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Resumo

As atividades industriais dos grandes centros aaro aumento da frota veicular vém
contribuindo de forma significativa para uma magmmtaminacdo aérea. Entre os
poluentes atmosféricos, o 0zbdnio 3G considerado o mais toxico devido a sua
capacidade de reagir com a agua nos tecidos dasisngps vivos e formar espécies
ativas de oxigénio (EAO), como por exemplo, radisaberéxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila. Essas moléculas témalto poder oxidativo e podem
reagir com membranas lipidicas destruindo-as. Usnnecanismos de defesa da planta
contra a agdo dessas EAO esta justamente na efii@n seu sistema de defesa
antioxidativo, formado por enzimas como superOoxiigmutase (SOD), peroxidases
(POD) e também por vitaminas, como o &cido ascor#e@\). Neste estudo, objetivou-
se avaliar o potencial bioindicador @moea nilcv. Scarlat O’'Hargpara o 0zénio
troposférico da cidade de S&o Paulo, em funcdaudesansibilidade a esse poluente,
comprovada em estudos anteriores. Para tanto,ndetgam-se as relacdes entre as
variacbes em fatores ambientais (climaticos e &y e nos niveis desses
antioxidantes e entre essas e a intensidade d@amfdliares em plantas expostas em
dois ambientes distintos, um deles isento de padyisimulado em casa de vegetacéo e
outro poluido por altos indices de ozodnio, situamo parque do lbirapuera. Lotes
distintos da cultivar foram expostos, nos doisikco longo de 28 dias de cada estagéo
do ano. A cada trés ou quatro dias, cinco plantasatla ambiente eram analisadas
guanto a concentracdo de AA, atividade de SOD e B@Drcentagem de area foliar
afetada por injarias visiveis. Observou-se queotad plantas expostas na casa de
vegetagcdo, quanto as plantas expostas no parqubirdpuera apresentaram uma
variacdo sazonal nos niveis de antioxidantes eaqpstacdo de primavera foi o periodo
na qual se registrou uma maior eficiéncia do siatdendefesa das plantas. Analises de
correlagdes e de regressdes multivariadas mostiguaralguns fatores ambientais, tais
como temperatura, umidade relativa, radiagéo eiozpresentaram uma significativa
influéncia no perfil antioxidativo das plantas,ofaisse que em determinados periodos
do ano retardou o surgimento e a progressdo deamjfoliares visiveis, podendo
comprometer, assim, 0 uso fwmoea nilcomo planta bioindicadora de;@m Sao
Paulo, dependendo das condi¢des ambientais durdobdenonitoramento.



Abstract

The industrial activities of megacities and theréasing of vehicle fleet have
contributed significantly for high air contaminaticAmong all atmospheric pollutants,
ozone (Q) is considered the most toxic due to its capaeftyeacting with water in
alive tissues forming reactive oxigen species (RGstich as radical superoxide,
hydrogen peroxide and radical hidroxila. Some oésth molecules are extremly
oxidative and may react with cell membranes destgthem. A defensive mechanisms
of plantas against the effects of these ROS idhitpe efficiency of their antioxidative
system, formed by enzymes, such as superoxide thsen(SOD), peroxidases (POD)
and also by vitamins, as ascorbic acid (AA). Thislg aimed to evaluate the potential
of Ipomoea nilas a bioindicator specie of tropospheric ozone @& $aulo city,
troughout its sensibility to the pollutant, showedgrevious studies. In such way, it was
determined the relations between the variationsnvironmental factors (climatic and
pollutants) and levels of antioxidants, and betwdese factors and the intensity of
foliar injuries in plants exposed in two distinceavironments , one of them exempt of
pollution, called casa de vegetacdo (greenhouse)aaother polluted by high ozone
concentrations, localized at Ibirapuera Park. Distiots of the cultivar were exposed
throughout 28 days of each season of 2006. Eaek thr four days, five plants of each
environment were analyzed for the concentratioAAf activity of SOD and POD and
percentage of visible injuries. It was observed fants exposed in both environments
presented a sazonal variation in the antioxidargl$eand also the spring was the season
which was registered the high efficiency of thei@ntative system. Analyses of
correlations and multivaried regressions showed $loane ambient factors, such as
temperature, relative humidity, radiation and ozbae a significant influence in the
antioxidative system. This fact might have delajte®l sprouting of visible injuries in
some periods of the year, thus compromising theafidpomoea nilas bioindicator
plant of Q.
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Capitulo |

Introducao geral



Introducgéo

A populacdo mundial tem crescido desordenadamejutet@ tem surgido uma série de
problemas de ordem econdmica, social e principakenambiental. Havia um previsao
para o ano de 1998, na qual a populagdo humarspasisaria seis bilhdes de pessoas,
concentrando mais do que a metade desse numermntinente asitico (Ravest al.
1993). Atualmente ha aproximadamente 6,5 bilh6esates humanos habitando o
planeta Terra (Revista Pangea 2007). Este crestmngemasiado ndo € proporcional a
alocacéo de bens naturais escassos, 0 que toreacada de consumo e a competicao
econdmica desiguais. Tal diferenca econémica éasptbblemas que esta relacionado
aos problemas sociais que existem entre as diéxentcdes, sendo as mais
prejudicadas aquelas em desenvolvimento. Outrolgar@bque ocorre em tais nagbes €
a migracdo de familias rurais para os grandesamntbanos, que buscam melhores
condi¢des de trabalho, satde e habitacdo, formassiomn megacidades. Uma série de
indUstrias séo instaladas préximo a esses cemteoijo a facilidade de encontrar méo
de obra e a possibilidade de transporte direto @leadorias. Essas grandes metropoles
séo caracterizadas, também, pela extensa froteatit@, que muitas vezes € composta
por veiculos antigos ou danificados. Desse modepraaminacdo atmosférica nas
megacidades de paises em desenvolvimento é baisti@niga. A cidade do México, por
exemplo, atrai pessoas de diversas partes do paidodao seu desenvolvimento
econdmico. Esse crescimento desordenado pode sdataminicial de pertubacdes
ambientais para a cidade. Segundo Molina & Molig@04) a alta elevacdo que a
cidade do México se encontra e a intensa radiaglao $i0 fatores que contribuem para
o processo fotoquimico e producdo de o0zbnio e supoluentes secundarios na
atmosfera. Quando a situacdo de poluicdo atmoafédc agrava em determinadas

épocas, as atividades de algumas indUstrias séwrided, o trafego veicular fica restrito



e atividades ao ar livre para as criancas sdodaatadJma situacdo parecida ocorre na
cidade de S&o Paulo, onde foi estabelecido um amagrde rodizio da frota veicular
devido aos altos indices de poluentes que eramdemiiha atmosfera. Entretanto, a
poluicdo aérea ndo pode ser considerada apenagalerpa regional de paises ou
cidades industrializadas, mas sim algo que devdesgtteresse comum (Treshow 1991;
Klumpp et al. 2004). Entre as principais consequéncias globaisotitaminacdo do ar
estdo o aumento de chuva &cida, a destruicdo dadeame o0zonio e mudancas
climéaticas, com o aumento da temperatura e pretiptairregulares (Cerei al. 2002).
Segundo IPCC (2001), h4 uma expectativa no aunwmtiemperatura do planeta de
1,4° a 5,8° C até o final do século XXI. O aquecitogylobal pode causar sérios danos
a agricultura e aos ecossistemas terrestres erh Bara Klumppet al. (2004), o ar
limpo é um importante pré-requisito para um deskmvento econémico sustentavel e
um requisito basico para a saude e o bem-estaedes humanos.

Ha basicamente dois tipos de fontes de poluicdosdérica: as naturais e as antropicas.
Dentre as fontes naturais, as emissfes vulcanicas gueimadas que ocorrem em
determinados biomas do planeta apresentam granoleisibaicbes, tendo como
principais poluentes emitidos éxidos de enxofreidas de carbono (Ravest al. 1993;
Domingos et al. 2002). As fontes antropicas podem ser divididas ragveis e
estacionarias. As fontes méveis sao principalmanfteta automotiva que emite entre
outros poluentes, 6xidos de nitrogénio @N@ monoxido de carbono (CO) (Mayer
1999). Ja as fontes estacionarias séo, por exemplmdustrias que emitem 0s mais
variados tipos de poluentes, dependendo da natdeczaa atividade.

Tais poluentes podem ser considerados primariosdguado emitidos diretamente de
suas fontes, ou secundarios quando séo formadagiade reacdes quimicas entre os

poluentes primarios sob determinadas condi¢cOesa$isha atmosfera. Dentre o0s



poluentes primarios pode-se destacar os hidrocatben(HC), didxido de enxofre
(SO,), mondxido de nitrogénio (NO), material particldaMP), di6xido de carbono
(CO,) e os compostos organicos volateis (COV). Densepoluentes secundarios
destacam-se o dioxido de nitrogénio @\CGcido sulfurico (HSQy), e alguns poluentes
pertencentes a um processo atmosférico denomisaum fotoquimico, como por
exemplo, o acido nitrico (HN§D o nitrato de peroxiacetila (PAN) e o ozbnig)Este
altimo tem sido, indubitavelmente, um dos poluemess estudados devido a sua alta
toxicidade.

O ozonio pode ser formado a partir da associaca@xigénio molecular mais o
oxigénio atdmico na presenca de um corpo recepoergrgia (Krupa & Manning
1988). Esse oxigénio atdmico pode ser oriundo gisodiacdo no didxido de nitrogénio
sob um comprimento de onda de 440 nm ou da digsarido oxigénio molecular num

comprimento de onda de 200 nm, conforme a equdsgirca

NO; + hv (< 440nm)» NO + O
O, + hv (200nm)—» O + O

O+0+M—->0O3+ M

Numa condicdo de atmosfera ndo poluida, o ozémimaido € consumido, de acordo
com a equacéao abaixo:

NO; + O, + hv (>430nm)~ NO + G
Porém, numa condicdo atmosférica poluida, o mondxid nitrogénio pode ser
consumido por radicais orgéanicos oriundos de reagdamicas atmosféricas ou mesmo
por hidrocarbonetos emitidos da vegetacédo localmdelo que o ozbOnio ndo seja

consumido e consequentemente seja acumulado rasteog como demonstrado nas



equacgdes abaixo:

R+ OH + hv— RG;" + H,O

RGO +NO— NO, + R

Esse 0zbnio altamente toxico aos organismos viosnéado na troposfera, camada da
atmosfera que vai desde a superficie do planet@ab&imadamente 12 quildbmetros de
altura. Na troposfera, camada responséavel peladig@ms climaticas da Terra, ocorre a
formacgéo de nuvens, tempestades e as atividademnhgrpoluidoras. Nessa camada, a
temperatura diminui 6,5°C por quildometro, send@ €$smmado de gradiente vertical de
temperatura a partir da superficie terrestre (Dgoset al. 2002, Bragaet al. 2006).
O ozbnio apresenta uma sazonalidade na sua foomdegerminada pelas condigcbes
meteorolégicas. Em S&o Paulo, existem duas estagiiregticas marcantes,uma
chuvosa, entre outubro e abril, e outra mais sggea,abrange o periodo de maio a
setembro. Na estagdo chuvosa, centrada nos mesesintvera e verdo, ocorre
elevacdo das temperaturas médias, maior ventilagdquecimento continental, que
favorece a instabilidade continental e o aumentaelaulosidade e da precipitacao,
promovendo a diminuicdo das concentracdes dos meklieNesse periodo, quando h&a
uma diminuicdo da nebulosidade e uma elevacéo ai@déimcia de radiacdo solar, as
concentragbes de ozOnio ultrapassam o padrao didapeado ar. A estacao seca, por
sua vez, € caracterizada ndo apenas pela dimindg@recipitacdo, mas também pela
gueda das temperaturas e ocorréncia de grandeilidatdd atmosférica, que séo
desfavoraveis a dispersédo dos poluentes. Porrisste periodo, as concentracdes dos
poluentes primarios sao mais altas, promovendo sito@cdo de maior risco aos
organismos vivos, em geral. Mas, por outro lada@oasentracdes de 0z6nio e de outros
poluentes do smog fotoquimico, tendem a ser redszimbs meses de maio a julho,

guando se observa diminuicdo da temperatura edi@cé solar incidente (CETESB



2005).

Segundo o relatério CETESB (2005), o padréo deidpdg do ar (16&/nT - 1h) e o
nivel de atencdo (2Q@/nt — 1h) para o 0zdnio na regido metropolitana de FEdido
(RMSP) séo frequentemente ultrapassados, fatogessecorre principalmente em dias
de alta insolagdo. No ano de 2005, por exemploz@io ultrapassou o padrdao de
gualidade do ar em 14% dos dias, sendo a estacalivémla no parque municipal do
Ibirapuera, a que marcou indices mais altos. Telm gbservada uma diminuicdo nos
dias de ultrapassagem desses limites desde o a?2@0@ena RMSP, fato que também
pode ser decorrente das variacbes das condicoesonmiégicas. Em termos de
distribuicdo por estacdo do ano, a maior frequédeidias de ultrapassagens ocorre na
primavera e verao e € menor nos meses de inveEBIDHSEB 2004).

Assim como outros poluentes gasosos, 0 0z6nio eas@lantas pelos estbmatos. Por
ser uma molécula altamente reativa, pode reagidaagnte com a agua no tecido
desses organismos, intensificando assim a formdedespécies ativas de oxigénio
(EAO) (Kaziol & Whatley 1984; Krupa & Manning 1988ray et al. 2000; Larcher
2000; Chernikovat al 2000; Strohnet al. 2002). Essas espécies séo caracterizadas por
sua alta instabilidade eletrbnica e capacidade desar danos oxidativos em
biomoléculas vitais como proteinas, DNA e lipididtalliwell & Gutteridge 1989;
Muggli 1993; Brayet al. 2000; Apel & Hirt 2004).

As EAO sao também produzidas nos seres aerébios @uoduto de algumas vias
metabdlicas celulares, como por exemplo respira;dotossintese (Foyer & Noctor
2005). Tais processos ocorrem proximo a cadegpdréadora de elétrons localizada
nas mitocondrias e cloroplastos. E estimado que @i2% do oxigénio consumido
pela mitocondria esteja envolvido na geracdo dedxmby de hidrogénio (kD)

(Cakmaket al. 1993).



Outra via de formacdo de espécies ativas de oxigéas células € a reducdo
tetravalente do oxigénio molecular & 4gua, queerequatro elétrons e pode gerar ao
longo deste processo moléculas oxidativas, taiommadical superdxido (O), como
mostra a equacao (1) e radical hidroxila (PHWinston 1990).

Ao receber dois ions hidrogénio e um elétron, dcahdsuperoxido se converte em
peroxido de hidrogénio, cuja reacdo é catalisada eezima superdéxido dismutase
(SOD), conforme a equacéo (2). Apesar g@Hser uma molécula pouco reativa, ela
pode ser considerada téxica devido a sua capactiadEagir com @, formando assim

o radical hidroxila (OH), que tem alto poder oxidativo. Essa reacéo éemida como
Reacao de Haber-Weiss — equacao (3).

O HO, também pode reagir com ions de metais de transm@aluzindo assim o
radical hidroxila. Essa reacdo cineticamente mamda € denominada Reacdo de

Fenton — equacgéo (4).

Q+e—0y (1)
SOD
2 +2H — HO; (2)
,® H,0, > OH + OH + O, (3)

£6CU" + H,O, — OH + OH + Fe'/CU/ (4)

Por outro lado, os organismos aerdbios desenvaivara sistema de defesas composto
por uma série de substancias antioxidativas, cdpadiminuir o poder oxidativo das
EAO, garantindo sua sobrevivéncia ao longo do msxevolutivo. Entre as principais
funcOes desse sistema, destacam-se a remocéo idaisrddires, minimizacdo na
disponibilidade de pro-oxidantes como ions ferrcobre e protecdo de biomoléculas

contra possiveis danos em suas estruturas (Hdll&ebutteridge 1989). Segundo



Winston (1990), os antioxidantes séo divididos g¥s tlasses diferentes:

a) hidrosolaveis;

b) lipossolaveis;

¢) Enziméticos.

Entre os antioxidantes soluveis em agua, o acidérbgo (AA), também conhecido
como vitamina C, merece um destaque especial, deviia eficiente agcdo em capturar
espécies ativas de oxigénio na parte aguosa déacélitando assim o ataque as
membranas lipidicas. O acido ascorbico pode savngrazio nos cloroplastos, parede
celular, citossol, vacuolos e mitocondrias (Smifd®96; Potteret al 2002). Dentro
do aparato fotossintético, AA age na remocao doximw de hidrogénio, formado na
fotoreducédo do fotossistema |. Esta reacdo entree APO, é catalisada pela ascorbato
peroxidase, que se encontra na divisa do tilac®idenbém pode neutralizag®b. Para
Concklin & Barth (2004), o acido ascorbico servenooprimeira linha de defesa nas
plantas superiores, uma vez que ele se encontgrame concentracdo no apoplasto,
apresentando, assim, um efeito direto na protegéivaco ozénio troposférico. Além da
funcdo de defesa, o &cido ascérbico também atusirergismo ou na regeneracdo da
vitamina E, conhecida comotocoferol. Esse papel de regeneracdo também éidser
pela glutationa (GSH), outro antioxidante soliveldgua, atuando na reducédo do acido
ascorbico. GSH apresenta-se como um antioxidank&ungional por prevenir a célula
contra a acdo das EAO, evitar a peroxidacdo lipjdituar na regeneracdo de outras
espécies antioxidativas e apresentar um imporfapel na prevencdo da oxidagcédo do
grupo tiol de determinadas enzimas.Tocoferol eB- caroteno sdo vitaminas solluveis
em gorduras com fungao antioxidativa. @@ Tocoferol encontra-se em grandes
guantidades nas membranas dos cloroplastos e tegAdude proteger e eliminar a

peroxidacao lipidica (Munné-Bosh 2005). J@-oCaroteno apresenta dupla funcao:



além de ter um papel importante na eliminacdo dgémio singleto (Edge 1997), uma
EAO de grande poder oxidativo, pode absorver eaedgis estados excitados da
clorofila, atuando, assim, como um agente prevertda&sformacao de tais espécies.
Entre os antioxidantes enzimaticos, estdo a superdodismutase (SOD) e as
peroxidases (POD). A superoxido dismutase é a enmsponsavel pela dismutagédo do
radical superdxido, na qual é produzido peroxiddnideogénio e oxigénio (Scandalios
1993; Raychaudhuri & Deng 2000) sendo assim, alguigres consideram sua defesa
indireta pelo fato de eliminar ©mas formar uma outra EAO, 0,6, Essa enzima
requer um metal como cofator para sua atividaderecoSegundo Fridovich (1978),
existem trés isoenzimas de SOD: cobre/zinco SOD/Z{30D), normalmente
encontradas em organismos eucariontes, manganés (MfdbBOD) e ferro SOD
(FeSOD), essas Uultimas normalmente encontradas eroarppntes. Em folhas
senescentes, as atividades de SOD tendem a dimawipasso que a peroxidagao
lipidica tende a aumentar.

Algumas peroxidases, dentre elas ascorbato-pessid@m um importante papel na
decomposicao do perdxido de hidrogénio. Segundal Ehal. (1996), as plantas tém a
capacidade de aumentar a atividade das peroxigasdégncdo de choques mecanicos,
poluicdo aérea e influéncias da sazonalidade dimat

Essas espécies antioxidativas, na realidade, atoagonjunto, por meio de uma via
metabdlica denominada ciclo ascorbato-glutatiospeealmente estudada por
cientistas de diversas partes do mundo (HalliweB&teridge 1989) (Figura 1).

Tal sistema de defesa, na auséncia de fatorestsses que levem ao aumento da
producdo de EAO, é eficiente para manter o eqialipro-oxidante / antioxidante nas
células. Porém, esse equilibrio pode ser rompithoipensificacdo da formacdo dessas

espécies toxicas de oxigénio, por acdo de fatoeegstiesse de origem natural ou



antrépica, expondo a planta, a partir de entdoma wondigdo caracterizada como
estresse oxidativo (Muggli 1993; Bray al. 2000). O ozbnio, conforme mencionado
anteriormente, pode levar a ruptura desse equilibrao estabelecimento do estresse
oxidativo para plantas expostas sob o poluentero®ufatores além da poluicédo
atmosférica também podem contribuir de forma sicgtifva para foramc¢do de EAO.
Entre eles destacam-se: temperatura, umidadeveeldi ar, choques mecanicos, seca,

condi¢ces edaficas, velocidade de vento e invasgatbgenos (Bragt al. 2000).
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Figura 1.1. Ciclo ascorbato-glutationa (adaptadc&starma & Davis, 1997). Radicais
superoxido sé@o eliminados pela SOD em reacdo cquauprperoxido de hidrogénio
(H202). O HO, é consumido através de sua conversdo em agua [midmexidacao
do acido ascorbico na presenca da ascorbato pasexidesultando na formacg&do do
radical monodeidroascorbato (MDHA). O acido asairlpode ser regenerado a partir
de MDHA, por duas vias: pela reducdo enzimética, peesenca de
monodeidroascorbato redutase e consumo de NADPpeBudismutacdo espontanea
de MDHA em deidroascorbato (DHA), que reage contagiopna reduzida (GSH),
produzindo &cido ascorbico e glutationa oxidada SGf reacdo catalizada pela
deidroascorbato redutase. GSH é regenerada pektigha redutase, na presenca de

NADPH.

Segundo Krupa & Manning (1988), ocorrem mudancastegridade das células assim
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gue o 0zOnio entra pela abertura estomatica e peoadormacédo de EAO no apoplasto.
Por isso, normalmente as membranas lipidicas sdpriamiras a serem atacadas,
alterando assim, o transporte de ions e a perndsd®l de fluidos. Outro efeito
oxidativo em plantas é em sua taxa fotossintéficaxposicdo a dose cronica dg O
pode diminuir significamente a abundancia da rubism tecidos foliares maduros
(Bray et al. 2000). O estimulo & producdo de etileno e de é&sailico € outra
consequéncia do efeito oxidativo causado pelo ozém plantas. Esses hormbnios
podem operar em diferentes vias de sinais de tugasdque podem induzir a mudangas
na expressao de alguns genes e no metabolismau@hasgt al. 2003).

Entre as consequéncias macroscopicas do estradsg¢ivaxpara plantas destacam-se a
senescéncia prematura das folhas, reducdo normssgoi e alteragcdes na particdo de
biomassa em resposta as alteracdes nas taxadrfsas e 0 surgimento de injurias
foliares visiveis como resposta de morte celularegdizada (Domingost al. 1998;
Moraeset al.2000; Vergeet al. 2002).

Contudo, a severidade dos danos oxidativos causasiqdantas apdés a quebra do
equilibrio pro-oxidante/antioxidante, assim comaapidez com que estes ocorrem,
depende preponderantemente da eficiéncia com gisteona de defesas antioxidativo é
ativado na presenca de determinado fator de estress

Em plantas tolerantes, que apresentam defesasxidativas eficazes, os danos
oxidativos demoram mais a serem observados e ®rsidade geralmente € menor, em
comparacdo com 0 que ocorre em plantas sensiveisatehosfera contaminada por
ozbnio, € comum espécies sensiveis ao poluentefasamem injarias intervenais
localizadas predominantemente na superficie addaialfolhas mais velhas, as quais
sdo visiveis ao olho nu. Essas injurias, resultadéeperturbacdes celulares extensivas,

podem ser classificadas como: necroses, pontuagigsentacdes e cloroses, de
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acordo com a Figura 1.2.

parsley (Petroselinummyes

Figura 1.2. Diferentes tipos de injurias foliar&n “a” folha deNicotiana tabacum
com necroses (Foto: M. Domingos), em “b” folha cpontuacdes, em “c” folha de
Psidium guajavdPaluma’ com pigmentacgdes (Foto: C.M. Furlan) e“dimfolha del.

nil ‘Scarlet O’Hara’ com cloroses (Foto: M.L. Ferrgira
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Essas respostas visiveis de plantas sensiveisémodZm servido como importantes
ferramentas para o biomonitoramento da qualidadar dBssas plantas sensiveis foram
denominadas bioindicadoras por De Temernadnal. (2004). Outros autores ja
classificaram as plantas de acordo com seu potepiciedicador e seus sintomas,
porém neste trabalho foi adotada a terminologia figor De Temermaet al. (2004).
Nestas, além de serem observados os mencionadmsnas visiveis, geralmente
também se observam queda de folhas e de frutakied® no crescimento.

Sob ponto de vista prético, a intensidade de &bar fafetada por sintomas visiveis
tem sido predominantemente estimada em programasbhiai@onitoramento da
qualidade do ar para indicar o impacto da polum@é®a sobre organismos vivos (VDI
2003).

Dentre os programas de biomonitoramento da quaidadar no mundo, o Eurobionet
merece um destaque especial por ser um projet@uopaveu onze diferentes paises
europeus (Klumpget al. 2001). Outro programa de destaque € o ICP-Fangsgdo em
1985 com o intuito de avaliar o impacto da poluigfimosférica em florestas e tem a
participacdo de muitos paises envolvidos, entie38epaises europeus, Estados Unidos
e Canda (ICP Forest 2007).

Nesses programas de biomonitoramento, a indicag&sabs € geralmente baseada na
estimativa visual da intensidade de area foliatagfe por sintomas visiveis. No entanto,
nem sempre as mesmas plantas sado utilizadas, demiddato delas possuirem
caracteristicas especificas para determinado clina. caso da cultivar Bel W3 de
Nicotiana tabacum uma planta bioindicadora sensivel, padronizadamplamente
utilizada para qualificagdo dos niveis toxicos d@drio (Krupa & Manning 1988,
Heggestad 1991, Klumpet al. 2001, VDI 2003) e que foi empregada no Eurobionet

(Klumppet al.2006).
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Na cidade de Sao Paulo, Sant’Anna (2007) provgartr de experimentos em campo
e em laboratério, qul. tabacunmBel-W3’ é adequada para discriminar locais e época
mais e menos afetados por ozonio. Porém, a inteaside injurias foliares foi pouco
explicada pela concentragdo do poluente, o queresugee outros fatores ambientais
locais podem interferir no surgimento de danos/gisi A autora mostrou, também, que
as plantas dé&\. tabacum devido a sua alta sensibilidade, sdo mais efesepara
biomonitoramento regional, quando as concentrag@eias de 0zonio para os 14 dias
de duragcdo da exposicdo das plantas (consideramdalares horarios entre 8 e 20
horas de cada dia) forem inferiores a 40 ppb. @lmig contaminagdo atmosférica por
ozbnio em Sao Paulo, no entanto, é frequentemeater,no que pode inviabilizar o
emprego dessa planta para biomonitoramento quardita Portanto, a procura de
plantas bioindicadoras mais adequadas para indieapossivel quantitativamente, a
presenca de ozdénio em S&o Paulo, ainda se fazsaeieesSegundo Nouchi & Aoki
(1979), plantas dépomoea nilcv. Scarlat O’'Hara mostraram injarias visiveidcag,
caracterizadas por pontos cloréticos e necrosesvanais na superficie adaxial das
folhas, quando expostas em sistema de fumigacamz@oio. Os autores mostraram
haver uma relagéo logaritimica significativa emtrgrau de injurias visiveis e doses de
0zOnio e estimaram que as concentracdes limitez@ieio a partir da qual se observam
necroses foram de 196 ppb por 1 hora e 76 ppb poras. Por esses resultados, pode-
se inferir que essa cultivar € mais tolerante @miozdo queN. tabacumPlantas dessa
cultivar mostraram sintomas foliares similares @laaexpostas no entorno do complexo
industrial de Cubatdo e na cidade de Sao Paular(giet al. 1994, Domingo%t al.
1998), embora ndo tenha sido possivel estabeleglagdes mateméticas entre
porcentagem de area foliar afetada por clorosexmses e 0s niveis de contaminacéo

atmosférica ou variaveis meteorologicas, devidalta de informac¢des dessa natureza
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para toda a regido monitorada. Sendo assim, lewag@ hipdtese de glgomoea nil

cv. Scarlat OHara possa ser uma planta bioindiGad@propriada para
biomonitoramento de 0z6nio em S&o Paulo. Além dissal € uma Convolvulaceae
nativa de regiao tropical, com ampla distribuic@oregidao sudeste do Brasil (Simao-
Bianchini 1998), podendo-se supor que € mais adapts condicdes climaticas
tropicais do qué\. tabacunBel W3, que foi desenvolvida no Hemisfério NoRerém,
considerando que é uma trepadeira, ou seja, umtadaptada a diversas situacoes de
estresses € razoavel supor que mecanismos de defega fatores de estresse do
ambiente sejam evidentes nessa espécie, como aacdatioxidantes, o que podera
interferir no surgimento e na intensidade de iagirvisiveis. Portanto, é preciso
investigar as relacbes entre fatores meteorologicascentracdes de ozonio, defesas
antioxidativas e surgimento de injurias foliaresl@wgo de diferentes estacfes do ano,
antes que se possa indicar a referida cultivdr dié para biomonitoramento de oz6nio.
Este foi 0 foco central do presente estudo, cupestivos foram:

1) Avaliar o perfil sazonal de acido ascoérbico, esopido dismutase e peroxidases,
antioxidantes integrantes do ciclo do ascorbattaghna, em folhas de plantas de
Ipomoea nilcv. Scarlat O’'Hara mantidas em ambiente ndo polgéidem ambiente
predominantemente contaminado por ozonio, na cidadggo Paulo;

2) verificar se o surgimento dos primeiros sintorf@g&res visiveis em plantas da
Ipomoea nil quando expostas no local poluido, é afetado i@ dos antioxidantes,
por fatores do ambiente ou pela interagéo entee ele

3) determinar quais fatores, entre os do ambienteseintrinsecos da planta
(antioxidantes), interferem mais na manifestac&siltomas foliares visiveis.

Para alcancar tais objetivos, realizou-se um estiedcampo em quatro estacdes do ano

de 2006, na qual plantas denil foram expostas a poluicdo atmosférica, em regido
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conhecida por ser contaminada por altos niveiszd@io- Parque do Ibirapuera. Um
outro lote de planta permaneceu num ambiente isgatpoluicdo, com ar filtrado e
climatizado, chamado casa de vegetacdo. Em cadgaestforam analisadas a
concentracdo de AA e atividade de SOD e POD enfdligss de cada planta e também
foi quantificada a porcentagem de éarea foliar dgetpor injurias visiveis, afim de
observar a eficiéncia do sistema de defesa dataglarseu potencial bioindicador.

Os resultados serdo apresentados nos trés cap#useguir. No capilulo Il, sera
mostrado o perfil sazonal de acido ascérbico, siidw dismutase e peroxidase em
plantas expostas num ambiente isento de poluicéocayitulo Ill, ser& mostrado o
perfil sazonal dos antioxidantes quando as pla#agxpostas a um ambiente poluido e
o surgimento de alguns sintomas visiveis decorsetgsta situacdo de estresse. Por fim,
no capitulo 1V serda mostrado e discutido quais rirscipais fatores do ambiente que
influenciram a planta a aumentar sua eficiéncisidtema de defesa, além de também
ser discutido o potencial bioindicador lg@moea nilpara as condi¢cdes atmosféricas da

cidade de Sao Paulo.
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Capitulo 1l

Caracterizacéo sazonal das defesas antioxidativas fhomoea

nil cv. Scarlet O’'Hara
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Introducgéo

Algumas plantas podem tolerar mais do que outrasse#acdes nos fatores abibticos
do meio em que vive, 0s quais, muitas vezes, pa&Elgeita-las ao estresse oxidativo,
como descrito no capitulo introdutorio desta disggo. Isso ocorre devido, dentre
outros aspectos, a eficiéncia de seu sistema @salahtioxidativo. E bem conhecido
gue algumas espécies antioxidantes do ciclo adoeghatationa desempenham um
papel importante na desintoxicacdo de espécieasatie oxigénio (EAO) produzidas
durante atividades metabdlicas normais, como pemejo, a reducdo fotoquimica do
O, no tilacoide (Chernikovat al. 2000) ou mesmo por razées exdégenas, como a entrada
do ozbnio a planta (Scandalios 1993). Um dos aid@doites mais importantes em
plantas € o &cido ascorbico (AA). Devido a sua mrmia em paredes celulares
(Smirnoff 1996), AA apresenta-se como um importal@ensor da planta contra a agao
de ozbnio, por exemplo, que entra predominantemegltes estbmatos e reage com a
agua ja no apoplasto, intensificando a formacadA®. Outro grupo de defesa é
formado pelos antioxidantes enzimaticos, entre wasga ascorbato-peroxidase, que
exerce um papel importante na remocéo do peroxédhidrogénio em cloroplastos e
mitocdndrias e também superdxido dismutase, quialieza o anion superdxido. Tais
antioxidantes podem sofrer uma sazonalidade enfosmacao e atividade em fungao
de fatores exdgenos, como por exemplo, condicoésonmogicas, mesmo na auséncia
de fatores de estresse de origem antrépica (La2d@d). HA épocas no ano em que
ocorre maior irradiagcdo solar e os dias apresemiams horas de luz, fato esse que
influencia no funcionamento de cloroplastos e nditmirias e consequentemente nos
processos de fotossintese e de respiracdo da .plesga fato estd associado a uma
maior atividade das cadeias respiratérias, fotiesass e conseqiientemente das cadeias

transportadoras de elétrons, o que aumenta a poisgle de serem formadas mais
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espécies ativas de oxigénio (EAO) e exigir uma mefiéncia do sistema de defesa
antioxidativo. Outros fatores importantes que fetem na intensidade de ac&do dos
antioxidantes sdo a temperatura e a umidade r@ldtvar, que além de influenciarem
na abertura estomatica, regulando o processo dsasfatese e, assim, o nivel de EAO
produzidas, também podem atuar como agentes ds@&stpara as plantas (Leteal.
2004; Takac 2004; Bulbovas al. 2005).

Héa de se considerar, ainda, que ao longo dos difssyeestagios de vida das plantas,
variacdes nos niveis dos antioxidantes podem ac@m@movendo assim uma flutuagéo
normal na producdo dessas espécies (Kluatp@l 2000). A intensidade de acdo dos
antioxidantes varia, também, em funcdo da idadéoltte (Musselman & Massman
1998). Durante o processo de senescéncia, Ultithgiesde desenvolvimento da folha,
as atividades de superéxido dismutase (SOD) easatééndem a diminuir (Igbat al.
1996). Tal fato ocorre concomitantemente com um@miegradacdo de proteinas,
acido nucléico, além da perda de clorofila.

Portanto, é de se esperar que haja variagfestemaisle defesas ao longo do ciclo de
vida de uma planta, tornando-a mais suscetivelda@ssos fatores de estresse, sejam
eles enddgenos ou exdgenos, e que a sazonalidadeondicdes climéaticas possam
interferir em tais varia¢des, tornando-a mais onasevulneravel ao longo das estagdes
do ano. Em tese, essas hip6teses séo validas tapgréma cultivar Scarlat O’'Hara de
Ipomoea nil objeto da presente dissertacdo. Assim, objetsgureste capitulo:

1) verificar se ocorrem variagdes em trés esperigsxidativas em folhas de plantas de
Ipomoea nil ao longo de seu desenvolvimento e, nas quateg@st do ano, quando
expostas em casa de vegetacdo, as oscilacbesisanrdatores climaticos de Sao
Paulo; 2) verificar se tais variagfes estao retedas as oscilagdes de temperatura e de

umidade relativa do ar observadas ao longo dagtestalo ano.
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Material e métodos

A. cultivo de plantas dgpomoea nile campanhas experimentais

Para execucao deste projeto sementes de plantgmeea nilcv. Scarlet O’'Hara
foram adquiridas de um mesmo fornecedor comerci@N (Seeds LTD

www.cnseeds.co.Jke oriundas de um mesmo lote. Estas foram germsad caixa

plastica transparente (gerbox) com 106 ¢Rigura 2.1A).

Figura 2.1. A. Plantulas de nil se desenvolvendo em gerbox; B. Casa de vegetacao
instalada no Instituto de Botanica (Sao Paulo),eotatlas as etapas experimentais

descritas neste capitulo foram desenvolvidas.

O substrato utilizado para a germinagédo foi congpg@&r uma mistura de produto
comercial produzido a base de cascaPdwis (Plantimax-Eucatex) e de vermiculita
fina, na proporcéo de 3:1, respectivamente. Aspl@s se desenvolveram nessas caixas
até o surgimento da segunda folha cotiledonar,sesmtéo, transplantadas para vasos
plasticos com a mesma mistura de substrato utdizzal germinacdo das sementes.
Nesse momento, fincou-se uma pequena estaca ddranpdea suportar as plantas
durante seu crescimento. Essas plantas tiveramigacio adequada garantida por
capilaridade, por intermédio de corddes de naifmeridos na base dos vasos, sendo
gue uma de suas extremidades permaneceu em cauatoas raizes e a outra

extremidade esteve mergulhada em agua de torrmitida na caixa plastica coberta
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com tela de arame galvanizado (Figura 2.2B), seguimodelo proposto por VDI
(2003). As plantas eram submetidas a analise dejgier a 52, 62 e 72 folhas bem

desenvolvidas e em média no meio do seu ciclodk vi

[\

Figura 2.2. Plantas denil se desenvolvendo em casa de vegetacdo. A. Vassigps

com corddes de nailon; B. Irrigagéo das plantaargala por capilaridade.

Semanalmente, a partir do transplante, todas asaplaeceberam 100 ml de solucéo
nutritiva ‘hoagland’ descrita em Epstein (1975).648pquinze dias do transplante, a
guarta folha mais velha do ramo principal de caasoVfoi marcada com um barbante
para servir de referéncia para a quinta, sextérasélhas do ramo principal da planta,
que futuramente seriam analisadas periodicamerstouao contetdo ou atividade de

espécies antioxidativas (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Desenho ilustrando a marcagdo da qualta mais velha do ramo

principal, para obter uma referéncia da posicaguilsta, sexta e sétima folhas.

Foram realizadas quatro campanhas experimentais,dcvacédo de 28 dias, uma em
cada estagcdo do ano. Em fevereiro e mar¢o/200&aese a campanha de verédo, em
maio e junho/2006, a campanha de outono, em agos&tembro/06, a campanha de
inverno e em novembro e dezembro/2006, a campamlpinhavera. Cada campanha
foi iniciada com 45 plantas produzidas conformecde&o acima.

Todas as campanhas experimentais, desde a germigag&ementes, foram realizadas
em uma casa de vegetacdo localizada no InstitutBotignica, localizado na regiao
sudeste da cidade de Sao Paulo, entre os par2lgla38’ 08”S e 23° 40’ 18’S e 0s
meridianos 46° 36’ 48"W e 46° 38’ 00"W (Fernana@¢sl 2002) (Figura 2.1B). O ar
no interior dessa casa de vegetacdo, por meio ltdagém, apresentava-se pouco
contaminado por poluentes particulados e gasosaemfieratura variou, no geral, do
mesmo modo como no ambiente externo. Isso foi pelsai partir da restricdo das
temperaturas maximas com ar condicionado, confaregacdo do ano.

Valores médios de temperatura e umidade para Gadpanha, calculados a partir de

valores diarios obtidos com um termohigrografo,idach que as plantas foram
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submetidas a faixas aceitaveis desses paramettesnmégicos (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Dados médios, minimos e maximos dedratyra (°C) e umidade relativa

do ar (%) na casa de vegetacgdo durante as quatpaoaas realizadas no ano de 2006.

Campanhas Temperatura Umidade relativa

(min. — max.) (min. — max.)
Veréo 26,5 (18,0- 34,1) 71 (35 - 87)
Outono 26,1 (17,4 - 34,5) 72 (30 - 87)
Inverno 23,4 (16,1 — 34,5) 66 (18 - 87)
Primavera 27,9 (19,2 - 34,0) 72 (28 - 87)

Dados fornecidos pelo IAG — USP e calculados cdor fde correcéo.

B. Analises de antioxidantes

Durante cada campanha de 28 dias, em intervalosee dnés ou quatro dias,
determinaram-se, em cinco plantas, as concentrafg@sido ascorbico e a atividade
das enzimas superoxido dismutase e peroxidases?né8 e 72 folhas mais velhas do

ramo principal.

Acido Ascoérbico (AA)

A determinacéo de &cido ascérbico nas folhas feedeh nil foi baseada em Keller &
Schwager (1977). Aliquotas do limbo de folhas fass(®,5 g) foram homogeneizadas
com 12mL solucdo extracdo preparada a base dacetiamina &cido tetracético — sal
de sbédio (EDTA-Ng (0,07%), acido oxalico (0,5%) e agua. O restaladolha teve
sua massa fresca e seca determinadas, para sexaotecentragdo do antioxidante em
base de matéria seca. O extrato resultante da lorezgcao foi centrifugado a uma

velocidade de 40.000 g e numa temperatura de 2f@ni trinta minutos. Em seguida,

29



1ml do sobrenadante foi adicionado a 2,5 mL decgolide 2,6 diclorofenol-lindofenol

sal de sodio dihidratado (DCPIP) e solucdo extragdéim de obter dados de uma
primeira absorbancia (520nm). Apos essa leituriaadicionado 0,5 mL de solucédo de
acido ascorbico 1%, para saturar a solugdo e obtexmente dados de absorbéancia.
Atraves da diferenca entre a primeira e a segugitiad foi calculada a concentracdo de

acido ascorbico em cada amostra.

Superoxido dismutase (SOD)

Para andlise de SOD, 0,1g de limbo foliar foi tetlo com 12 mL de solu¢cdo tampé&o
fosfato (50nM), pH 7,5 (contendo 1nM tritriplex HDTA-NA,, 50nM NaCl e 1 mM
AA) e PVPP (polivinilpolipirrolidona). Apos centtifjacdo a 22.000 g, temperatura de
2°C durante 25 minutos, 100 do extrato sobrenadante recebeu EDTA;N®54M),
tampao fosfato (0,1M, pH 7,0), metionina, NBT (apuilitrotetrazolio) e riboflavina.
Um lote permaneceu sob luz florescente (80W) pom8tutos, para que ocorresse a
inibicdo da reducdo de NBT, pela dismutacdo enzméip superdxido, enquanto outro
lote ficou exposto a um ambiente totalmente es(@s3waldet al. 1992). Foi medida a
absorbéancia de ambos os lotes em espectrofotorfE§8mm) e a diferenca entre elas

foi usada para medir a atividade da enzima.

Peroxidases (POD)

Para medir a atividade de POD, foram retirados@@5b limbo foliar de cada folha e
posteriormente esse material foi homogeneizado t®mimL solugdo tampao fosfato
0,1M, pH 7,0 e PVPP. Em seguida, esse materiaefairifugado a 40.000 g e sob uma
temperatura de 2°C, durante trinta minutos. Fatiadado ao sobrenadante 2 ML de

solucdo tampao de fosfato (0,1M e pH 5,5) e peodxid hidrogénio (Klumpgt al.
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1989). A absorbancia do complexae@4-POD formado foi medido em dois tempos
(485nm), dentro de uma porcao linear da curva deae que indicou a atividade de
POD durante a reducédo da®. O delta da absorbanciaE) foi dividido pelo delta

tempo em que ambas medidas foram tomadas (1,5mi,)50s).

C. Andlises estatisticas

Inicialmente, procuraram-se diferencas signifiaginos niveis dos antioxidantes nas
folhas 5, 6 e 7, em cada dia de amostragem e em estd¢cdo do ano. Para tanto,
aplicou-se a analise de variancia com um fator.seguida, foram realizadas analises
de variancia com dois fatores com todo o conjurgéodddos, de modo a identificar
diferencas entre as estagdes (fator 1) e ao loagerdpo em cada estacao (fator 2). Em
todos os casos, as andlises de variancia, quaditavam diferencas significativas,
foram seguidas por testes de comparacdo multipkudést-Newman Keuls).
Igualmente, em todos os casos, procurou-se verisieaos dados tinham distribuicao
normal e/ou se havia igualdade de variancias esgrgatamentos. Quando nao, os
dados foram transformados para alcancar tais ecig®da analise.

Em seguida, foram realizadas andlises de compamgnincipais (ACP), a fim de
avaliar a variabilidade conjunta dos antioxidamtesfolhas dé. nil ao longo das quatro
estacdes do ano, procurando evidenciar se houseaaade marcante.

Realizaram-se, finalmente, correlagcbes de Pearaom geterminar as relagbes entre
oscilagbes em fatores meteoroldgicos no interiocata de vegetacdo e as respostas

antioxidativas foliares.

31



Resultados

Durante as campanhas de ver&o e inverno pode-sevabgue a concentracao de acido
ascorbico, em determinadas amostragens, apresem@uiendéncia a ser mais alta na
folha 7, quando comparadas as folhas 6 e 5 (FigutA, C). Porém, nota-se que
durante as campanhas, a folha 5 apresentou maincenwacdo de AA em
determinados dias de analise. Contudo, tais tera®méo foram comprovadas pelo
teste de variancia com um fator, ao longo das gquampanhas experimentais.

Para SOD, na campanha de outono houve uma tenddecimaiores atividades da
enzima nas folhas 5 (Figura 2.5B), comprovada isstaimente apenas no segundo dia
de amostragem. Porém nas outras campanhas eséadiantéio foi observada. Embora
nao comprovado estatisticamente, o final da cangdehinverno foi caracterizado por
uma maior atividade da enzima na folha 5. No fiuk@lcampanha de primavera, as
folhas 7 mostraram uma alta atividade em deterromaihs de analise (Figura 2.5D).
Ja a atividade das peroxidases tendeu a ser nhaisas folhas 5, nas campanhas de
outono e inverno e na folha 6 na campanha de peraaembora sem comprovagao
estatistica na maioria dos casos (Figura 2.6). édtosdia de analise no outono, foi
observada uma atividade significativamente maioemama na folha 5 (Figura 2.6A).
Na primavera, no primeiro dia de analise, corredpate ao inicio da exposi¢cao,
observou-se, uma atividade significativamente ma@folha 5 quando comparada as
demais folhas. No dia seguinte de analise nesspardma, quatro dias apos o inicio da
exposicao, paradoxalmente foi observada uma atieidde POD significativamente
menor nesta folha quando comparada as folhas @erante a campanha de inverno

observou-se uma uniformidade da atividade da enmaamdolhas (Figura 2.6B).
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Figura 2.4. Concentracdes médias de acido asconbigdolhas 5, 6 e 7 de plantaside

nil ‘Scarlat O’Hara, em nove dias de analise, ao lothg® 28 dias de cada campanha

experimental. A. Verao; B. Outono; C. Inverno; Dinkwvera. Ndo houve diferencas

significativas nos niveis de AA entre os tipos déhds analisadas, em cada dia de

amostragem e em cada estagao do ano.
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Figura 2.5. Valores médios da atividade da supéoddismutase nas folhas 5, 6 e 7 de

plantas dd. nil ‘Scarlat O’'Hara, em nove dias de analise, ao lag®28 dias de cada

campanha experimental. A. Verdo; B. Outono; C. dmegeD. Primavera. * indica que o

nivel de SOD ¢ significativamente maior do que aatsas folhas analisadas, no dia de

amostragem. Nas demais amostragens, ndo houverdiéer significativas nos niveis de

SOD entre os tipos de folhas analisadas.
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Figura 2.6. Valores médios da atividade de per@esianas folhas 5, 6 e 7 de plantas de
l. nil ‘Scarlat O’'Hara, em nove dias de andlise, ao lahg® 28 dias de cada campanha
experimental. A. Outono; B. Inverno e C. Primavéstras distintas indicam diferencas
significativas no nivel de POD entre as folhasiaadhs, em cada dia de amostragem. *
indica que o nivel de POD é significativamente maio que nas outras folhas

analisadas. Na outra amostragem, ndo houve di@sesignificativas entre os tipos de

folhas analisadas.

A andlise estatistica realizada serviu como subgidra que os resultados seguintes
pudessem ser trabalhados fazendo-se uma médidwais ae antioxidantes por planta
uma vez que eles apresentaram concentracbesdadgegi bastante semelhantes entre as

trés folhas analisadas. Tais antioxidantes aprasentuma flutuagdo em seus niveis ao

longo do ano (Figura 2.7).
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O conteudo de acido ascorbico nas plantas referentmmpanha de verdo apresentou
uma variacdo relativamente marcante ao longo dosli28 Sua concentragdo no
primeiro dia a ser analisado foi a menor registra@aampanha, sendo que conforme
foram passando os dias a concentracdo foi aumentand periodo final das analises,
guando a planta ja estava quase um més mais welhaconcentragdo foi abaixando
novamente. Durante a campanha de outono a congc@ntce AA manteve-se quase
gue constante durante o envelhecimento da plaota, excecdo de trés dias que
apresentaram uma concentragcdo significativament®rn@do que nos outros. A
campanha de inverno foi caracterizada por umacal@entracdo do antioxidante no
altimo dia de amostragem, fato que foi significatiNa campanha de primavera AA
apresentou algumas oscilagdes ao longo do perigglerimental, porém observou-se
gue ele permaneceu sempre alto na planta, desiteeirp até a ultima amostragem. O
meio da campanha foi caracterizado pelas concéasagignificativamente maiores do
antioxidante. Comparando a concentracado de AAlanigs dd. nil durante as quatro
estacOes, nota-se que as plantas expostas na dammganprimavera foram a que
apresentaram os maiores valores para o antioxidsegaidos das campanhas de verao,
inverno e outono.

A enzima superéxido dismutase mostrou um perfiltdrde oscilatério durante a
campanha de verdo, obtendo atividades signifioaievde maiores no meio e final da
campanha. Durante o outono, SOD manteve uma alidalativamente constante nas
plantas, mostrando no término do periodo amositnal gueda gradativa em seus niveis
e apresentando no ultimo dia de analise uma atigidanificativamente menor do que
nos outros dias. Semelhantemente ao acido ascpdhiperéoxido dismutase mostrou
um aumento significativo em sua atividade no Ultii de amostragem e apresentou

no meio da campanha os menores valores de SOD laatap delpomoea nil A
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campanha de verdo foi marcada por apresentar urrgaarsignificativo da enzima nos
ultimos dias de amostragem. A campanha de primdeém que registrou 0os maiores
valores de SOD nas plantas analisadas.

POD nao apresentou diferenga significativa em sivedade durante a campanha de
outono. Durante a campanha de inverno observoonsemente um aumento dos niveis
do antioxidante nos ultimos dias de amostragempresl esses significativamente
maiores. No inicio da campanha de primavera, astgdamostraram uma baixa
atividade de POD, tendo pontualmente no meio ena dlo periodo de andlises uma
atividade significativamente maior da enzima. Nogata observa-se que a campanha

de primavera foi a que apresentou 0os maiores \&ttg@ntioxidantes, neste caso POD.
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Figura 2.7. Perfis médios dos antioxidantes emldetgs dd. nil Scarlat O’Hara, em
nove dias de analise, ao longo dos 28 dias de cataanha experimental. Figura A.
Acido ascérbico (AA); Figura B. Superdxido dism@gSOD); Figura C. Peroxidases
(POD). Letras distintas indicam diferengas sigatiias entre os dias de amostragem

em cada estacao. # Dados nao obtidos.
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Em média, observa-se que o conteudo de AA foi altasnas folhas de plantas denil
mantidas por 28 dias em casa de vegetacdo na @rianay em seguida, no verdo. A
atividade média da SOD foi crescente na sequUénuiavedldo, outono, inverno e
primavera. O mesmo padrédo foi observado para PQiayta do outono (Tabela 2.2).
Os resultados sintetizados nessa tabela evidersteaamente que as concentracdes de
acido ascorbico e a atividade das enzimas anafisauzstraram-se mais altas na

primavera.

Tabela 2.2. Valores médios da concentracdo de &sddrbico e da atividade de
superoxido dismutase e peroxidases em plantasnile'Scarlat O’Hara, ao longo dos
28 dias de cada campanha experimental. Letras codégsindicam diferengas entre o

conteudo e atividade dos antioxidantes nas difeseggtacoes do ano.

Campanhas AA (ug/g ms) SOD (Unid/g ms)  POD (dE/mig/ms)
Veréo 7,9A 332,6B #
Outono 6,3A 370,5B 1008,4B
Inverno 6,9A 384,08 1300,2B
Primavera 8,6A 619,8A 2153,3A

A andlise de componentes principais (ACP) realizpdea os fatores biologicos
(contetdo de AA e atividades de SOD e POD) expli@di¥% da variabilidade dos
dados nos eixos um e dois, sendo que o eixo uncex5,9% desta variabilidade e o
eixo dois 37,8%. Os valores de SOD e POD apresentama forte relacdo com o eixo

um, enquanto AA obteve um menor relagéo, conformstra a Tabela 2.3.
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Tabela 2.3. Relagédo dos valores médios dos angéioted com 0s eixos um e dois da

andlise de componentes.

Antioxidante Eixo 1 Eixo 2
r r
AA 0,419 0,49
SOD 0,853 0,519
POD 0,661 0,750

O gréfico da andlise mostra que existe uma saziaukdi marcante para alguns
antioxidantes. As unidades amostrais dos prime@ogltimos dias de analise da
campanha de verdo estiveram associadas aos bakwesyrde SOD e AA, enquanto
gue as dos dias intermediarios de analise estivasmmciadas aos altos valores desses
antioxidantes. A campanha de outono foi predomeraanhte caracterizada pela baixa
associacéo aos valores de SOD e AA. A campanhavdend apresentou-se associada
aos baixos valores das enzimas e conteudo de A@ndss predominantemente ao lado
esquerdo do grafico. A campanha de primavera ampi@sese associada aos altos
valores de SOD, POD e AA (Figura 2.8), como ja &avisido demonstrados pelos

resultados incluidos na tabela 2.2.
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Figura 2.8. Andlise de componentes principais pEaantioxidantes em folhas de
plantas dd. nil ‘Scarlat O’Hara’, em nove dias de analise, ao lotge 28 dias de cada
campanha experimental. AA- 4cido ascorbico, SOMpedxido dismutase e POD —
peroxidases. As letras ao lado dos simbolos repi@®sea estacdo do ano (V-verdo; O-
outono; I-inverno e P-primavera ) e os numeroscantii 0 dia em que foi realizada a

analise durante cada campanha (1 a 9 dias degnalis

Anadlises de correlacdo de Pearson indicaram querdacdes nos antioxidantes em
plantas dd. nil foram estimuladas por oscilacdes diarias em fatolienaticos como
temperatura e umidade ao longo das diferentesGestalp ano (Tabela 2.4). Matrizes
de correlacdo entre os niveis dos antioxidanteslasbtem cada dia de andlise e os
valores médios de temperatura e umidade relativar@prio dia de analise e nos 10
dias que antecederam a amostragem (dados ndo dasytraapontaram que tais
estimulos foram, em geral, mais evidentes entngéiri@e o sexto dia anterior a retirada
das plantas para a amostragem (indicados por me8s de correlacdo mais altos e

significativos). Conforme indicado na Tabela 2.bserva-se que AA foi bastante
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influenciado pela temperatura ao longo das estaddeano, além de mostrar uma
provavel influéncia da umidade relativa na campatdgprimavera. Nota-se que as
relagbes mais fortes ocorreram durante as campat#asréo e inverno, fato que
coincide com as estagbes que apresentaram maamtiegdes globais. Por outro lado,
SOD e POD néo se apresentaram tdo influenciadasspas variaveis climaticas, sendo
SOD influenciada pela temperatura somente durantampanhas de outono e inverno
e pela umidade relativa na campanha de primavera.

A analise também indicou uma relacdo bastantefiigtiva entre as diferentes espécies
antioxidativas analisadas nas diferentes folhasaia campanha.

Analises de correlagdo de Pearson mostraram, taphéros antioxidantes nas quatro
campanhas, em geral, apresentaram-se significaivi@melacionados entre si: AA x
SOD (r = 0,37p = 0,03); AA X POD (r = 0,44p = 0,02) e SOD x POD (r = 0,44pe=
0,02).

Tabela 2.4. Analise de Correlacdo de Pearson estnéveis das espécies antioxidativas
em cada dia de andlise e valores de temperatwem C) e umidade (UR em %.) cinco

dias . (*) Relacéo estatisticamente significatiseng < 0,05.

Verao Outono Inverno Primavera

T UR T UR T UR T UR

AA 0,69 0,08 -0,47* -0,004 0,53* 0,47* -0,06  -0,50*
SOb 0,40 0,54 -0,50* 0,12 -0,86* -0,28 0,25 0,61*

POD # # 0,10 -0,14 0,01 -0,37 0,37 -0,25

A Figura 2.9 contém perfis sobrepostos dos antamties ao longo das quatro
campanhas. Isso complementa a idéia sobre a refagdos antioxidantes apresentaram

entre si, pois se pode observar que ao longo dastad campanhas ocorrem picos
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conjuntos tanto da atividade quanto da concentrdg8@spécies antioxidativas.
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O’Hara’, em nove dias de andlise, ao longo dosi@8dk cada campanha experimental.
Figura A. Barras: acido ascérbico; linha: superéxiismutase. Figura B. Barras: acido
ascorbico; linha: peroxidases. Figura C. Barraspegixido dismutase; linha:

peroxidases.
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Discusséo

A resisténcia de plantas aos mais variados tipofatbees ambientais, que causam
estresse oxidativo, é determinada, entre outrosctsp pela eficiéncia do seu sistema
de defesa antioxidativo. Essa eficiéncia é vari@eetlecorrer do desenvolvimento das
plantas como um todo ou mesmo das folhas, comolisérvado no presente estudo,
por exemplo, para acido ascoOrbico em plantas adiiz na campanha de verdo.
Normalmente, espera-se que folhas mais jovenseapms uma capacidade de defesa
mais eficiente do que folhas mais velhas em umanagdanta. Ohe e colaboradores
(2005) observaram que, sob condi¢cOes de estressadftivo, folhas mais velhas de
Nicotiana tabacuntv. Xanthi apresentavam um menor conteddo de Adna menor
atividade de ascorbato-peroxidase nos cloroplapiasdo comparadas as folhas mais
novas. Além disso, a folha mais nova apresentamnédia, um ritmo metabdlico mais
elevado, pelo fato de ainda estar em desenvolvonengjue favorece a formacéo de
espécies ativas de oxigénio e exige uma maioréefid do sistema de defesa
antioxidativo.

Contudo, a variagdo nos niveis dos antioxidantesdilerentes estagios de vida das
folhas néo foi tdo pronunciada quanto o foi nasrdifites estagcdes do ano. Os maiores
valores de antioxidantes encontrados nas campamleasverdo e primavera
provavelmente refletem uma condicdo ambientaldipliesse periodo do ano. Essa € a
época de maior radiacdo solar e de temperaturasattas, logo, este € o periodo em
gue ocorre uma maior taxa de fotossintese nasaglantonseqientemente uma maior
formacédo de EAO, o0 que exige um aumento nas defiEsaplantas. Segundo Larcher
(2000), quantidades excessivas de radiacdo e ondoirda absorcdo de radiagédo UV
produzem uma situagdo de estresse, sendo o cemtreagdo do fotossistema Il o

primeiro local a ser atingido. Outros autores tamlmbservaram tal sazonalidade em
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antioxidantes, que foram associadas as caraatagstieteorolégicas de cada estacdo
do ano. Este foi o caso de Gilham & Dodge (198dg mostraram que os niveis de
ascorbato, ascorbato-peroxidase e glutationa-reegen folhas d@®isum satium(L.)
apresentaram uma variacdo sazonal marcante. Qdped® inverno foi marcado por
baixa atividade e concentracdo dos antioxidantesverao por altos valores em seus
niveis. Os autores relacionaram esses resultadiengidade do fluxo de luz, que é
menor no inverno.

E importante ressaltar que a taxa respiratériaastacdes mais quentes do ano sdo
maiores, 0 que também pode refletir num aumentefing@&ncia do sistema de defesa,
devido a uma maior atividade das mitocondrias. BeguDizengremel (2001), o
aumento na respiracdo estd associado a um aumargdtese de NADH, que esta
relacionado a formacdo de enzimas como superoxidmuthse, peroxidases e
regeneracdo de acido ascoérbico e outros componengestantes para a defesa da
planta contra o estresse oxidativo. Boveteal. (1989) encontraram um grande aumento
de SOD-manganés eiNicotiana plumbagifoliadurante o aumento na respiracéo
induzido por vérios fatores de estresse.

Neste estudo, a andlise de correlacdo de Pearderepi@enciar que ha uma defasagem
de tempo entre as mudancas no ambiente e respogiagidativas. Oscilagdes na
temperatura e umidade se refletiram no sistemaetbesas dé. nil cv. Scarlet O’'Hara
somente depois de dias crescendo no ambiente. digsn, tais relagdes ndo foram
uniformes nas diferentes estagfes do ano. A tabdlamostra que a superédxido
dismutase foi influenciada negativamente pela teatpsea, mas somente no outono e
inverno. SOD apresenta a capacidade de catalidenmatacdo do radical superoxido,
produzindo HO;, e oxigénio (Scandalios 1993; Raychaudhuri & De@@(}. Portanto,

qualquer variagdo no ambiente capaz de causama¢éo desse radical e provocar um
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desequilibrio no sistema prooxidante/antioxidamteélula serd um possivel ativador na
atividade dessa enzima, pois ela € capaz de regsileoncentracdes de oxiradicais em
células e organelas (Igbet al. 1996). Bulbovast al. (2005) observaram uma relagcéo
positiva entre 0s niveis de superéxido dismutasda@es de temperatura em plantas de
Caesalpina echinatham. cultivadas na mesma casa de vegetacao d#lza presente
estudo. A andlise estatistica ainda mostrou una fefacdo positiva entre temperatura
e AA na campanha de verdo e uma relacéo negativampanha de outono. A umidade
relativa do ar apresentou uma relacdo inversa c&ma primavera e uma relacao
positiva com SOD. Essas relagbes opostas nasrtidsrestacdes do ano provavelmente
estdo relacionadas as maiores ou menores taxatdssifitese, transpiracdo e
respiracéo da planta, pois temperatura e umidddeveedo ar sdo fatores reguladores
da movimentagdo estoméatica. As relacdes negatitas @ssas variaveis climaticas e os
antioxidantes podem ter refletido num maior fechamestomatico a fim de restringir
a perda de &gua, resultando na diminuicdo das tatassintéticas e da producédo
natural das espécies toxicas de oxigénio.

O fato dos antioxidantes apresentarem uma fordedelpositiva entre si sugere que, em
geral, a comunicacdo enddgena nas plantas, enstaspeariacbes ambientais, parece
ter refletido a boa capacidade de defesd. del ‘Scarlat O’Hara’ contra o estresse
oxidativo. Isto quer dizer que a alta atividadeSd2D levou a um aumento na producéo
de HO,, que foi, por sua vez, eliminado por outras suteséd antioxidativas do ciclo
ascorbato-glutationa, como AA e peroxidases (mapedaficamente ascorbato
peroxidase). Por outro lado, como é mostrado nadi@.9, em determinados periodos,
possivelmente dependendo da intensidade do estrassguacdo de uma espécie
antioxidativa pareceu compensar a atuacao de auotimxidante. No final da campanha

de primavera, por exemplo, o aumento das atividddeSOD e POD foram pareadas
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com uma diminuigdo na concentragdo de AA, podendizar, também, eficiéncia do
ciclo ascorbato-glutationa, em um periodo de irtfosmacao natural de EAO durante
o decorrer dos processos fisiologicos. Porém, esemte estudo, ndo foi estudada a
regeneracdo do acido ascorbico oxidado no procgsseliminacdo de ., que é
também uma etapa determinante da capacidade dta planse defender contra o
estresse oxidativo e manter o equilibrio prooxidéamttioxidante definido por Muggli
(1993).

Portanto, os resultados descritos neste capitulstramm que de fato ha uma
sazonalidade no perfil dos antioxidantedmtEmoea nil'Scarlet O’Hara’ ao longo das
quatro estacOes do ano e que essa flutuacdo depon@palmente da acédo de
determinados estimulos ambientais, como temperatunaidade relativa, que podem
exigir maior eficiéncia do sistema de defesa amdaiwo. Os resultados indicam que
plantas dessa cultivar, crescendo em casa de gégesab ar filtrado e submetidas a
condicdes ambientais similares as observadas erR&#0, sdo capazes de se defender

contra o estresse oxidativo naturalmente impostog@ena.
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Capitulo Il

Variacdo sazonal em antioxidantes e sintomas folias em
plantas delpomoea nilcv. Scarlet O’'Hara sob o efeito da

poluicdo aérea da cidade de Sao Paulo/SP
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Introducgéo

O ozobnio troposférico € indubitavelmente um dosi@ales mais toxicos presentes em
nossa atmosfera (Chemoldes 1989; Torsetheagah1997; Ashmoret al. 2006). Ele
tem despertado grande curiosidade e interesse emiistas de diversos paises do
mundo, entre eles, paises em desenvolvimento, @nawe suas concentracdes vém
aumentando de forma preocupante nas ultimas décpdasipalmente nos grandes
centros urbanos (Mayer 1999; Schawartz & Fellow6200lessas regides, o 0zbénio
troposférico pode alcancar concentracdes suficieeiee altas para induzir alteracdes
fisioldgicas e bioquimicas em diferentes espécexgetais, ou diferentes estagios de
desenvolvimento (Laurence & Weinstein 1981; Madashaet al. 1991; Scebbat al.
2003; Iritiet al. 2005). Tal fato decorre da capacidade que o ptduem, ao entrar nas
folhas pela via estomatica, formar espécies atd@soxigénio, tais como, radical
hidroxila, radical superéxido e peréxido de hidnoigé no tecido vegetal (Bragt al.
2000). Essa ultima EAO desempenha um importantel gayno sinalizador na planta,
pois essa molécula pode se espalhar rapidamemtigaioonde foi formada e agir como

um sinal de induc&o de genes envolvidos na detadaaco estresse (Foyet al. 1997).

Como ja citado na introducdo desta dissertacadd; A3, devido ao seu alto poder
oxidativo, reagem indiscriminadamente com biomdésualterando a estrutura e
funcionamento celulares, com reflexos nos niveis rakos da organizacdo biologica,
como o surgimento de necroses e cloroses folid@®snembranas sdo as primeiras a
serem alteradas, devido & acdo dessas espécieast@e oxigénio sobre lipidios e
proteinas. Foi igualmente comentado anteriormente gma das alternativas para
minimizar tais efeitos deletérios em plantas caesig intensificacdo do sistema de
defesas antioxidativo, formado principalmente paepéeies do ciclo ascorbato-

glutationa, como &cido ascorbico, superoxido disiseit catalase, peroxidases e
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glutationa (Brayet al. 2000). A diferenca entre uma planta tolerante Zinio e uma
sensivel estd, dentre outras caracteristicas,iciénefa desse sistema de defesa. Guri
(1983), por exemplo, mostrou que uma cultivar teste dePhaseolus vulgarisao
0zOnio apresentou uma atividade de glutationa-esgutduas vezes maior do que
cultivares sensiveis. Pasqualigi al. (2002) observaram que plantas Neotiana
tabacumBel B também possuiam duas vezes mais acido ascdb que a cultivar
sensivel Bel W3, tanto em tratamentos com ozéwoimocem situagdo controle. Alias, o
acido ascarbico (AA), um redutor e antioxidanteutzel € um dos grandes responsaveis
pela defesa da planta contra os efeitos do ozémimsférico. AA se apresentam, neste
caso, como uma primeira linha de defesa devidadosalizagdo na matriz extracelular
(Potterset al. 2002). Além de auxiliar na captura de EAO, elelaiatua na regeneracao
do a-Tocoferol (vitamina E) nos cloroplastos e tambénregeneracdo dos pigmentos
carotendides, que apresentam caracteristicas @lativas. A superdxido dismutase
(SOD), um antioxidante enzimatico, apresenta tamin@nmportante papel na protecéo
da planta contra o estresse oxidativo por neusiratizanion superdxido e diminuir sua
toxicidade (Scandalios 1993). Altos niveis das adsmAs Cu-SOD e Zn-SOD no
citossol de células do mesofilo foliar apresentanmsis importantes na protecdo contra
0 0zbnio do que uma intensa atividade da isoforreagmte no cloroplasto (Pitcher &
Zilinskas 1996). Outro antioxidante enzimatico, lbém encontrado em parede celular,
€ a ascorbato-peroxidase. O aumento na atividasia geroxidase varia de planta para
planta, e l6gico, de acordo com as condi¢des andigeais quais a planta esta exposta.
A atividade da ascorbato peroxidase pode aumentaesposta a choques mecéanicos,
influéncias ambientais ou poluicdo aérea (lgiahkl. 1996). Esse aumento deve ser
refletido também na intensificacdo da atividadepsxidases com um todo (POD), se

esta for determinada.
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No capitulo anterior, dois aspectos foram evidelosaem relacdo aos antioxidantes
analisados (AA, SOD e POD) em folhas de plantafpdmoea nil‘'Sacarlat O’'Hara’

mantidas em ambiente ndo contaminado por polueiiesve uma sazonalidade
marcante no perfil dos mesmos ao longo do ano,rdete da acdo de determinados
estimulos ambientais, como variacdes em temperaturaidade relativa. As mudancas
nesse perfil refletem significativamente uma sifiaclimatica observada cinco a seis

dias antes da tomada dos dados.

Considerando esses resultados, propuseram-sewasteggerguntas: 1) quando plantas
de I. nil ‘Sacarlat O’Hara’ forem introduzidas em local dalade S&o Paulo

predominantemente poluido por 0z6nio, respostasxatativas poderdo ocorrer devido

a acdo combinada de fatores indutores do estresdativo presentes na atmosfera
contaminada, como 0 0zonio, e fatores climatic@s3a; sazonalidade nos niveis naturais
dos antioxidantes devido a variacdes climaticasepedr alterada pela acdo dos
poluentes e/ou de outros estressores do meio Urp&oogirdo cloroses e/ou necroses,
supostamente causados por 0zdnio, em plantas egpustambiente poluido, a despeito

da eficiéncia desse sistema de defesas antioxidativ

Logo, almejando responder a essas questfes, objetey neste capitulo verificar se
ocorrem variagbes nos mesmos antioxidantes em sfadleaplantas dépomoea nil
‘Scarlet O’Hara’, ao longo de seu desenvolvimentoas quatro estacbes do ano,
guando desenvolvidas em um ambiente poluido predomt@mente por ozénio, em Sao
Paulo. Objetivou-se, também, verificar se os pediis antioxidantes nas plantas
crescidas sob ar filtrado, em casa de vegetacaolt@dos apresentados e discutidos no
capitulo anterior) séo alterados quando as plad@aexpostas no ambiente poluido com

0zOnio predominantemente.
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Material e métodos

A. Cultivo de plantas dgpomoea nile campanhas experimentais

O cultivo de plantas dépomoea nilocorreu como descrito no item “Material e
métodos” do capitulo I. A quarta folha mais vellmRamo principal de cada planta
utilizada nas campanhas realizadas no local poldddambém marcada com um
barbante para servir de referéncia para a quiaeida ® sétima folhas, que futuramente
seriam analisadas periodicamente quanto ao cont@idcatividade de espécies
antioxidativas e danos foliares visiveis.

Foram realizadas quatro campanhas experimentagsnigente poluido, com duracdo
de 28 dias, uma em cada estagdo do ano, as qoate@Eram exatamente no mesmo
periodo das exposicdes de plantas ao ar filtradoca&sa de vegetacdo. Assim, em
fevereiro e marco/2006, realizou-se a campanhaed&y em maio e junho/2006, a
campanha de outono, em agosto e setembro/06, anhmge inverno e em novembro
e dezembro/2006, a campanha de primavera.

Cada campanha experimental era iniciada com und®tguarenta e cinco plantaside
nil, com caracteristicas idénticas as das plantasdaanto local de referéncia (casa de
vegetacao).

O local poluido da cidade de S&o Paulo, escolh@@ pealizagdo das campanhas
experimentais, foi o parque do Ibirapuera, situa@ozona sul da cidade de Sé&o
Paulo/SP. Esse parque encontra-se bem préximo saituin de Boténica, onde se
encontra instalada a referida casa de vegetagéapjeogarantiu que as condi¢coes
climaticas fossem equivalentes em ambos os locaisda facilitou o trabalho (Figura
3.1). As plantas foram mantidas, durante os 28 déasada campanha, sobre caixas
plasticas preenchidas com agua de torneira e esbeam arame galvanizado. Estas

foram colocadas em suportes de ferro galvanizamo,sombreamento de 50% durante

55



guatro semanas em cada campanha (Figura 3.2)igAgé&o das plantas foi garantida
por capilaridade, conforme método ja descrito etaldes no capitulo I. Esses suportes,
como pode ser visto na Figura 3.2, foram colocados lado da estacdo de
monitoramento da qualidade do ar da Companhia &staé Saneamento Ambiental -
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Figura 3.1. Mapa da regiao centro-sul da cidad8ate Paulo. Casa de vegeta@ ¢ )

Parque do Ibirapuer@) ). Modificado SVMA (2004)
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Figura 3.2. Estacéo de monitoramento da CETESBangue do Ibirapuera, onde foram

mantidos 0s suportes para as plantals aié.

O parque do lbirapuera é uma area publica bem iadolar, localizada entre avenidas
com um intenso trafego veicular (Figura 3.3). L@eake a uma latitude de 23° 34'55"S
e longitude 46°39'25"W e esta a uma altitude demB@os em relagdo ao nivel do mar.
Alguns poluentes excedem os niveis de atencdo tagdesde monitoramento do
parque, dentre eles o 0zbnio merece um destaguecialspSegundo o relatorio
CETESB (2004), os niveis de atencao para o polexutederam de forma significativa
entre 0s anos de 1997 e 2002 na regido, tendo destaque em termos de distribuicdo
por ano as estacdes de primavera e verdo. Tak$sdorelacionado as altas emissdes de

precursores na regido e relativa distancia dagsont
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Figura 3.3. Imagem aérea do parque do Ibirapuers gul da cidade de Sdo Paulo. Em

destaque as avenidas que circundam a area vernte: Wa/w.ipef.br

O parque nao é afetado por altos indices de diddédenxofre, como ocorre com maior
freqiéncia em outros pontos da cidade, também aradibs pela CETESB. Esse
poluente ndo ultrapassa a marca dosid/@, em média para 24 horas no parque, 0
gue esta muito abaixo do padrdo de qualidade destabelecido em legislacdo (80
ug/nt).

Entre 1997 a 2002, o dioxido de nitrogénio ndorgjoa na estacdo de monitoramento
do parque do Ibirapuera a metade do que € estamefeelo padrdo de qualidade do ar.
Esse fato decorre da provavel formacdo de ozOnie,se encontra em altos niveis no
local. O parque do Ibirapuera também é menos polodd material particulado, mesmo
na estagcdo de inverno, quando as condi¢des clasés&o menos favoraveis para sua
dispersao e suas concentragdes sao mais altas.

Em cada campanha, medidas horéarias de clima comgetatura, umidade relativa do
ar, radiagdo global, velocidade de vento e conaed&s horarias de poluentes como

o0zO6nio, material particulado e didéxido de nitrogéforam obtidas junto ao portal da
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CETESB.

B. Analise de danos foliares e de antioxidantes

Em cada campanha experimental, num intervalo dedwéquatro dias, as 52, 62 e 72
folhas mais velhas do ramo principal de cinco planforam analisadas quanto a
porcentagem de &rea foliar afetada por sintomdseiss Essa andlise foi baseada no
procedimento proposto pela VDI (2003) paliaotiana tabacunBel W3. Em seguida,
as mesmas folhas foram analisadas quanto a coac&otrde &cido ascorbico e
atividades de superoéxido dismutase e peroxidasézando métodos descritos no item
“Material e métodos” do capitulo |. Essas analisesnpre coincidiram com as
realizadas nas plantas mantidas sob ar filtradocasa de vegetacao, a fim de permitir

comparagdes de resultados.

C. Andlise estatistica

Os mesmos procedimentos descritos no capitulo i@ntfram usados para tratar

estatisticamente os dados obtidos no Parque daplera. Procuraram-se diferengas
significativas nos niveis dos antioxidantes nasael5, 6 e 7, em cada dia de
amostragem e em cada estagcdo do ano, por meicaliseatte variancia com um fator.

Foram realizadas analises de variancia com daisefstcom todo o conjunto de dados,
de modo a identificar diferencas entre as estagés 1) e ao longo do tempo em cada
estacdo (fator 2). Em todos os casos, as andlisegadancia, quando indicavam

diferencas significativas, foram seguidas por sesie comparacdo multipla (Student-
Newman Keuls). Acrescentou-se, neste capitulo, mpecacdo entre médias obtidas
para plantas do local de referéncia — casa de agfgt em cada dia de andlise por
estacdo do ano (resultados descritos anteriormermtgpbtidos no Parque do Ibirapuera

nos dias correspondentes. Para tanto, utilizou-seste t. Igualmente, em todos os
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casos, procurou-se verificar se 0s dados tinharmibliggdo normal e/ou se havia
igualdade de variancias entre os tratamentos. dguamdo, os dados foram
transformados para alcancar tais exigéncias désanal

Finalmente, foram realizadas analises de compesentincipais (ACP), a fim de
avaliar a variabilidade conjunta dos antioxidamtesfolhas dé. nil ao longo das quatro
estacdes do ano, procurando evidenciar se houseaaade marcante.

Resultados

A. Condicdes ambientais durante as campanhas erpatais

Os valores médios de temperatura ao longo das cdnapdoram diferentes, sendo as
campanhas de primavera e verdo as mais quentes, egperado, porém os valores
médios de umidade relativa foram pouco variaveisadiacao global na primavera foi
menor do que na campanha de inverno, fato que pedeexplicado pela alta
nebulosidade e chuvas que ocorreram do meio daasdrappara o fim. Durante a
campanha de inverno, foi registrada a maior médiaedocidade de vento de todas as
campanhas realizadas durante o ano, porém o \@bofom significantemente diferente
dos valores obtidos nas demais campanhas (Taligla 3.

Tabela 3.1. Valores médios, minimos e maximos dgpéeatura (°C) e de umidade
relativa do ar (%) e valores médios de radiacabailp/N/nf) e de velocidade de vento

(m/s) no parque do Ibirapuera durante as quatrpaahas realizadas.

Campanhas Temperatura Umidade relativa Radiagao global Velocidade vento

(min. — max.) (min. — max.)

Verao 23,0 (18,0-31,5) 82,0 (78,2-86,2) 378,7 1,2
Outono 18,3 (14,0-25,6) 81,2 (79,3-83,3) 173,4 1,0
Inverno 18,7 (11,6-32,2) 78,4 (65,7-83,2) 341,6 1,7
Primavera 21,8 (15,6-30,9) 81,0 (74,1-86,1) 203,0 1,4
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Os poluentes atmosféricos ndo mostraram uma sédaalmarcante ao longo do ano de
2006 na regido do parque do lbirapuera, apresemtamtbres médios relativamente
semelhantes ao longo das estacfes. Na campanhdoth®,ca companhia responsavel em
medir e avaliar a qualidade do ar no estado de F#do, a CETESB, ndo monitorou
durante uma semana e meia 0s dados climaticospoldgédo na estacdo do parque do
Ibirapuera devido a problemas de ordem técnicayjeoapmprometeu, em parte, o célculo
dos valores médios para essa estacao.

Tabela 3.2. Concentracdes médias de poluentessfétnions no parque do lbirapuera
durante os 28 dias de cada campanha experimentalo@bnio (média das maximas em
cada dia - ppb); Mig — material particulado (ngAn NO, — diéxido de nitrogénio (pg/h

AOT40 (valor acumulado de oz6nio acima do limitedhnio de 40 ppb — ppb.h).

Campanhas Q AOT40 MP1p NO,
Veréo 34,1 763,7 33,6 41,0
Outono 28,9 87,8 54,4 51,5
Inverno 18,6 401,1 44,6 63,1

Primavera 27,2 451,9 27,5 50,5

O o0zb6nio foi o poluente mais importante na areaeddo, durante a execugdo dos
experimentos de campo. Os valores médios do p@uemistrados na Tabela 3.2

evidenciam claramente que a campanha de veraqjfe apresentou a maior concentracao
média na regido do parque do Ibirapuera duranteriogo de estudo. Tal fato decorre das
condicdes climaticas favoraveis para a formacapalgente, entre as quais dias com mais
horas de luz, maior intensidade de radiacdo e tanpa. Segundo o relatério CETESB

(2005), o periodo em que ocorrem 0s maiores pieaszdnio em alguns pontos da cidade

de Sdo Paulo é exatamente entre a primavera edo.Entretanto, maior concentragao
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horaria de ozénio foi encontrada na campanha d®apdra, na primeira semana de
exposicado das plantas, no dia 19 de novembro &1 §105,5 ppb). Além disso, houve
meses em que 0s niveis de atencdo para o oz6mim fdtrapassados, contribuindo, assim,
para uma maior dose acumulada (AOT40), como podelservado nas campanhas de
verao e primavera (Tabela 3.2).

A andlise de componentes principais (eixo 1 x éixoconsiderando os fatores abibticos
monitorados durante as campanhas experimentaispindhaver clara sazonalidade para
alguns deles (Figura 3.4; Tabela 3.3). Os fatob#stiaos analisados foram temperatura,
radiacdo global, ozénio, material particulado exidio de nitrogénio. Os eixos analisados
apresentaram uma explicabilidade de 89,5%, terelgcoum 34,5% de explicabilidade e o
eixo dois 29,1%. O eixo trés (apresentado num ogné&fico) explicou 25,9% da
variabilidade dos dados. Os valores de materidgicpdado apresentaram uma forte relacao
com o eixo 1, temperatura, material particulada@ apresentaram forte relagdo com o
eixo 2 e radiagdo e material particulado novameptesentaram uma forte relacdo com o
eixo 3, conforme mostra a Tabela 3.3. No lado pwosiiie eixo 1, pode-se observar uma
associacao das unidades amostrais referentes amhmpe outono com altos valores de
MP1p € NG. O lado negativo do eixo mostra uma associacaoudarades amostrais
referentes as campanhas de verdo, inverno e algdan@simavera associadas aos altos
valores de radiacdo. O lado negativo do eixo 2 raosma associagdo das unidades
referentes & campanha de inverno associada aoseesa@ores de M. No outro gréfico
(eixo 1 x eixo 3), pode-se observar no lado negadiv eixo 1 e do eixo 3 uma associagao
das unidades amostrais das campanhas de veraanav@ra com a temperatura. A
campanha de primavera ndo apresentou nenhumaesética marcante para nenhum dos

fatores analisados (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Analises de componentes principaiso(&ix eixo 2; eixo 1 x eixo 3) para 0s
fatores abidticos ao longo dos 28 dias de cada @aapexperimental realizada no parque
do Ibirapuera .T-temperatura (°C), U-umidade redatiio ar (%), Rad-radiacédo global
(W/m?), NO,-didxido de nitrogénio (Lg/fiy MP.-material particulado (ugf Os-0z6nio
(ppb). As letras ao lado dos simbolos representastagédo do ano (V-verdo; O-outono; I-
inverno e P-primavera ) e os nimeros indicam aldianalise durante cada campanha (1 a

9 dias de andlise).
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Tabela 3.3. Relagéo dos valores médios dos faatniésicos com os eixos um, dois e trés
da andlise de componentes principais (ACP) durastecampanhas experimentais
realizadas no Parque do Ibirapuera. T - tempergt@a G- ozonio (ppb), RAD - radiagéo

global (W/nf), MPy,- material particulado (pgfine NG - diéxido de nitrogénio (1g/f

Variaveis climaticas Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3
e de poluicéo r R r

T -0,48 -0,68 -0,54

O3 -0,06 0,58 -0,34

RAD 0,02 -0,27 -0,93

MP 10 -0,74 -0,63 0,84

NO-, 0,46 -0,19 0,54

B. Antioxidantes

Em geral, as folhas 5, 6 e 7 ndo foram diferemesetacdo ao conteddo de acido ascoérbico
guando foram expostas ao ambiente poluido. As fti@ss apresentaram uma mesma
flutuacdo em cada campanha, o que possibilitowoalasmédia por planta para os céalculos
futuros. Porém, observou-se que, na campanha da@w folha 7 apresentou inicialmente
uma concentracao de AA significativamente maiogde as folhas 5 e 6 (Figura 3.5). Essa
tendéncia também se repetiu para SOD, embora dstatenha sido comprovada
estatisticamente. No entanto, notou-se que no diaalcampanhas havia um pequeno pico
para as folhas 6. Durante a campanha de outomdha3 pareceu mostrar maior atividade
da enzima (Figura 3.6). Ja as peroxidases tivemanperfil diferente entre as folhas, em
cada estacdao do ano. Nota-se que, a partir dsagaindstragem realizada na campanha de
outono, houve uma atividade significativamente maia enzima nas folhas 7, quando
comparadas as outras folhas. Durante a campantrantievera, os antioxidantes nas folhas

5 tenderam a atuar mais eficientemente na defesplaatas (Figura 3.7).
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Figura 3.5. Concentracdo de acido ascorbico naadd, 6 e 7 de plantas dail ‘Scarlat
O’Hara, em nove dias de andlise, ao longo dos @8 dk cada campanha experimental. A.
Verdo; B. Outono; C. Inverno; D. Primavera. * iralique a concentracdo de AA é
significativamente maior do que nas outras folhzedisadas, no dia de amostragem. Nas
demais amostragens, ndo houve diferencas sighiisatos niveis de AA entre os tipos de

folhas analisadas.
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Figura 3.6. Valores médios da atividade
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de supdodgismutase nas folhas 5, 6 e 7 de

plantas dd. nil ‘Scarlat O’Hara, em nove dias de andlise, ao lotg® 28 dias de cada

campanha experimental. A. Veréo; B.

Outono; C. dimee D. Primavera. Nao houve

diferencas significativas nos niveis de SOD ensrépms de folhas analisadas, em cada dia

de amostragem e em cada estacdo do ano.
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Figura 3.7. Valores médios da atividade da per@egiaas folhas 5, 6 e 7 de plantas. de
nil ‘Scarlat O’Hara, em nove dias de analise, ao lodgs 28 dias de cada campanha
experimental. A. Outono; B. Inverno; C. Primavetaindica que o nivel de POD é
significativamente maior do que nas outras folhzedisadas, no dia de amostragem. Nas
demais amostragens, ndo houve diferencas sigifisabos niveis de POD entre os tipos

de folhas analisadas.

O conteutdo médio de &cido ascérbico por planta ampanha de verdo variou

significativamente ao longo dos dias de amostragamcada campanha experimental e
entre as estacdes do ano (Figura 3.8A). No printiaade amostragem, foi encontrada a
menor concentracdo do antioxidante, e ap6s umansehmaive um pico de AA nas plantas

gue foram expostas no parque do Ibirapuera. Nasrssnseguintes, a concentracao foi
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abaixando nas plantas até que no Gltimo dia desenés$ plantas apresentaram uma baixa
concentracdo de AA em relag&do aos valores encastnaol meio da campanha. Durante a
campanha de outono, a concentracdo de &acido aszdrhs plantas denil ndo variou
muito ao longo dos dias, sendo os maiores valoresntrados no inicio, no meio e no fim
da exposicdo. A campanha de inverno foi caractmizaela maior concentracdo do
antioxidante no dltimo dia de andlise, antecedidng menores valores encontrados
naquele periodo de exposicdo. AA, na campanha #erna, manteve um nivel
relativamente alto durante o periodo de envelhattiondas plantas. Observou-se, também,
uma concentracao significativamente maior no in&imeio da campanha. Na primavera,
houve dois picos de concentracdo de AA nas plaetasdas do campo no segundo e
quinto dias de analise e a menor concentracaobfgreada na amostragem subseqiente.
Na primavera, registrou-se a maior concentracédAleas plantas expostas no parque do
Ibirapuera, sendo seguida da campanha de outomernm e verdo. O menor contetdo
desse antioxidante foi verificado nas campanha®id® e inverno.

A enzima superoxido dismutase apresentou no meiocatapanha de verdo, mais
precisamente no terceiro e sétimo dias de an&@senaiores atividades encontradas nas
plantas analisadas. Durante a campanha de outmrendontrado um pico na atividade da
enzima no sétimo dia de andlise, sendo esse sedaidalores decrescente de atividade
enzimatica. Semelhantemente ao perfil encontrad @acido ascorbico, na campanha de
inverno, SOD apresentou uma atividade significatibate maior no ultimo dia de
amostragem e 0s menores valores no meio da campéniante a primavera, foi
encontrado um perfil relativamente crescente nadatie de SOD conforme a planta foi
ficando mais velha e mais tempo em exposi¢cdo nal laluido. Nota-se que, nos trés

ultimos dias de amostragem, a atividade da enziingignificativamente maior do que nos

68



outros dias. A campanha de primavera se caractetemmbém pela maior atividade da
enzima nas plantas dienil, guando comparada aos valores obtidos na campanver e
(Figura 3.8B).

A atividade da enzima POD nas folhasldemoea nil durante a campanha de outono,
apresentou-se pouco variavel. Logo no inicio da pearha, houve uma diferenca
significativamente maior quando comparada aos sutlias de andlise. O perfil do
antioxidante nas plantas expostas na campanhaemnédo variou significativamente ao
longo dos dias de analise. Durante a campanhaimevysra, foi observada maior atividade
da enzima no quarto dia de andlise, sendo seguidairpa ligeira queda nos niveis do
antioxidante nas folhas e apresentando um out pgnificativamente maior no fim do
periodo de andlises. A atividade de POD ao longoetacdes variou bastante, sendo
maior nas plantas durante a campanha de prima@eranenores valores da atividade
enzimatica nas plantas expostas no parque do Ugirapocorreram no outono (Figura

3.8C).

69



a) AA

Dias de andlise
D1m20304mM506@M708M9

12 ~
10 ~
—~ 8-
£
5 61
jo)]
C|
£ 4
d
2 -
0 -
Verao Outono Inverno  Primavera
Dias de analise
O01m20304E506E708M9
1000 1 a aa
[%2]
2
o
o]
2
g
=
=]
Verao Outono Inverno  Primavera
c) POD
Dias de andlise
O01m20304E506E708M9
5000 1

dE/min/gs

Verao Outono Inverno  Primavera

Figura 3.8. Perfis médios dos antioxidantes, parfoknas 5, 6 e 7, de plantas denil

Scarlat O’Hara, em nove dias de analise, ao longe 2B dias de cada campanha
experimental. Figura A. Acido ascorbico (AA); FiguB. Superéxido dismutase (SOD);
Figura C. Peroxidases (SOD). Letras minUsculainthst indicam diferencas significativas

entre os dias de amostragem em cada estacéo.
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Nas Figuras 3.9 a 3.11, encontram-se 0s valoresom@dra os antioxidantes analisados
em plantas expostas na casa de vegetacao (locefedéncia) e no parque do lbirapuera,
ao longo dos dias de exposicdo em cada campanleiregptal. Verificou-se que, na
campanha de verdo, as concentracdes de acido ascdals plantas expostas no parque do
Ibirapuera foram, em todos os dias de analise,ifeigtivamente menores do que nas
plantas expostas na casa de vegetacao, resultadoiquse repetiu nas outras campanhas.
Nestas, os perfis médios de AA nas plantas de aodbdscais foram, com raras excecoes,
semelhantes (Figura 3.9). O perfil de SOD das pfasikpostas em ambos ambientes foi
bastante semelhante ao longo das campanhas, cagéexcda campanha de outono,
guando a atividade dessa enzima foi significativeméiferente nas plantas dos dois locais
em um dos dias analisados (Figura 3.10). As peasesl ndo apresentaram diferenca

significativa em relacdo ao ambiente em que adadadoram expostas (Figura 3.11).
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Figura 3.9. Perfis médios de acido ascorbico ehafotd. nil ‘Scarlat O’'Hara expostas na
casa de vegetacao com ar filtrado (CV) e no padguidirapuera, em nove dias de analise,
ao longo dos 28 dias de cada campanha experim@ntdérao; B. Outono; C. Inverno; D.
Primavera. * indica valor significativamente superao observado no mesmo dia de

analise em plantas mantidas no outro local.
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Figura 3.10. Perfis médios de superéxido dismutasefolhas dd. nil ‘Scarlat O’Hara

expostas na casa de vegetacao com ar filtrado éOM) parque do lbirapuera, em nove

dias de andlise, ao longo dos 28 dias de cada cdragxperimental. A. Verdo; B. Outono;

C. Inverno; D. Primavera. * indica valor signifis@mente superior ao observado no

mesmo dia de andlise em plantas mantidas no @aad |
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Figura 3.11. Perfis médios de peroxidases em fadkedsnil ‘Scarlat O’Hara expostas na
casa de vegetacdo com ar filtrado (CV) e no padguidirapuera, em nove dias de analise,
ao longo dos 28 dias de cada campanha experimehtaDutono; B. Inverno; C.

Primavera. Nao houve diferenca estatistica entteat@mentos.

Em média, todos os antioxidantes foram respectinéaneais e menos expressivos nas
campanhas da primavera e do verdo, nas plantasmeotes do parque do Ibirapuera. Os
valores médios para as enzimas SOD e POD tendemapres a ser mais altos nas plantas
do parque do Ibirapuera do que nas mantidas sdiitrado em casa de vegetacdo. A
concentracdo média de AA, por sua vez, foi mendocal poluido, no verdo e no inverno

(Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Valores médios de concentracdo de &@sddrbico (AAxg/g ms) e da
atividade de superéxido dismutase (SOD-Unid/g mggrexidases (POD- dE/min/g ms)
em plantas de. nil ‘Scarlat O’Hara, expostas, ao longo dos 28 diagata campanha

experimental, na casa de vegetag&do com ar filtf@¥) e no parque do Ibirapuera (1BI).

AA SOD POD
Cv IBI CVv IBI Cv IBI
Verao 73A 5,6B 314,5B 336,4B # #
Outono 6,3A 7,1AB 370,5B  448,1AB 1008,4B 921,9C
Inverno 6,9A 5,7B 384,08  454,5AB 1300,2B  1547,8B
Primavera 8,6A 8,6A 619,8A 677,3A 2153,3A  2325,0A

A analise de componentes principais (ACP) indicoalitptivamente a sazonalidade que
ocorreu entre os fatores bidticos no parque daphbiera ao longo das quatro campanhas
realizadas.

A analise de componentes principais para os fatdnésicos explicou 92,7% da
variabilidade dos dados nos eixos um e dois, dasaueixo um teve uma explicabilidade
de 59,7% e o eixo dois 33%. POD apresentou ume fleldicdo com o eixo 1 enquanto AA
e SOD apresentaram uma forte relacédo com o eiX@l2e(a 3.5). No lado positivo do eixo
1, as unidades amostrais da primavera mostraraassexiadas aos altos valores de POD.
As unidades referentes a essa campanha ainda sgaess fortemente com os altos
valores de AA e SOD no lado negativo do eixo 2.l&tw positivo do eixo 2 observa-se

uma associacao das unidades amostrais refereagtac@o de verdo aos baixos valores de
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AA e SOD. Para as estacdes de outono e invernavabse a associacdo pontual de
algumas unidades aos altos valores de AA e SORdwnegativo do eixo 2 (Figura 3.12).

O inicio e o término da campanha de verdo foraracés$os aos baixos valores de AA

enquanto toda a campanha foi caracterizada poodaiglores de SOD nas plantas. A
campanha de outono ndo ficou caracterizada pelalpreia de nenhum dos antioxidantes
analisados. A campanha de inverno se associouaaasshvalores de POD, ao passo que a
campanha de primavera foi caracterizada pela agswciaos altos valores de AA, SOD e

POD (Figura 3.12).

Tabela 3.6. Relacdo dos valores médios dos fatiéeéigos com os eixos um e dois da
analise de componentes principais (ACP) realizada ps dados das plantas expostas no

parque do Ibirapuera.

Antioxidantes Eixo 1 Eixo 2
r r

AA 0,33 -0,61

SOD 0,15 -0,96

POD 0,99 0,12
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Figura 3.12. Grafico da analise de componenteipars para os antioxidantes em folhas
plantas del. nil ‘Scarlat O’Hara’ expostas no parque do lbirapuem, nove dias de
analise, ao longo dos 28 dias de cada campanhairegpéal. AA- 4cido ascérbico, SOD —
superoxido dismutase e POD — peroxidases. As latrdado dos simbolos representam a
estacdo do ano (V-verdo; O-outono; I-inverno e ifgvera) e os nimeros indicam o dia

em que foi realizada a analise durante cada caragdrd 9 dias de analise).

C. Injarias foliares

Foram observadas injurias foliares visiveis emsa@tacampanhas experimentais, variando,
entre elas, a extensdo da area foliar afetadas pelamas. Todas as injarias consideradas
na analise foram observadas na superficie adaamlfalhas, entre as nervuras. Houve
momentos em que as areas ocupadas por clorosenggemres e irregulares em formato
(Figura 3.13A) e, em outros, em que foram obsewadanchas escuras irregulares em

tamanho e formato, aparentando um estagio inicied @ formacdo de necroses (Figura
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3.13B). Necroses foliares de tonalidade escurareaim e dimensfes irregulares também

foram observadas, associadas ou ndo a areasadstaomo ilustrado na Figura 3.13C.

A

Figura 3.13. Injurias foliares em plantas Igemoea nilcv. Scarlet O’Hara expostas no
parque do Ibirapuera. A. folha com 15% de clor@stalha com 20% de necrose. C. folha

com 25% de injuria (cloroses e necroses).
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Em todas as campanhas, as injurias foliares sesypgiram apos a primeira semana de
exposicao, entre o terceiro e o quinto dia de sedkiguras 3.14 e 3.15). Na campanha de
verao, observou-se uma maior porcentagem de danfudha 6, especialmente no final do
periodo. Essa foi a estacdo do ano na qual asaplamstraram a maior area foliar afetada.
Os danos se intensificaram do meio para o fim aapemha. A campanha de outono foi
marcada por apresentar baixa porcentagem de dahla®$, apesar deles terem surgido
precocemente em relacdo a campanha de verdo @#ieaBalise). A campanha de inverno
foi caracterizada por apresentar uma maior intedgidle danos nas trés folhas analisadas
ao longo do periodo de exposicdo. Durante a camapd@lprimavera, os primeiros danos
também ocorreram na primeira semana de exposic&sesEvalores ndo foram
progressivos, porém a intensidade de injurias marde até o final da campanha, mesmo

que em menores porcentagens.
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Figura 3.14. Valores médios da porcentagem defaliaa afetada por injUrias visiveis nas
folhas 5, 6 e 7 de plantas Henil, em nove dias de andlise, ao longo dos 28 diasada

campanha experimental. A. Veréo; B. Outono; C.inegeD. Primavera.

Expressando os dados como médias por planta, @bserque as injurias foliares em
plantas dd. nil se manifestaram nas quatro campanhas, porém, émn imansidade na
campanha de verdo. No outono, estimou-se baix@p@gem média de area foliar coberta
por injurias foliares. Na campanha de inverno, pgel®bservar uma porcentagem media
relativamente alta de injurias quando comparadasitias campanhas, e na de primavera,
verificou-se uma porcentagem média relativamentstemte de danos foliares ao longo da

exposicao, porém, inferior a observada no inverno eerao.
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Figura 3.15. Porcentagem média de area foliar ddepar sintomas foliares, para as folhas
5, 6 e 7, de plantas denil ‘Scarlat O’'Hara expostas no parque do Ibirapusmanove dias

de analise, ao longo dos 28 dias de cada campapbareental.

Discusséo

O ano de 2006 foi atipico para algumas caractesisstabidticas. Observou-se, por
exemplo, maior radiacdo na campanha de invernaudmg de primavera. Tal fato pode ser
atribuido a alta nebulosidade ocorrida no iniciosdgunda semana desta Ultima. Estas
condi¢cdes meteoroldgicas atipicas se refletiramcoasentracdes de ozoénio na atmosfera,
gue apesar de ter sido registrada uma sazonaliadmante, ndo foram observados altos
indices do poluente no ar, nem mesmo uma frequéep#Eida de dias de ultrapassagem do
padrao proposto pela CETESB.
Neste estudo, observou-se que a mesma tendéncesqlantas dgpomoea nilexpostas
na casa de vegetacdo apresentavam em relacdo teddmme atividade dos antioxidantes

nas diferentes folhas se repetiu quando elas fergrostas nesse ambiente poluido. Isto
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guer dizer que as variacbes sazonais naturaisioéfiia e metabolismo das plantas, em
resposta a estimulos climéticos, ndo devem ter siglvadas pelos fatores do ambiente
poluido supostamente indutores do estresse oxida& mudancas pontuais nos niveis dos
antioxidantes nas plantas do ambiente poluido,etag@o aos obtidos para plantas do local
de referéncia, poderiam ser atribuidas a ocorréresporadicas de picos nesses fatores. E
possivel que, sob amplitude tipica de variacaofatoses abidticos no local de exposicéo,
as plantas dé nil venham a apresentar respostas antioxidativas tdstdas encontradas
neste estudo.

Tanto as folhas mais velhas quanto as mais novasdqu expostas ao ambiente poluido,
apresentaram um mesmo perfil na defesas antioxddatiAlias, a semelhanca nos niveis
dos antioxidantes entre as 52, 62 e 72 folhas we#lims de plantas de nil ao longo das
exposicoes, revelada por meio de analises de agéielde Pearson (dados ndo mostrados),
€ mais evidente quando estas foram mantidas nceatebpoluido do que quando o foram
no ambiente sem polui¢céo. Isto mostra que as difaena idade da folha e em seu grau de
expansao, no presente estudo, ndo foram importattesesse aspecto como ja foi
demonstrado em outros estudos.

Craker & Starbuck (1973) sugeriram que folhas nesiggodem facilitar a movimentacéo
dos poluentes aéreos no interior das folhas, oeyige uma maior eficiéncia do seu
sistema de defesa. Esses autores ainda colocam quevimentacdo dos poluentes no
interior das folhas possa nem sempre estar relad@oa movimentacdo estomatica. Um
outro fator importante a se considerar € a idadelalaa, pois o grau de desenvolvimento
fisioldégico, bioquimico e morfolégico pode afetalasresposta de defesa contra a acdo do
estresse oxidativo causado por ozonio. Rebleeak (1993) observaram que folhas mais

velhas dePicea rubenginham uma menor taxa de absorcédo de 0z6nio ddodfuees mais
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novas. Grulke & Miller (1994) mostraram que folltesplantas adultas d&equoiadendron
giganteumapresentaram uma menor sensibilidade ao ozonigudofolhas de plantas
jovens dessa espécie. Uma das explicacdes pasafatste foi apresentada por Castagha
al. (2001), de que a queda na condutancia estomaticdobhas maduras pode estar
relacionada a reducgéo na eficiéncia da carboxilaeisas folhas. Corroborando esta idéia,
Musselman & Massman (1999) colocam que planta eapagoluicdo pode apresentar
alteracbes na condutancia estomatica. Alguns autmmesideram que a atividade de POD
aumenta com a idade dos tecidos (lggiadl. 1996, Klumppet al. 1999). Isto pode explicar
porgue, durante a campanha de inverno e primageP£)D tendeu a estar mais ativa na
folha mais velha de nil (folha 5).

A diminuicdo da movimentacdo estomatica nas pladéals nil, na campanha de verdo
realizada no parque do Ibirapuera, pode explicalp pnenos parcialmente, a menor
concentracdao de AA e menor atividade de SOD, quandmparadas as obtidas em outras
campanhas do ano. Segundo Musselman & Massman)(1©89xo de oz6nio para dentro
da planta pode ser definido como um produto daicaadestomatica. Moraet al. (2006)
observaram que plantas jovensGgesalpinia echinataem condi¢cbes de fumigacdo, nao
apresentaram uma alta atividade do sistema deadefeé®xidativo e atribuiram este fato a
baixa condutancia estoméatica, que provavelmeniolina absorcdo do poluente e a futura
formacdo de EAO. Como mostra a andlise de compes@nincipais, a campanha de veréo
ficou marcada pelos maiores valores de temperatuealiacdo e foi a que registrou uma
média mais alta dessas variaveis ambientais, opguevelmente pode ter restringido a
abertura dos estdmatos. Nessas condi¢cdes, a absest@matica de ozdnio, em alta
concentracao durante o verao, seria menor e, coeseEgnente, as respostas antioxidativas

também seriam menos intensas. Além disso, nessaces ambientais, tais respostas
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menos intensas poderiam ser explicadas também rpstacdo da fotossintese pelo
fechamento estomatico, o que contribuiria paramlingéio da producdo natural de espécies
ativas de oxigénio e de antioxidantes, como foieatiado no capitulo anterior.

Segundo Sheriff (1979), um aumento na temperatardoliha, porém ainda abaixo do
optimumpara fotossintese abaixa a concentracdo dei@€rcelular, o que resulta num
aumento da abertura estomatica, porém, se a tetmeda folha for acima doptimum
para fotossintese, a concentracdo de @fdle aumentar e resultar num maior fechamento
estomatico. Vergét al. (2002) observaram que plantasNieotiana tabacuncv. Bel W3
expostas ao 0zo6nio troposférico numa condicao @eratiiacdo, velocidade de vento e
baixa umidade relativa ndo apresentaram injUriaando@ comparadas as outras que
estavam em condicdes diversas, devido a uma provalta evaporacdo e
conseqguentemente uma tendéncia ao fechamento éstmnRorém, no presente estudo, a
possivel diminuicdo da conduténcia estomética esemilente diminuicdo do fluxo de
0zO6nio para o interior da folha, ndo chegou a inrpgacorréncia de injarias foliares no
verao, que, inclusive, foram as mais extensas whbdas neste estudo. Possivelmente,
devido aos niveis baixos das defesas antioxidathesse periodo, o equilibrio pro-
oxidante-antioxidante deve ter se rompido, resdétaem disturbios celulares extensivos e
visiveis ao olho nu.

Isto, na realidade, parece indicar a capacidadgiadéda planta em suportar e reparar 0s
danos sofridos. Segundo Larcher (2000), quando plar@ta estd sob uma condicdo de
estresse, ela passa primeiramente por uma faselaten&”, caracterizada pela perda da
estabilidade dos processos fisioldégicos e bioquimi€aso ela permaneca sob o estresse,
haverd uma restituicdo nos processos de repawm,qfa¢ levarq a planta a uma maior

resisténcia, chamada segundo o autor, fase defitragfio”. Se a condicdo estressante

84



permanecer, a planta provavelmente entrara nureadfsominada “exaustao”, na qual ela
fica mais vulneravel a infec¢bes e consequientemmotee. Na campanha de verdo, as
plantas dd. nil pareceram ter alcancado a fase de “exaustdo” rapidamente do que
aconteceu em outras campanhas.

Por outro lado, a campanha de primavera foi a eggstrou os maiores valores de
antioxidantes analisados nas folhasl.deil expostas no parque do lbirapuera. Segundo
Raychaudhuri & Deng (2000), durante a adaptacaauaoento do estresse oxidativo, 0s
niveis de SOD podem aumentar, dependendo da espiciglanta, estagio de
desenvolvimento ou do grau de condicdo do estréssefator que pode acentuar tais
reacOes de defesa € a temperatura, que segunddaren(1993), pode levar a um
aumento na producdo de SOD. Deve-se consideraumueumento na atividade de SOD
gera como consequéncia uma maior producéo,@g, lque, por sua vez, exigira uma maior
atividade de POD (ascorbato peroxidase, em paatice@ acido ascorbico (AA) como
substrato para a desintoxicacdo da célula em celagd$0O,. Assim, maior atividade de
SOD e de POD e maior concentracdo de AA podem dndificiéncia da espécie em
manter o equilibrio pré-oxidante-antioxidante. Seraksim, € possivel supor que a
intensidade de injurias foliares em plantasl.deil mantidas no Ibirapuera na primavera
poderia ter sido maior, em resposta ao 0z6nio, easas espécies antioxidativas tivessem
sido menos eficiente. Nesse periodo, a fase ddifftagdo”, definida por Larcher (2000),
estaria mais evidente. Cabe lembrar, no entantbpcaumento na atividade de POD néo é
necessariamente explicado pela interferéncia dasepies aéreos nas plantas. Segundo
Igbal et al. (1996), o aumento na atividade dessa enzima dar@cordo com as estagdes
do ano, situacdes ambientais e funcées enddgenaarda.

Entre os antioxidantes analisados, acido ascoéféceceu ser fundamental na defesa da
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planta contra o estresse oxidativo que foi inteczio pelas condicbes do ambiente
poluido, mostrando que neste caso, ele provavedr&nbu como uma primeira linha de
defesa. Isto pdode ser demonstrado, por exemplocamapanha de verdo, quando a
exposicado das plantas ao o0z6nio foi intensa e quandonteddo desse antioxidante nas
plantas expostas no parque do lbirapuera foi sognifamente menor, durante todo o
periodo, do que o das plantas expostas na casaegkiagdo. Moraest al. (2000)
observaram que a reducao de acido ascorbic@ilkouchina pulchraapos sua exposicdo a
um ambiente perturbado estava relacionada a recha&&intese desse antioxidante ou ao
alto consumo pelas espécies ativas de oxigéniauregSmirnoff (1996), Torsethaugenh

al. (1997) e Potterst al. (2002), Conklin & Barth (2004), o acido ascoOrbagresenta-se
como uma primeira linha de defesa para muitas @&gpde plantas, o que indica que a sua
menor concentracdo nas plantas expostas no pandb@apuera deve-se ao fato dele ja ter
sido parcialmente consumido. Esse fato ocorre nemtendurante a campanha de inverno,
porém em menor intensidade, o que pode ser jtdigelas condicdes ambientais ndo
terem sido tdo desfavoraveis.

SOD, em média, mostrou uma maior atividade em gdagmkpostas no parque do Ibirapuera
do que naquelas mantidas sob ar filtrado. Essadtadses estdo de acordo com oS
resultados encontrados por Chernikeval. (2000), que encontraram uma maior atividade
de SOD e glutationa-redutase em planta&lyeine max.. cv. Essex quando expostas ao
0zO6nio em camaras de topo aberto. Scedibal. (2003) também encontram uma maior
atividade de SOD em plantas Tefolium repensapds fumigacdo com ozonio.

A intensidade de injaria foliar em plantas exposta®z6nio depende preponderantemente
da sensibilidade da espécie ao poluente. Muitaglesttém sido feitos nesta area, a fim de

comparar as respostas antioxidativas para as espédariedades ou cultivares com
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diferentes graus de sensibilidade para o ozOnigdestad 1991; Karlssoet al. 1995;
Ranieri et al. 1996; Bulbovas 2005)Ipomoea nil cv. Scarlat O’Hara mostrou-se
aparentemente sensivel ao ozbénio, uma vez quepéas as campanhas, danos visiveis
semelhantes aos causados por esse poluente a esfigages vegetais, foram observados.
Qualitativamente, a intensidade dos danos reftetiivel de contaminacdo do ambiente por
0zOnio. As maiores porcentagens de injurias fdiamas plantas foram encontradas na
campanha de verdo, quando a dose acumulada deodZ@iT40) foi mais alta e as
menores foram observadas no outono refletindo mabperturbacdo do ambiente por
ozonio observada. Contudo, o grau de sensibilidiedsa cultivar estudada ao 0z6nio ndo
pode ser estabelecido somente a partir dessa cagdpaqualitativa. H4 que se considerar
também a eficiéncia do sistema de defesa antiowiague pareceu alta em alguns
periodos no presente estudo e a ocorréncia depiogltestresses no ambiente e nao
somente 0zOnio, aos quais as plantas também rempofiglayet al. 2000), o que pode
aliviar ou intensificar os danos causados por azdhipreciso, ainda, estabelecer curvas do
tipo dose x resposta, em laboratorio, simulando, medida do possivel, condi¢bes
ambientais préximas as observadas no ambientedpolaifim de definir doses criticas a
partir dos quais injurias foliares surgem e o modple melhor explica a relacdo entre
concentracdes de 0zdnio e intensidade de injolasds.

Sintetizando, os resultados obtidos nesta segasgadio trabalho indicam qiy@moea nil
‘Scarlat O’Hara parece ser, de fato, sensivel émioz que a intensidade dos danos reflete
qualitativamente o nivel de contaminacdo do améigor oz6nio. Contudo, os diferentes
fatores de estresse oxidativo presentes no amlpehi&lo, de origem meteoroldgica ou de
contaminacdo atmosférica, incluindo o préprio oaprpodem estimular o sistema de

defesa da planta, comprometendo, assim, a ocaaréecdanos foliares, em resposta ao
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poluente em questdo, ou mesmo causando um retarttame surgimento de injurias

visiveis.
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Capitulo IV

Potencial bioindicador delpomoea nilcv. Scarlet O’Hara para

ozobnio troposférico da cidade de Sao Paulo/SP

93



Introducéo

O o0zb6nio, um gas inodoro, instavel e de coloracAd palida, estd presente tanto na
estratosfera quanto na troposfera do planeta. Mat@sfera, ele apresenta uma funcéo
benéfica aos organismos vivos por absorver erfétnadiacdo ultravioleta do sol (Krupa &
Manning 1988). Ja na troposfera, ele tem preocupadosomente cientistas, mas também
autoridades politicas devido a sua alta toxicid&ae.grandes cidades, a concentracdo de
0zO6nio na troposfera depende do volume de veimdoirculacdo e da intensidade das
atividades urbanas (Mayer 1999; Domingbsl.2002).

Na cidade de Sao Paulo, terceiro maior conglomemadbano do mundo, com uma
populacao superior a 17 milhdes de habitantes,ftoteaveicular composta por mais de 7,4
milhdes de carros e caminhdes e com cerca de 2d08trias com alto potencial poluidor
dos precursores do ozénio, o padrdo de qualidadar @60 pg/rpara uma hora) e o
nivel de atencdo (20Qg/n? para uma hora) para esse poluente sdo comumente
ultrapassados em alguns pontos da cidade (CETE®B).20al ultrapassagem ocorre
principalmente entre os meses de outubro a margtro® poluentes preocupantes que
compdem a atmosfera de Sao Paulo sdo dioxido defren(SQ), material particulado
(MP), mondxido de carbono (CO) e dioxido de nitrig&NG,).

Tais poluentes podem ser monitorados de forma gareatravés de meétodos fisico-
guimicos, atividade que vem sendo executada pelBEGB em Sado Paulo, que é a
companhia estadual responsavel por avaliar e ifistah qualidade do ar no ambito do
estado todo. Porém, alguns paises do mundo utilsgaes vivos, entre eles plantas, para
indicar a presenca em niveis toxicos ou estimamrcentragdo desses poluentes na
atmosfera, método denominado biomonitoramento, tgomesido considerado como uma

ferramenta barata e de facil aplicacdo (De Temmemhal. 2004). Além desse método
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indicar a qualidade do ar sob ponto de vista biotggooderia potencialmente ampliar a
area de abrangéncia do monitoramento, desde qumadrlo confiavel entre respostas
indicadoras vegetais e niveis de contaminacdo &nnes do poluente em gquestdo possa
ser proposto.

Em regides tropicais, especialmente no Brasil, ralipl espécies vegetais tém sido
propostas para biomonitoramento de poluentes aésogeral, entre elaibouchina
pulchra (Klumpp et al. 2000; Furlaret al. 2004), Psidium guajavaKlumpp et al. 1997;
Moraes et al. 2002), Tradescantia sp.(Ferreiraet al. 2007) e Tillandsia usneoides
(Figueredcet al.2007).

A cultivar Bel W3 deNicotiana tabacumem especial, tem sido amplamente usada em
paises do hemisfério norte (Vergé al. 2002; Klumppet al. 2006) em estudos de
biomonitoramento devido a sua sensibilidade a Isaiigeis de o0zbénio e surgimento de
necroses tipicas como resposta ao estresse, odpgsdica como uma boa indicadora dos
efeitos biolégicos do © Como foi mencionado na introducdo desta diss&otal.
tabacum‘Bel-W3’ mostrou-se adequada para discriminar leaiépocas mais e menos
afetados por ozénio na cidade de S&o Paulo am@ensidade de injurias foliares foi pouco
explicada pela concentracdo do poluente (Sant’A2@@¥). Portanto, a procura de plantas
bioindicadoras mais adequadas para indicar, sdvebsgiantitativamente, a presenca de
0z6nio em Sao Paulo, ainda se faz necessariagfetanotivou a realizacdo do presente
estudo. Como informado antes tambémomoea nilcv. Scarlet O’'Hara esta sendo testada
como uma possivel bioindicadora para 0zénio cora bas estudos realizados por Nouchi
& Aoki (1979), sob condicdes de laboratorio e paningoset al. (1998, 2002), sob

condi¢des de campo no estado Sao Paulo.

95



Ha de se considerar o conceito geral, conformecadio nos capitulos anteriores, de que o
sistema de defesas antioxidativo da planta, cipeessividade pode depender de fatores de
estresse presentes no ambiente onde estd cresqeud®,retardar o surgimento ou
modificar a intensidade de injurias visiveis emmfda expostas em locais poluidos. Assim,
o estudo das relacdes entre variacdes em fatoreestais e respostas biologicas, entre
elas antioxidativas e entre estas e a intensidadmjdrias foliares nessas plantas pode
contribuir para caracterizar a espécie vegetal stade como uma boa indicadora de
0zOnio ou nao.

Portanto, neste capitulo final, objetivou-se avadigootencial bioindicador dg@omoea nil

cv. Scarlet O’'Hara, por meio do estabelecimentordescionadas relagées, utilizando os
resultados obtidos para plantas mantidas por 28 das quatro estagcbes do ano, em um
local da cidade de S&o Paulo contaminado predoieimemte por ozonio - parque do
Ibirapuera, apresentados no capitulo anterior. Smito de vista pratico, procurou-se
verificar se essdpomoeapodera ser utilizada em programas de biomonitontonee

0zOnio na cidade de S&o Paulo, ou ainda estendepptas regides de clima tropical.

Material e métodos

As relagbes entre variagbes em fatores ambientaispestas antioxidativas de plantas.de

nil ‘Scarlat O’'Hara’, mantidas por 28 dias no parqadhirapuera, nas quatro estacées do
ano (métodos analiticos empregados e resultadidoskdpresentados no capitulo 1ll), e
entre estas e a intensidade de injurias foliaresanf testadas por meio de analises

estatisticas.
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Inicialmente, realizaram-se andlises de correlaighBearson com o objetivo de fazer uma
selecdo de quais fatores, entre os meteoroldégiadia¢do, umidade relativa do ar,
temperatura e velocidade de vento) ou os de poluiddP, NG e &) no parque do
Ibirapuera provavelmente influenciaram as respost@®xidativas ou a porcentagem de
danos foliares. Essa ferramenta estatistica fozada em cada campanha separadamente.
Para todas as campanhas experimentais, aplicaras-&ealises de correlacdo de Pearson
(Sigma Stat for windows version 1.0) entre valomgsdios de antioxidantes por planta
amostrada em cada dia de andlise e os dados derdaembeéferentes ao quinto ou sexto dia
anterior a analise dos antioxidantes em laborat&sta decisao foi baseada na obtencéo de
coeficientes de correlacdo mais altos e signifioatientre 0s propostos em matrizes de
correlagdo entre os niveis dos antioxidantes era dadde andlise e os valores médios para
os fatores abibticos no préprio dia de andlise ®Itbdias que antecederam a amostragem
(dados nao mostrados).

A seguir, realizou-se uma analise de correspondé&aobnica (ACC) a fim de resumir a
variabilidade total dos dados e avaliar qualitatigate a relacdo entre os fatores biéticos e
abioticos. Tal analise foi realizada com os valonéslios dos antioxidantes obtidos para as
plantas retiradas do campo em cada dia de andisesfacdo do ano e médias diarias dos
fatores abioticos cinco a seis dias antes do danutzstragem das plantas. Essa analise foi
realizada com quatro variaveis biolégicas (antiamitds e intensidade de injurias foliares) e
quatro variaveis ambientais (temperatura, radigd@toal, material particulado e oz6nio).

Por fim, para cada campanha experimental e tambgna fwdo o conjunto de dados
agrupados numa Unica matriz, foram realizadas se®lkile regressdo multivariada para
determinar o quanto da variacdo nos niveis dosxadéintes (variaveis dependentes) pode

ser explicada por fatores abidticos (variaveis jrathelentes: temperatura, umidade relativa,
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radiacdo global, velocidade do vento, o0zbnio e natgarticulado), e quais deles
contribuem significativamente para explicar taisprestas antioxidativas. Essas analises
foram feitas com os valores médios dos antioxidaat#idos para cada planta retirada do
campo em cada dia de analise e médias diariasatired$ abioticos cinco a seis dias antes
da amostragem das plantas, tomando por base, tand®mesultados das andlises de
correlacdo nas matrizes de dados referidas no nadwagnterior. Essas andlises
multivariadas foram realizadas pelo métatepwise(passo a passod procedimento de
ajuste de cada regresséo iniciou com um modeloashkiucom todas as variaveis presentes,
removendo aquelas de menor participacdo para ak@g variagcbes nos antioxidantes e
novos ajustes foram feitos. Ao final, permanecesamente as variaveis que contribuiram
significativamente para explicar as variages @agveis biologicas.

Finalmente, o mesmo método de analise de regrassétivariada foi utilizado para
avaliar o quanto da variabilidade na porcentagerarda foliar afetada por danos visiveis

pdde ser explicada pelas defesas antioxidativados fatores abibticos.

Resultados e Discusséo

As andlises de correlacdo de Pearson indicaranmakguelacdes significativas entre os
niveis dos antioxidantes e a condicdo ambientalocan seis dias antes (Tabela 4.1). A
temperatura se relacionou positivamente com PODButmno e com SOD na campanha da
primavera. A umidade relativa teve forte influéngasitiva nos antioxidantes na campanha
de outono, porém, na primavera essa relacédo fersavcom AA. Enquanto as relacdes
entre radiacao global e AA ou POD no outono e AAdnmavera foram positivas a obtida
entre tal fator abidtico e AA no inverno foi negati Foi observada relacdo positiva entre

ozbnio e AA apenas nas campanhas de verdo e deanveéssa relacao foi inversa na
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campanha de outono. A AOT40 teve uma relacdo pasitom SOD no outono e
primavera, com AA na campanha de inverno e umgaelaegativa com POD no outono.
Na campanha de primavera, o ozbnio se relacionmers® com POD e essa relagao foi
positiva. Esse método estatistico ndo identificalagdes significativas entre o0s
antioxidantes foliares e os niveis de materialipaedo em todas as campanhas. Pdde-se
observar, assim, que houve uma influéncia impcetatds condicdes ambientais na
flutuacdo dos niveis de antioxidantes em plantds niequando expostas no local poluido,
assim como ocorreu nas plantas mantidas em cagsgdeacado com ar filtrado (ver Tabela
3.4 — capitulo 1ll). Considerando a diversidadealacdes significativas encontradas, pode-
se esperar que as mencionadas flutuagdes nosidatites tenham sido consequéncias, na
verdade, da acdo combinada de fatores climatiates goluentes atmosféricos, de carater
oxidativo. As andlises multivariadas descritasgusadentificaram quais fatores, dentre os
testados, podem explicar mais fortemente as rempasttioxidativas das plantas ldenil

mantidas no ambiente poluido.
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Tabela 4.1. Coeficientes de correlacdo de Pears@mt® antioxidantes em plantas de
Ipomoea nil'Scarlat O’Hara expostas no parque do Ibirapueas, diferentes estacdes do
ano, e as condi¢cdes ambientais cinco a seis dias da analise das plantas. T-temperatura
(°C), U-umidade relativa do ar (%), RAD-radiac&obgll (W/nf), VV-velocidade do vento
(m/s), Q-o0zbnio (ppb), AOT40 (valor acumulado de ozéniarecido limite horario de 40

ppb — ppb.h), MP- material particulado (ug/mNO,-diéxido de nitrogénio (Lg/f

Campanha | Antioxidante T UR RAD | W O, AOT40 | MP3p | NO»
AA 0,08 0,13 0,03 0,04 0,45* -0,24 0,171 0,24
Verao SOD 0,28 -0,28 0,29] -0,33 0,15 0,03 0,23,60*
POD # # # # # # # #
AA -0,05]1 0,65* | 0,56* | 0,34 | -0,56* 0,33 0,10 #
Outono SOD -0,171 o,74* | -0,39 | -0,21] 0,07] 0,51* | 0,56 #
POD 0,53 ] 0,51* | 0,65*]-0,09] 0,25| -0,59* | -0,51 #
AA 0,31 0,61* | -0,72*] -0,35| 0,46* 0,58* | -0,37] 0,25
Inverno SOD -0,01] 0,33 -0,20] -0,04 -0,00R2 0,24 -0,p7 02
POD -0,09]1 0,19 0,03 0,14 -0,1¢ -0,0§ 0,23 0,BO
AA -0,291 -0,46*| 0,37* | -0,02| 0,27 -0,29 0,14 0,4%
Primavera SOD 0,49*| 0,10 -0,18| 0,374 -0,29 | 0,64* | -0,26| -0,41
POD -0,17] 0,03 -0,06] -0,0% 0,63* -0,16 0,30] 0,24

# Analise ndo realizada por falta de dados.
Os resultados da analise de correspondéncia can@X@C) encontram-se sintetizados nas
Tabelas 4.2 e 4.3 e na Figura 4.1. Os autovalaes@eixo 1X = 0,092) e 2X = 0,023)
explicaram 18,3% da variabilidade dos dados. elevada correlacdo espécies
antioxidativas-ambiente de Pearson para o eixo=1(Q,566) e 2r(= 0,496) indicou uma
relacdo entre a distribuicdo das espécies antiwédae as variaveis ambientais. O teste
Monte Carlo de permutacdo demonstrou que a coai@lagtre as espécies antioxidativas e
as condicdes ambientais foram estatisticamente ifis@ivas nos eixos 1 e 2
(respectivamentp = 0,3;p = 0,02).
O coeficiente candnico indicou que a radiacdo sfdara variavel de maior peso na

ordenacao do eixo 1 e no eixo 2 foi a concentrdedazonio.
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No lado positivo do eixo 1, foram alocadas todasumislades amostrais referentes as
campanhas de verdo e inverno, associadas aos saaoees de radiacdo solar, tendo a
maior atividade de SOD e maior formacdo de dan@xiomados com estas unidades
amostrais. No lado negativo do eixo 1, encontrarassenidades amostrais referentes as
campanhas de outono e primavera, as quais foramassociadas aos altos valores de MP,
sendo associadas a maior producédo e atividade de ROD. Desta forma, o eixo 1
representou a sazonalidade, onde a radiacdo go&seamtou peso maior na ordenacéao.
Considerando o eixo 2, verificou-se que, em seao [awkitivo, as campanhas de verao e
primavera foram associadas aos altos valores deetatara e de 0zonio, contrapondo seu
lado negativo, cujas unidades foram associadasbaiees valores destas variaveis. As
unidades amostrais da primavera apresentaram as&o@ uma maior producéo de POD e
AA e estiveram relacionadas aos menores ativideds@D e intensidade de danos. Desta

forma, o eixo 2 representou principalmente a patuic

Tabela 4.2. Correlacbes das variaveis abioticas3B) com 0os componentes principais 1 e
2.

Componentes principais

Variaveis Eixo 1 Eixo 2
Temperatura 0,21 0,83
Radiacao 0,81 0,12
Material Particulado -0,48 -0,43
Ozobnio -0,36 0,76
Variagdo explicada 14,6% 3,7%

101



Tabela 4.3. Correlagdes de Pearson, coeficientgma®s e correlagdes “intra-set” das

variaveis ambientais com os dois primeiros eixoAQE.

Correlac&o com os eixos Coeficiente Candnico

Variavel ambiental Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
Temperatura 0,11 0,41 -0,06 0,39
Radiacao 0,47 0,34 -0,31 0,63
Ozbnio -0,21 -0,25 -0,42 -0,04
MP -0,28 0,03 0,87 -0,08
N
2 A Verdo
31 W ® Outono
O Inverno
< Primavera

o8
[ ]
SOD RadA Eixo 1
-3 2

Figura 4.1. Grafico da analise de correspondérai@mica para os dados referentes ao
parque do lbirapuera e as plantas la expostasnpetura em °C, Rad- Radiacao global
em W/nf, MP-material particulado em (pgiim Os-0zénio (ppb), AA- &cido ascorbico,
SOD- superédxido dismutase, POD- peroxidase, DN&egmbagem de danos. As letras ao
lado dos simbolos representam a estacdo do aner@dvO-outono; l-inverno e P-
primavera ) e 0os numeros indicam o dia em que dalizada a analise durante cada

campanha (1 a 9 dias de analise).



O ano de 2006 foi um pouco atipico para algumaacteristicas climéaticas. Observaram-
se, por exemplo, altos valores de radiacdo ducampanha de inverno. Esse fato pode
ter uma influéncia indireta na porcentagem de damosntrada nas folhas denil, uma
vez que esse é um fator determinante para a foomdga®zonio, e também um possivel
promotor de estresse oxidativo (Bray al. 2000). A alta porcentagem de danos na
campanha de verdo esté diretamente relacionadia dficiéncia do sistema de defesa
antioxidativo durante a campanha e, como mostralsa, uma associacdo das unidades
amostrais referentes a essa campanha com altosvadl® 0zonio.

Mesmo a analise mostrando uma relativa associagidie ealores da campanha de verao
com uma maior producdo de SOD, a acdo dessa enpameceu nao ter sido
suficientemente capaz de desintoxicar as planta€d® que foram formadas em época
em que o estresse oxidativo era mais pronunciaeiguriflo Chernikovat al. (2000), uma
alta atividade de glutationa redutase ou superédidmutase individualmente néo foi
suficiente para reduzir os efeitos do estresseadaupor 0zonio erlycine max E de se
esperar uma maior atividade da enzima em épocas quaintes. Segundo Scandalios
(1993), tanto a temperatura quanto a luminosidameduzem a planta a uma maior
atividade da enzima. A ACC evidencia a associagi altos valores de AA e POD as
campanhas de outono e primavera. Isto justificaparte, a baixa porcentagem de danos
foliares nas plantas expostas ao ambiente poluicemte a campanha de outono e a menor
intensidade de injarias do que seria esperadolaatap usadas na campanha da primavera.
Assim, a analise indica, em seu conjunto, queemsitade de injurias foliares pode ser em
partes associada as concentracbes atmosféricagbméo cno periodo de realizacdo do
estudo e que a relacdo entre essas variaveis fmediadas pelas respostas antioxidativas

das plantas. As analises de regressao multivaridescritas a seguir, demonstraram
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guantitativamente algumas das tendéncias evideaxipdla ACC para cada campanha
experimental.

Em geral, verificou-se que as variacdes nos trégxastantes em plantas expostas ao longo
do ano foram explicadas por uma combinacdo lineavatidveis meteorolégicas e de
poluentes (Tabelas 4.4 e 4.5).

A analise realizada para os dados obtidos na carmapda verdo mostrou, quando o 4cido
ascorbico foi a variavel dependente, uma relag@ersa com a temperatura e positiva com
0zbnio e radiacao global. Para a andlise de SOferetu-se uma relacdo negativa com a
temperatura, umidade e velocidade de vento, popgFrasantou uma relacdo positiva com
os dados de poluicdo ozbénio e material particul&lccido ascérbico, na campanha de
outono, foi influenciado negativamente pelo 0zérlid.a enzima superoxido dismutase
mostrou ser influenciado negativamente pela umidadiacao global e positivamente pela
temperatura, material particulado e velocidadeatgos POD, nessa mesma campanha, foi
influenciada negativamente pelos poluentes ozémaaterial particulado e também pela
velocidade de vento. O &cido ascoérbico na campadehaverno mostrou uma relagédo
inversa com radiacdo, vento e material particul&®OD foi influenciada negativamente,
nesta campanha, apenas pelo material particulasi@a®os de POD obtidos no inverno
mostraram uma relac&o positiva com velocidade déove material particulado e negativa
com radiacdo. Durante a campanha de primavera, Adstrou ser influenciado
negativamente pela temperatura umidade relativaaterial particulado e positivamente
pelo ozbnio. J& a enzima superoxido dismutase mostima relacdo positiva com
temperatura e velocidade de vento e POD uma relpgéitiva com umidade relativa e

0zOnio (Tabela 4.4).
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Além de apontar quais variaveis contribuiram sigaifvamente para explicar as respostas
antioxidativas, as analises multivariadas indicagae entre 12% (outono) e 88% (inverno)
das variacOes nos teores de AA, entre 5% (inveen@B8% (verdo) das variagbes na
atividade da SOD e entre 35% (inverno) e 57%) (pviena) das variacbes na POD foram
explicadas por oscilacbes nesses fatores (Takigla 4.

Quando todos os resultados sao agrupados em upsnatriz (V+O+I1+P nas Tabelas 4.4
e 4.5), reforcou-se que as respostas antioxidatieaplantas de. nil no ambiente do
parque do Ibirapuera foram influenciadas por unmjwtn de condicbes meteoroldgicas e
de contaminacdo atmosférica cinco a seis dias datdata de analise. Concentra¢cdes mais
altas de acido ascorbico foram explicadas por umeidalativa, radiacdo e concentracbes
de material particulado mais baixas e maior comtag@io atmosférica por ozbnio. A
atividade da SOD foi maior na medida em que a cadidoi mais baixa e a velocidade do
vento e niveis de ozbnio foram mais altos. A a#idiel da POD aumentou quando

temperatura, umidade relativa, vento e ozénio tamdémentaram.
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Tabela 4.4. Variaveis ambientais identificadas pelaise de regressdo multivariada
stepwisecomo determinantes (p < 0,05) das oscilacbesorazatracoes foliares de acido
ascorbico (AA) e na atividade de superoxido dissei{&OD) e das peroxidases (POD) em
plantas expostas no parque do Ibirapuera nas diéestacdes do ano. T- temperatura
(°C), UR-umidade relativa do ar (%), RAD- radiaggmbal (W/nf), VV- velocidade do

vento (m/s), @ ozonio (ppb), MP- material particulado (ug)nmNO.-dioxido de

nitrogénio (Lg/m).

Campanhas| Antioxidante | T UR RAD A% O3  MPyo
AA - ns + ns + ns
Verao L0g10SOD - - ns - + +
POD # # # # # #
Raiz’ AA ns ns ns ns - ns
Outono Rank SOD + - - + ns +
POD ns ns ns - - -
Raiz’ AA ns ns - - ns -
Inverno SOD ns ns ns ns ns -
POD ns ns - + ns +
AA - - ns ns + -
Primavera SOD + ns ns + ns ns
POD ns + ns ns + ns
AA ns - - ns + -
V+O++P® | Log10SOD ns ns - + ns +
RaiZ POD + + ns + + ns

#: Analise ndo realizada por falta de dados.
@ Dados do verao, outono, inverno e primavera agioma
(-): Influéncia negativa; (+) influéncia positivas: variavel removida do modelo.
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Tabela 4.5. Coeficientes de determinaca? &niveis de significancig) para os modelos

de regressao propostos na tabela 4.4.

Antioxidantes Verao Outono Inverno  Primavera V+O+|+P®
R? 0,45 0,12 0,88 0,58 0,33

AA p <0,05 0,08 <0,01 <0,01 <0,01

R? 0,88 0,79 0,05 0,43 0,20

SOD p <0,01 <0,01 0,29 <0,01 <0,01
R? # 0,57 0,35 0,57 0,57

POD p # <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

#: Analise nao realizada por falta de dados.

@ Dados do verao, outono, inverno e primavera agioma
Verificou-se, assim, que a influéncia de determusathtores ambientais sobre o0 mesmo
antioxidante ora foi positiva e ora negativa, deleewlo da época do ano. Comparando
esses dados com os dados obtidos no capitulo antpode-se perceber que quando a
planta esta exposta ao ambiente poluido ela aunssstarelacdo de comunicacéo entre 0s
seus Orgaos. Segundo Pasetral. (2003), uma baixa concentracdo de acido ascorpao,
exemplo, pode levar a ativacdo de um conjunto deggeapazes de enviar uma mensagem
de deficiéncia de AA em plantas, ao passo que alasentracdes deste antioxidante
podem ndo somente levar a uma repressao desssasrig@des, mas também resultar em
mudancas de outras transcricdes no metabolismtacelu
E de se esperar que, em plantas expostas ao aenpieiido por 0zonio, os niveis de
antioxidantes ou atividades enzimaticas do cictmdmto-glutationa aumentem (Castillo
& Grappin 1988, Ranieret al. 1996; Luwe 1996, Bragt al. 2000). Este foi um fato
marcante no presente estudo também. O &cido asgpHrtambém conhecido como
vitamina C é um potente defensor da planta cofgrareas EAO (Castillo & Greppin 1988;

Muggli 1993; Polleet al. 1995). Essa defesa pode se dar através do aurdensoia



concentracdo, frente a uma situagdo de estresskatior, conforme observado neste
estudo, nas campanhas de verdo e primavera, assimfoi mostrado para todo conjunto
de dados. Esses resultados estdo de acordo conta#rados por Bulbovas (2005), que
apontou uma relacao positiva entre 0 0zonio e Adlisados em plantas deaesalpina
echinatatambém expostas na regido do parque do Ibirap&ena&m, alguns estudos ja
mostraram uma relacdo negativa do poluente condo ascoérbico (Hausladest al. 1990;
Madamanchet al. 1991), como aconteceu no presente estudo, na chmjppi@ outono.
Alguns autores tém reportado a importancia de S@[Pravencao dos efeitos oxidativos
desencadeados pelo ozoénio (Pitcher & Zilinskas 1996r outro lado, Van-Camgt al.
(1994) mostraram que uma superproducao de Mn-SODméotondria deNicotiana
tabacumtransgénica somente forneceu uma baixa protecémarancia contra o 0zonio, o
gue indica que ndo basta apenas a planta ter uematalidade de SOD para garantir a
protecéo contra os efeitos do poluente, mas o lbeahcdo da isoenzima. De qualquer
modo, no presente estudo, o aumento da atividad&@B somente foi associado
significativamente no verdo, e também foi apontapdta andlise de correspondéncia
canbnica. Possivelmente, essa enzima é menos fahailm que acido ascorbico para
desintoxicacdo foliar em plantas denil ‘Scarlat O’'Hara expostas ao ozonio, hipétese que
precisa ser testada experimentalmente.

A atividade da POD comprovadamente aumentou ndmdotlessa cultivar quando as
concentracdes de 0zO6nio no ambiente aumentarame andica que, entre as isoformas, a
ascorbato peroxidase deve ter aumentado e atuadefesa da planta contra o poluente
aéreo. Brendegt al. (1994) encontraram um aumento na atividade delsetmeperoxidase
em folhas de trigo expostas a um ambiente poluiglo gzénio durante a estacdo de

crescimento e atribuiram o fato a uma protecadatdag
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Scebba et al. (2003) encontraram uma maior atividade de POD kmtgs deTrifolium
repensquando comparadaslaifolium pratenseem sistema de fumigacéo e consideraram a
atividade da enzima como um papel de protecédoaonizonio.

Variaveis meteorolégicas de fato mostraram-se @&d@as as respostas antioxidativas de
plantas mantidas no ambiente poluido, tanto engagtjuanto ndo enzimaticas, como ja
havia sido observado nas plantas mantidas na casaedetacdo sob ar filtrado.
Raychaudhuri & Deng (2000) reportaram que mudawitfeo expostas a 4° C durante sete
dias ndo sobreviveriam a menos que elas fossenaprente expostas a 14° C por trés
dias. Um aumento na atividade de SOD pb6de aumentapacidade da planta em se
defender, pelo fato de neutralizar o radical suxidod

Neste estudo, observa-se que tanto AA quanto P@&mfanfluenciadas pela umidade
relativa. Esse fator ambiental interfere na movitag#o estomatica e, conseqiientemente,
na fotossintese e na maior ou menor producdo diesptoxicas de oxigénio, acabando
por afetar o sistema de defesas. Indiretamentaxo fle poluentes gasosos para o interior
da folha, assim como a intensidade de injuriasafed, também sédo alterados. Por isso,
Keitel & Erhardt (1987) mostraram que a proporc¢éangliria foliar em tabaco Bel W3, em
resposta a uma concentracao constante de ozonmyasdependendo da umidade relativa.
Os poluentes, assim, pareceram nao interferiresmostas metabdlicas naturais das plantas
da cultivar Scarlet O’'Hara denil. Por outro lado, é possivel esperar que a intadsidas
respostas antioxidativas as variagfes climaticasgmterferir nas relacdes entre disturbios
celulares ou morte celular e concentragcdes de o@zadamiatmosfera. Somam-se a isso as
respostas de defesa estimuladas pelo proprio gelulsito pode comprometer, inclusive, a
eficiéncia da planta como bioindicadora da preseegazonio na atmosfera, no caso desses

disturbios serem as reag¢6es indicadoras utilizadasiomonitoramento, como as necroses
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foliares. Em ultima andlise, a severidade dasostap de defesa contra o estresse oxidativo
pode atrasar a manifestacdo de injurias foliaregstingir sua progressao.

Portanto, no presente estudo, realizou-se, finadknama analise multivariada na qual a
porcentagem de danos foliares foi considerada @&wedrdependente. Nesta andlise,
procurou-se relacionar a porcentagem média deiasjlioliares para todas as plantas
amostradas em cada dia de amostragem (dados de #mlacampanhas tratados
conjuntamente) com valores médios para os antintéddoliares determinados em plantas
amostradas cinco a seis dias antes do dia de &stindas injurias foliares e com valores
médios para os fatores abidticos 11 a 12 dias dessse mesmo dia de estimativa de danos.
Para tanto, partiu-se do principio de que houve defasagem de tempo entre mudancas
ambientais e reacdes de defesa contra o estregk®ivax (cinco a seis dias, conforme
demonstrado anteriormente). Assim, considerou-secgssidade somar a esta mais um
intervalo de tempo delimitado entre a perda deéfaa do sistema de defesas, ou seja,
entre o rompimento do equilibrio pré-oxidante/axiiante, e a ocorréncia de morte celular
extensiva e visualizacdo de injurias foliares. Nespnte estudo, assumiu-se que esse
segundo intervalo de tempo seria também de cirsaisadias.

O resultado desse teste foi altamente significafive 0,001) e indicou que a intensidade
de danos foliares foi fortemente explicada pelagvais inseridas no modelo {R 0,97),
conforme a equacao abaixo.

Danos = Constante — AA — POD — MP Temperatura + Radiacao
L I |

dias antes) (10 dias antes)
A porcentagem de injdrias visiveis aumentou naicaedm que a atividade da SOD, a
temperatura do ar e a radiacdo global aumentaramtaR fatores meteorolégicos estarem

estreitamente associadas a formacdo de ozOnimpastera, ndo se pode descartar uma
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possivel interferéncia positiva desse poluentesapge ndo ter sido identificado como um
fator determinante na analise multivariada. Esstetainda mostrou que a ocorréncia de
danos foliares é restringida (relacdo negativa)p pemento da concentracdo de acido
ascorbico e da atividade da peroxidase, assim cdmoconcentracdo de material
particulado. Contudo, o amostral para realizacdo desta analise foi pequiEnmodo que

0 modelo proposto pode ainda ndo representar deafoeprodutivel as relacdes entre as
variaveis.

Em sintese, os resultados mostrados neste capftdloaram que os antioxidantes
analisados realmente estdo atuando de forma st na defesa das plantas que
cresceram no ambiente poluido de Sao Paulo, ndensenretardando o inicio da
visualizacdo das injurias visiveis como tambémriregghdo a ampliacdo da area foliar
afetada pelas mesmas. Esse efeito foi evidentegespmcial, na campanha da primavera.
Desse modo, o uso dpomoea nil'Scarlat O'Hara’ como planta bioindicadora de amon
troposférico para a cidade de Sdo Paulo, dependdssl@ondicdes ambientais durante o
biomonitoramento, pode vir a ser inviavel. No etdamstudos recém iniciados deveréo
testar o modelo proposto na presente dissertag@mnegqientemente, a veracidade dessa

Suposicao.
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Capitulo V

Conclusoes Finais



Pode-se concluir a partir deste estudo que:

Ha uma sazonalidade no perfil dos antioxidantepoamoea nilScarlet O'Hara’ ao

longo das quatro estacbes do ano decorrente desagtimulos ambientais.

Ipomoea nilcv. Scarlat O’Hara parece ser sensivel ao oz&tdoém, a eficiéncia
do sistema de defesa antioxidativo parece retardargimento e a ampliagdo dos

sintomas visiveis.

O uso delpomoea nilcv. Scarlat O’Hara como planta bioindicadora dénz

troposférico para a cidade de S&o Paulo pode seranviavel dependendo das

condicbes ambientais durante o biomonitoramento.

11¢€



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

