered air. The ozone levels were certified by continuous measurements

performed with a Ecotech™ 9810B photometric monitor.

During the fumigation experiments, the mean values of temperature, relative humidity and

photon flux density were 28 + 4 °C, 88 + 6% and 156 + 8 pmol m™ s™', respectively.

In both field and fumigation experiments, the percentages of leaf area affected by typical
ozone-induced necroses of the fourth, fifth and sixth oldest leaves were estimated by a single
operator, following the recommendations proposed by VDI (2000). Intervals of 5% were
adopted to estimate the leaf area covered by necroses, and the results were expressed as average

of the percentages of the three leaves per plant.

After two and four days of fumigation and following a 20 minutes adaptation to the dark,
the chlorophyll a fluorescence in the same three was determined by means of a PAM 2100
fluorometer (Walz, Germany). Values of maximum fluorescence (Fp,) and minimum
fluorescence (Fo) were used to calculate F,:F,, ratio. The concentration of total ascorbic acid
(ascorbic and dehydro-ascorbic acids) and the activity of superoxide dismutase, indicators of
the antioxidative defense system, were photometrically analyzed according to Keller and

Schwager (1977) and Oswald et al. (1992), respectively.

Differences among treatments of the fumigation experiments were determined by one way

analysis of variance (F Test) followed by pairwise comparison test of Student Newman Keuls.
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Mean values of biotic parameters obtained in plants exposed to the same fumigation treatment
for two and four days were compared by t test. When necessary, data were transformed (log
or squared) to reach normality and equal variances. Linear regression analysis showed the
relationship between (1) leaf necroses and (a) mean ozone concentrations (from 8:00 am to 8:00
pm), (b) AOT20 and (c) AOT40 per exposure in the field experiment and between (2) all biotic
parameters measured and (a) mean and (b) total accumulated doses of ozone in the fumigation

experiment. SigmaStat 2.0 Software was used for all tests.

3. Results

The highest average ozone levels measured in the four exposure sites in Sdo Paulo
were registered during September to December 2002 (AOT40: 12 730 ppb h) and January to
March 2003 (AOT40: 9 460 ppb h), in the spring and summer, respectively. The lowest
average ozone concentrations were observed from April to August 2003, corresponding to
autumn (AOT40: 2 100 ppb h) and winter (AOT40: 2 500 ppb h). Atypical low concentrations
of ozone were observed in spring 2003 (AOT40: 4 430 ppb h). The highest daily
concentrations occurred in January 2003 (Fig. 1). The mean values of temperature, relative
humidity and photon flux density during the exposure period were 20 =4 °C, 83 + 11% and
1308 + 219 W m?, respectively. Higher values of VPD were estimated in December 2002 and
from August to October 2003, compared to those calculated for the other months of plant
exposure. Under these conditions, higher percentages of leaf area occupied by necroses in
plants of N. tabacum ‘Bel W3’ exposed in Sao Paulo were verified during spring 2002
(November-December) and summer 2003 (February-March) (Fig. 1). Plants maintained inside

the greenhouse under filtered air never showed leaf necrosis.

In the fumigation chambers, leaf injury was significantly more intense in the plants

exposed for four days than the ones exposed for two days (Fig. 2) and was comparable to the
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values observed in the plants exposed in the field (Fig. 1). However, while increasing levels of
ozone were followed by increasing percentages of leaf injury in plants after two days of
exposure, the most intense leaf necroses were reached in plants maintained under 40 ppb of
ozone for four days. In such case, exposure to 60 ppb or to 80 ppb did not significantly enhance
the leaf area affected by necroses (Fig. 2). As expected, the plants exposed to filtered air

showed no visual injuries.

The highest content of total ascorbic acid was determined in plants fumigated for two
days with 40 ppb of ozone. On the other hand, the plants that remained exposed for four days to
20 and 40 ppb showed the lowest leaf concentrations. Total ascorbic acid concentration was
significantly lower in plants exposed to 40 ppb for four days than in plants fumigated with the
same level of ozone for two days (Fig. 2). SOD activity was significantly more and less intense
in plants fumigated with 20 ppb and 60 ppb, respectively, for two days. Similar activities of this
enzyme were verified in plants exposed to all levels of ozone for four days and did not differ
from the values obtained for plants exposed to filtered air (Fig. 2). Higher activity of SOD was

verified in plants fumigated with 60 ppb for four days compared to plants exposed for two days.

Lower values of Fy and F,,, were observed in plants submitted to 40 ppb for two days. In
plants exposed for four days, Fy was not affected by any level of ozone, and F,, was
significantly lower only in the plants exposed to 40 and 60 ppb. The F,:F,, ratio strongly
decreased in the plants exposed to 40 ppb and upwards, for both two and four days. The values
of Fy, Fy, and F,:F,, ratio were lower, especially in the plants exposed to 60 ppb for four days,

than in plants fumigated for two days (Table 1).

In the field, the determination coefficients between injuries and ozone levels were very
low, independent of the ozone pollution descriptor used. The highest coefficient was obtained
with the mean values of ozone (Table 2), in the chamber experiments in contrast the leaf
injuries were highly explained by ozone levels. Also, in the same experiments, the linear
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relationship between physiological parameters and ozone levels were high, mainly F,:Fy,
ratios and total ascorbic acid in plants exposed for two and four days, respectively. The best
determination coefficient as estimated between fluorescence and ozone was obtained for two

days.

4. Discussion

Although the field biomonitoring indicated that Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ was able to
show differences in ozone contamination among the seasons in the city of Sao Paulo, it is not
suitable for quantifying the ozone levels, considering the weak relationship between leaf
necroses and ozone pollution. Similar results were obtained by Klumpp et al. (2006) in
European cities. They commented that efforts to determine the relationship between ambient
ozone concentrations and leaf symptoms in tobacco and other bioindicator plants have been
attempted with variable success. In fact, as pointed by Klumpp et al. (2006) and others (Koppel
and Sild, 1995; Antonielli et al., 1997; Finnan et al., 1996; Pefiuelas et al., 1999; Vergé et al.
2002), meteorological variations may interfere with the uptake of ozone via stomata and then

on the relationship between leaf necroses and ozone.

According to Krupa et al. (1993), Muné-Bosh and Alegre (2002), Davison et al. (2003),
the ozone biomonitoring using tobacco Bel W3 can be affected by photoperiod, temperature,
solar radiation, relative humidity, wind, VPD and carbon dioxide concentrations which are
parameters that can decrease the ozone uptake because they promote the closing of the

stomata.

VPD, in particular, is an important environmental factor that can affect stomatal
conductance in higher plants since it can cause water stress. Stomata regulate their opening to

avoid dehydration as VPD increases (Streck, 2003). The stomata conductance is probably the
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most important control of pollutant uptake (Krupa et al., 1993; Davison et al., 2003; Griinhage
and Jager, 2003). This being the case, high concentrations of ozone, mainly taken by plants
through stomata, would impose lower flux of ozone into the leaves and consequently less the
damage in plants growing under high VPD than in plants growing under low VPD. Ball et al.
(1998) confirmed this hypothesis by proving that this index was among the most important
factors to modify the effects of ambient ozone on white clover. In the present study, higher
values of VPD (0.02 - 2.22 KPa) appeared to be obtained during the exposure period of
tobacco plants in Sao Paulo, when compared to those (0.27-1.60 KPa) found by Ball et al.
(1998). Therefore, restrictions to the occurrence of leaf symptoms would be expected in
response to high VPD during the exposure period. However, the fact that no significant
relation between leaf damage and VPD (R? = 0.03; p>0.05) was found indicates that this
phenomenon was not generalized. Decreases in ozone uptake might have occurred only
sporadically, such as at the beginning of January 2003, when the highest daily levels of ozone
and the most severe VPD were registered. In addition, Streck (2003) mentioned that stomata
do not always respond to VPD. If this is the case, measurements of ozone flux into the leaf
and consequent cumulative ozone uptake would be more precise to delimit ozone-induced

effects on plants (Klumpp et al., 2006).

Although the data from the fumigation experiments showed a stronger linear
relationship between ozone and leaf damage than that obtained in the field, they clearly
revealed that maximum physiological disturbances and maximum percentage of leaf area
affected by necroses occurred in plants fumigated with 40 ppb for four days. Additionally, the
intensification of the effects on the plants seemed to be time-dependent, mainly those related

to chlorophyll a fluorescence and leaf necroses.

Chlorophyll a fluorescence, an indicator of photosynthetic efficiency (Maxwell and

Johnson, 2000), clearly showed that plants exposed for two days were less affected by ozone
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than those exposed for four days. The reduction of photochemical efficiency of PSII, shown
by significantly lower F,:F, ratios, can mainly be attributed to the decrease of maximum
fluorescence (Fy,), an effect that was evident in plants exposed to 40 and 60 ppb of ozone.
Under 40 ppb for two and four days, the reduction of F,:F;, could also be a consequence of
the decrease of Fy, as frequently described by other authors, such as Maxwell and Johnson
(2000), Guide et al. (2005), Francini et al. (2007), among others. This parameter also showed
that from 40 ppb of ozone and upwards the gaseous exchanges could be affected in such a
way that the pollution uptake would be restrained in longer exposures. This might explain

why ozone levels over 40 ppb did not add any additional damage to the leaves.

However, we suggest that the antioxidative defenses could be one more factor that
interferes with the visual response in plants, preventing oxidative cell damage. In fact, it was
mainly the ascorbic acid that changed significantly after two and four days of exposure to 40
ppb of ozone or more. This suggests that antioxidants may also have contributed to counter

the progression of leaf necroses in plants submitted to 40 ppb or more of ozone for four days.

Taking in account the results from the fumigation experiments, it is possible to expect
increasing physiological disturbances during the 14 days of exposure of N. tabacum ‘Bel W3’
in the field, which could restrict ozone uptake and be one possible explanation for the weak
relationship between leaf damage and ozone concentrations. The action of antioxidants should
not be ignored. It is also possible to suppose that these disturbances would be worse when
tobacco plants are exposed to mean ozone concentrations higher than 40 ppb. To test these
suppositions, a new regression analysis between leaf damage and mean ozone concentrations
(from 8:00 am to 8:00 pm) up to 40 ppb was performed (R* = 0.28; p < 0.05). Compared to
the results presented in Table 1, this linear relationship improved (from 10% to 28%).
However, it is still not strong enough to guarantee the suitability of N. tabacum ‘Bel W3’ for

quantitative ozone biomonitoring under the environmental conditions commonly observed in
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the city of Sao Paulo, except possibly in regions where the ozone concentrations are less than

40 ppb.

5. Conclusions

The results showed that N. tabacum ‘Bel W3’ has potential to adequately categorize the
ozone levels in S@o Paulo. N. tabacum ‘Bel W3’ may be suitable for indicating low ozone
concentrations, when the protocol proposed by VDI (2000) is applied. The results point to the
necessity of further studies to establish an ideal period of exposure for biomonitoring in the

city.
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Legend to figures

Fig.1: Mean values of daily ozone concentrations, daily vapor pressure deficit (VPD) and
percentage of leaf injury in plants of N. tabacum ‘Bel W3’ successively exposed for fourteen
days during the field study. Mean values were calculated based on the results obtained at all

four exposure sites.

Fig.2: Mean values of percentage of leaf injury, the amount of total ascorbic acid (AA) and
the activity of superoxide dismutase (SOD) in plants of N. tabacum ‘Bel W3’ fumigated with
different ozone concentrations for two (C]) and four (@) days. Lowercase and capital letters
indicate significant differences among mean values obtained for plants exposed to different
levels of ozone for two days and for four days, respectively (p < 0.05). * Indicates significant
differences between mean values obtained after two and four days of exposure to the same

ozone concentration (n = 9).
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Table 1: Mean values of minimum (F() and maximum fluorescence (F,,) of chlorophyll @ and

Fy:Fy, ratios in plants of N. tabacum ‘Bel W3’ exposed to ozone (n = 9). Different letters show

significant differences among mean values obtained for plants exposed to different levels of

ozone for two days or for four days (p < 0.05). * Indicates significant differences between

mean values obtained after two and four days of exposure to the same ozone concentration.

2 days 4 days
O; (ppb) Fo Fi Fy:Fi Fo Fn F,:Fn.
0 382.5° 22718  0.832° 380.9°  2272.0°  0.832°
20 395.7° 24307  0.837" 362.7° 21773 0.834°
40 2643 1420.7°  0.809° 3243 1666.6°  0.790°
60 4312*  2107.6°  0.795° 357.8% 14767 0.749
80 381.8° 18556  0.791¢ 347.1° 18013  0.780°
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Table 2: Determination coefficient between ozone pollution descriptors and biotic parameters

analyzed in plants of Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ exposed in the field (n = 198) and in

fumigation chambers (n = 45).

Experiment Exposure period Oj; descriptor  Leaf injury F.:F,, ratio AA SOD
Field 14 days ' Mean 0.10* - - -
AOT20 0.06* - - -
AOT40 0.03* - - -
FA + O3 2 days Mean 0.96* -0.90* 0.48*  0.46*
4 days Mean 0.89* -0.85% 0.74*  0.33*
! Average concentration from 8:00 am to 8:00 pm
*p <0.05
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Figure 2
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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