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Abreviaturas Utilizadas

AA — écido ascorbico

ACP — anélise de componentes principais

AQTzero — dose acumulada de valores horarios acima de zero ppb de oz6nio
AQOT20 — dose acumulada de valores horarios acima de 20 ppb de oz6nio
AOT40 — dose acumulada de valores horérios acima de 40 ppb de 0z6nio
APX — ascorbato peroxidase

CARO- carotenoides

CAT - catalases

CH, — g4s metano

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

CO — monéxido de carbono

CO, — didoxido de carbono

COVs — compostos organicos volateis

DHA - deidroascorbato (AA oxidado)

DHAR- deidroascorbato redutase

EROs — espécies reativas de oxigénio

GPX- glutationa peroxidase

GR - glutationa redutase

GSH - glutationa reduzida

GSSG - glutationa oxidada

H,0; — peréxido de hidrogénio

HR-like — resposta semelhante a hipersensibilidade

IR —irradiagdo solar global

MDHA - monodeidroascorbato

MDHAR - monodeidroascorbato redutase

MP- material particulado

NADPH - nicotinamida adenida dinucleétido fosfato reduzida
NO — mondxido de nitrogénio

NO,; — diéxido de nitrogénio

NOy — 6xidos de nitrogénio

O’ - oxigénio atdbmico

O, — gas oxigénio

O3 — 0z0nio troposférico

0O," — radical super6xido

OH" - hidroxila

P- precipitacdo

PA- poliaminas;

POD - peroxidases totais

RO, — peroxi-radicais

SO, — didxido de enxofre

SOD - superdxido dismutase

T- temperatura

TOC- tocoferdis

UR- umidade relativa do ar

VRPP - Valor de Referéncia para Protecdo da Produtividade Agricola



Introducao Geral

O crescimento exponencial da populacdo humana nos dltimos séculos, proporcionando
desmatamentos, polui¢do e rdpida exploracdo de recursos ndo bioldgicos, tem provocado
degradacdo ambiental, mudando a biosfera em uma escala e em uma intensidade que €
comparavel aos efeitos dos eventos geoldgicos massivos como as glaciacdes (Freedman
1995).

Houve também um aumento da demanda de energia associada ao crescimento
econdmico e industrializacdo na Asia, Africa e América Latina, que resultou em aumento
dramético das emissdes de poluentes atmosféricos. A poluicdo atmosférica urbana é um dos
principais problemas ambientais nos paises em desenvolvimento (Mage et al. 1996; Baird
2002 b; Marshall 2003).

Define-se como polui¢do atmosférica a presenga na atmosfera de substincias ou
energia em tal quantidade e duracdo de forma a causar danos a vida, estruturas e materiais
construidos pelo homem ou provocar mudangas nas condi¢des meteoroldgicas e climaticas
(Yang & Omaye 2008).

Os poluentes atmosféricos podem ser emitidos por fontes naturais, como vulcdes,
queimadas espontaneas, por organismos anaerdbios ou por fontes antrépicas, principalmente
pela queima de combustiveis fosseis, sendo que o funcionamento dos motores dos automoéveis
produz mais polui¢do do ar que qualquer outra atividade humana (Freedman 1995).

A queima de combustiveis fosseis emite gds carbonico (CO;), 6xidos de nitrogénio
(NOy) e diéxido de enxofre (SO;) para a atmosfera. Se esta combustdo for incompleta, sao
emitidos também mondéxido de carbono (CO), particulas de carbono e varios hidrocarbonetos.
O desmatamento e a queima de biomassa constituem atividades humanas importantes. A
queima de biomassa produz CO,, CO, metano (CHy), gases-traco, material particulado (MP) e
precursores de ozonio (O3). O desmatamento favorece as emissdes de 6xido nitroso, que
também pode ser emitido pelas atividades agricolas, por intermédio do uso de fertilizantes
(Domingos et al. 2002).

Segundo sua origem os poluentes atmosféricos podem ser classificados em primdrios:
aqueles emitidos diretamente de sua fonte e secunddrios: aqueles produzidos como
conseqiiéncia da transformacdo e de reacdes quimicas e fisicas sofridas pelos poluentes
primdrios com constituintes da atmosfera (Domingos et al. 2002; Ballester 2005; CETESB
2009).

Dentre os poluentes consagrados universalmente como indicadores da qualidade do ar

estdo alguns poluentes primdrios como: monédxido de carbono (CO), diéxido de enxofre



(S0,), diéxido de nitrogénio (NO;), material particulado com didmetro de até 10 um e alguns
poluentes secunddrios como: ozonio (O3) e aerossol secundério. A razdo da escolha destes
poluentes como indicadores de qualidade do ar estd ligada a sua maior freqiiéncia de
ocorréncia e aos efeitos adversos que causam ao meio ambiente (CETESB 2009).

A contaminacdo da atmosfera por SO, e fuligem foi caracteristica das fases iniciais da
poluicdo atmosférica urbana durante e logo apds a revolucdo industrial do séc. XVIII. Esta
contaminacdo € freqiientemente chamada de redutora ou smog de inverno. O termo smog €
utilizado para se referir a mistura de fumacga (smoke) com neblina (fog) (Freedman 1995;
Ballester 2005; Yang & Omaye 2008). No inverno, episdédios de poluicdo podem ocorrer
devido a estagnacdo das condi¢Oes atmosféricas, quando poluentes provenientes de
combustdo se concentram na atmosfera (Ballester 2005).

Um exemplo classico de smog de inverno ocorreu em dezembro de 1952, quando uma
fina camada de neblina envolveu Londres em temperatura préxima de 0°C. Esta neblina era
formada de poluentes provenientes principalmente da queima de carvdo. Oficialmente o
numero de mortes atribuido ao episddio ultrapassou 3000. Este evento ficou conhecido como
“Smog de Londres de 19527 (Ballester 2005; Yang & Omaye 2008).

Outro tipo de smog foi primeiramente noticiado em Los Angeles, durante a Segunda
Guerra Mundial. Esse fendmeno s6 acontecia em dias ensolarados e ficou conhecido como
smog fotoquimico ou smog oxidante (Baird 2002 b; Yang & Omaye 2008). No Brasil, o
primeiro smog fotoquimico registrado aconteceu na cidade de Sdo Paulo, em 1972, e foi
provocado, principalmente por emissdes veiculares sob condi¢cdes de inversdo térmica e
auséncia de vento e chuva (Domingos et al. 2002).

A formacgao deste smog oxidante envolve um complexo grupo de reagdes fotoquimicas
entre poluentes emitidos por atividades antrépicas e constituintes da atmosfera, resultando na
formagcdo de compostos quimicos oxidantes (ozo6nio, nitrato de peroxiacetila, diéxido de
nitrogénio e aldeidos). As concentragdes destes oxidantes fotoquimicos exibem um
caracteristico padrdo diurno, dependendo das taxas de emissdo de seus precursores,
intensidade da radiacdo solar e estabilidade atmosférica nos diferentes periodos do dia
(Freedman 1995).

O ozbnio, que esta entre os constituintes oxidantes do smog fotoquimico mais toxicos
aos seres vivos, ocorre naturalmente em baixas concentragdes na troposfera (Fowler et al.
1999; Bassin et al. 2004; Iriti & Faoro 2008), mas os produtos liberados pelo homem na
queima incompleta de combustiveis fosseis altera o curso deste ciclo fotoquimico e as

concentracdes de ozonio ficam acima do normal (Manning et al. 2004).



Cabe lembrar que 90% do ozo6nio se encontra na estratosfera, formando a camada de
ozOnio, que ¢é benéfica aos seres vivos (Bray et al. 2000), diferentemente do o0zdnio
troposférico que € conhecido como um dos poluentes mais importantes do mundo (Iglesias et
al. 2006).

A formagado do ozonio estratosférico se d4 através da seguinte reagao:

O+0, — 3 O3+ calor (Baird 2002 a; Colvile 2003).

Sua fungdo € absorver as radiacdes nocivas UV-B e UV-C, protegendo os seres vivos
(Iriti & Faoro 2008).

O ozo6nio troposférico, por sua vez, é formado através da reacdo entre Oxidos de
nitrogénio (NO e NO;) e compostos organicos voldteis (COVs) em presenca de luz solar.
Ambos precursores podem ser emitidos por fontes antrdpicas, especialmente veiculos e
inddstrias ou por recursos biogénicos (Fowler et al. 1999; Ashmore 2003, 2005).

O trafego € um dos principais fatores na emissao de NOy. A tendéncia para o futuro é
o aumento destas emissdes, que influenciardo nas taxas de O3 (Ashmore 2003).

O grupo dos COVs inclui uma larga extensdo de hidrocarbonetos como alcanos,
alcenos, aromdticos, aldeidos, cetonas, alcodis, ésteres e alguns compostos clorinados
(Ballester 2005).

A formacgdo de ozdnio, mostrada na figura 1, inicia-se pela fotdlise do NO,, o produto
desta reac@o, O" reage rapidamente com O, e forma o O3, enquanto que o outro produto NO
reage com o O3 para regenerar o NO, (CETESB 2000).

Os compostos organicos volateis favorecem a formacdo de ozonio, pois, ao reagirem
com os radicais hidroxila (OH") ou sofrerem fot6lise, formam os peroxi radicais (RO,), que
reagem com NO formando NO, (CETESB 2000). No entanto, sdo os 6xidos de nitrogénio que
determinam a taxa total de reacdo de formacdo do ozo6nio (Baird 2002 b).

Devido as correntes de ar, os poluentes podem ser transportados a longas distancias,
por isso muitas dreas que tem emissOes esporddicas ficam sujeitas a casos regulares de alto
nivel de ozdnio troposférico e de outros oxidantes do smog fotoquimico. As maiores
concentracdes de ozonio tendem a ocorrer em dreas rurais e suburbanas, diferentemente dos
grandes perimetros urbanos, onde parte do 0zonio € eliminada por reacdo com o 6xido nitrico
(Baird 2002 b; Emberson 2003; Iriti & Faoro 2008).

Para que uma cidade fique sujeita ao smog fotoquimico, vdrias condi¢des devem ser
satisfeitas: trafego de veiculo substancial, para haver emissoes de NO e COVs; devem ocorrer

temperaturas elevadas e radiacdo solar abundante; pouco movimento das massas de ar. Por



questdes geogrificas e de densidade populacional, cidades ensolaradas e quentes, como Los
Angeles, Denver, México, Téquio, Atenas, Sao Paulo e Roma, ajustam-se perfeitamente a

estas condicdes (Baird 2002 b).

O. + 02 OS

0s + NO ———»NO, + O, @
COV (+oH,hvy —> RO, TRANSPORTE
RO, + NO —»NO. + RO’

Figura 1. Reacdes do ciclo fotoquimico da formagdo de ozdnio (figura modificada de Fowler

et al.1999).

A Regido Metropolitana de S3o Paulo (RMSP) € altamente industrializada, com
aproximadamente 15 milhdes de habitantes. Seu clima € caracterizado por inverno seco e
verdo chuvoso (Massambani & Andrade 1994). Nesta drea, as emissdes dos poluentes
atmosféricos sdo originadas de cerca de 2000 inddstrias com potencial poluidor e da frota
registrada de aproximadamente 9,2 milhdes de veiculos (CETESB 2009). A principal fonte
emissora de poluentes na RMSP sdo os veiculos automotores leves e pesados, seguida pelas
emissdes oriundas dos processos industriais (Domingos et al. 2002).

Com relagdo ao comportamento do 0zdnio na RMSP, o perfil sazonal mostra maior
ocorréncia de altas concentracdes desde o final do inverno até inicio do verdao. A maior
freqliéncia ndo ocorre nos meses mais quentes e com maior incidéncia de radiacdo solar
provavelmente pelo aumento da nebulosidade que ocorre nesses meses, o que reduz a
quantidade de radiacdo solar que incide sobre a superficie, e conseqiientemente, diminui a
formagcdo do ozoOnio na baixa troposfera (CETESB 2000). Dentre os locais da RMSP
monitorados para 0zdnio, foi na estacio IPEN-USP, localizada na regido oeste da cidade de
Sdo Paulo, em que se registraram as maximas concentracdes hordrias em 2008 (141 e 142

ppb) (CETESB 2009).



As concentracdes globais de ozonio troposférico aumentaram 36% desde os tempos
pré-industriais, devido ao aumento de emissdes de NOx e COVs (Karnosky et al. 2006) e
tendem a aumentar no futuro préximo (Dizengremel et al. 2008). Medidas limitadas do século
XIX sugerem que as concentracdes pré-industriais eram menores que 10 ppb. Projecdes
baseadas no Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climéticas (IPCC) indicam que as
concentracdes de ozénio poderiam aumentar 20%-25% entre 2015 e 2050 e depois aumentar
40%-60% em 2100 se as emissdes continuarem (Wittig et al. 2007).

Elevadas concentracdes de O3 podem prejudicar a saide de animais, humanos e
plantas (Bassin et al. 2004). Em humanos e animais, o Oz pode afetar o trato respiratorio
causando efeitos agudos e cronicos (Iriti & Faoro 2008). As ocorréncias mais relatadas da
exposicdo de seres humanos sdo irritacdo nos olhos, vias respiratérias e o agravamento de
doencas respiratorias pré-existentes, como a asma (CETESB 2000). Além disso, esta
associado com o aumento de taxas de mortalidade devido as doencgas cardiovasculares e
respiratdrias, bem como a diminui¢do da expectativa de vida (Iriti & Faoro 2008).

Os efeitos adversos do O3 em plantas foram observados pela primeira vez em 1950
(Ashmore 2005). Coniferas da Califérnia (EUA) apresentaram injdrias caracterizadas por
ferrugem nas suas aciculas. Apds diversos experimentos em campo € com camaras de
fumigagdo, em 1960, estes sintomas foram relacionados as altas concentracdes de Oz na
regido (Arbaught et al. 2003; Karnosky et al. 2006). As camaras de fumigagdo sdo sistemas
abertos ou fechados, onde ocorre a formag¢do e monitoramento de ozodnio, para avaliar os
impactos do 0zonio sobre as plantas (Karnosky et al. 2006).

Tipo de solo, topografia, condi¢cdes meteoroldgicas, estado nutricional das plantas e
competicdo entre espécies afetam a forma pela qual uma planta responde a uma concentracdo
ou dose especifica de um poluente ou mistura de poluentes (Domingos et al. 2002).

No entanto, os efeitos do 0zOnio sobre as plantas também dependem da dose de 0z6nio
a que sao submetidas, que pode ser: aguda, quando recebem altas concentracdes de 0zdnio
(acima de 80 ppb) por algumas horas até dias ou cronica, quando recebem baixas
concentracdes de ozonio (abaixo de 40 ppb) por um longo periodo, como uma vida inteira,
com episoddios intermitentes de altas concentracdes (Iriti & Faoro 2008).

Doses agudas de ozdnio geralmente levam a resposta de hipersensibilidade similar
aquela promovida pela incompatibilidade da interacdo das plantas- patdgenos (HR-like), uma
forma de morte celular programada, que conduz a formacdo de sintomas visiveis foliares (Iriti
& Faoro 2008). Doses cronicas, por outro lado, podem causar: reducdo da fotossintese, o que
estd associada ao declinio da eficiéncia da carboxilagdo, do sistema de transporte de elétrons e

efeitos diretos nos estdmatos (Paoletti et al. 2009); reducdo do crescimento e aceleragao da



senescéncia foliar, que resultam na disfun¢do da transpiracdo e eficiéncia do uso da dgua (Di
Baccio et al. 2008); reducdo da producdo de massa seca, efeitos na floracdo e extensdo do
tubo polinico e perdas econdmicas (Iriti & Faoro 2008).

Avaliagdes do impacto econdmico do ozonio sobre a agricultura t€ém indicado perdas
de 2 a 4 bilhdes de ddlares nos EUA e de 4 bilhdes de euros na Europa, embora existam
muitas suposicoes envolvidas nestas estimativas (Ashmore 2005). No final da década de 80,
os EUA perderam 5% da produgdo nacional, devido as perdas agricolas. A reducdo das
concentracdes de Oz em 40%, resultaram em um beneficio econdmico a este pais de 3 bilhoes
anuais (Singh et al. 2009).

Esses impactos econdmicos e ecoldgicos resultam na necessidade de proposi¢do de
padrdes especificos para a protecao da vegetacdo e das culturas agricolas (Paoletti & Manning
2007).

Na Europa, a fim de predizer os efeitos do 0zOnio em plantas superiores, um nivel
critico de ozonio foi proposto, baseado em um pardmetro cumulativo de longo prazo: a
AQT40, que € a soma das diferencas das concentracdes hordrias acima de 40 ppb durante as
horas de luz da estacdo de crescimento (Manes et al. 2007; Dizengremel et al. 2008). Nos
EUA e Canadd, por sua vez, tem-se utilizado o SUM60, que é a soma das diferencas das
concentracdes hordrias acima de 60 ppb no periodo de luz (Paoletti & Manning 2007).

Com o intuito de proteger a saide da populagdo e minimizar danos a fauna e flora, aos
materiais € a0 meio ambiente em geral, no Brasil, o CONAMA propds a resolucdo N° 03 de
28/06/90, que estabeleceu como padrdao nacional de qualidade do ar para ozoOnio, uma
concentracdo de 81,63 ppb (= 160 ug/m3) por uma hora, sendo que este valor ndo deve ser
excedido mais de uma vez ao ano (CETESB 2009). No entanto, ressalta-se que espécies de
plantas sensiveis podem apresentar injirias com concentragdes bem menores (Freedman
1995).

A CETESB utiliza para prote¢ao da vegetacdo, o Valor de Referéncia para Prote¢do da
Produtividade Agricola (VRPP) preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude e
estabelecido com base na AOT40. O VRPP é uma AOT40 de 3.000 ppb.h de ozbdnio
acumulada no periodo de 3 meses (AOT40 trimestral). A Organizacio Mundial da Saide
também propde uma AOT40 de 200 ppb acumulada no periodo de 5 dias, para o aparecimento
de injurias visiveis em plantas sensiveis (CETESB 2009).

O ozbnio entra na planta através dos estdmatos e, quando se encontra no espago
intercelular foliar (apoplasto), é convertido em espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
radical superéxido (O,"), radical hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,O,) (Sharma &
Davis 1997; Dizengremel et al. 2008; Iriti & Faoro 2008).



O O," tem como alvo principal as enzimas, o0 H,O,, os dcidos graxos insaturados e
OH’ pode reagir com todas as biomoléculas (Muggli 1993). Embora o O," e o H,O, sejam as
EROs menos reativas, elas nao sdo menos prejudiciais ja que podem se difundir por qualquer
compartimento celular, além de iniciar reagdes em cascata que resultam na produgdo de OH' e
outras espécies reativas como peroxidos lipidicos (Noctor & Foyer 1998; Di Baccio et al.
2008).

As membranas celulares sdo os alvos primdrios das EROs provenientes do 0zonio,
estimulando a peroxidacgdo lipidica, que além de prejudicar a permeabilidade da membrana,
inicia uma série de reagdes intermedidrias, que produzem novas espécies reativas de oxigénio,
que também reagem com as biomoléculas, como DNA, membranas lipidicas e proteinas
(Muggli 1993; Sharma & Davis 1997; Iriti & Faoro 2008).

As EROs sdo naturalmente produzidas como subprodutos de vdrias vias metabdlicas,
localizadas em vdarios compartimentos celulares, como nas mitocondrias, peroxissomos e
cloroplastos (Noctor & Foyer 1998; Apel & Hirt 2004). Além disso, em plantas superiores
estas EROs podem ser mensageiras secunddrias em muitos processos associados com o
crescimento e desenvolvimento da planta (Hong-bo er al. 2008).

As EROs sdo componentes chaves no controle do estado redox celular. Elas
participam de todos os processos controlados por reacdo redox (redu¢ao-oxidagdo), inclusive
transducdo de sinais, expressdo génica, sintese e quebra de proteinas e regulacio de
metabolismo (Hong-bo et al. 2008). Geragdo de EROs em compartimentos celulares resultam
em mudancas nas transcrigdes que ocorrem no nucleo, indicando que informacdes das
organelas precisam chegar ao nucleo. (Apel & Hirt 2004).

Entretanto, em condi¢des normais a produ¢do de EROS € baixa e muitos fatores de
estresse podem desregular a homeostase celular, aumentando sua produgdo (Mittler 2002).
Esse € o caso do estresse bidtico. Uma das mais rdpidas reacdes de defesa contra o ataque de
patégenos € a explosdo oxidativa, que constitui na produ¢do de EROs no local de invasao
(Apel & Hirt 2004). Elas também limitam a propagacdo da infec¢do do patdégeno por reforcar
a parede celular e por matar diretamente o patégeno, além de servirem como moléculas
sinalizadoras durante a resisténcia sistémica e local adquiridas (Dat et al. 2000).

Fatores abidticos também provocam o aumento da produ¢do de EROs como a seca,
estresse salino, extremos de temperatura, choque térmico, metais pesados, radiacdo
ultravioleta, poluentes atmosféricos como Oz e SO,, estresse mecanico, privacdo de
nutrientes, intensa luminosidade, ventos e herbicidas (Bray et al. 2000; Dat et al. 2000;

Mittler 2002).



A intensidade da resposta das plantas ao estresse causado pela poluicdo depende de
sua resisténcia aos poluentes, que é determinada por fatores externos e internos. A resisténcia
a poluicdo pode ser determinada por mecanismos que impecam a absor¢do de poluentes
(evitacdo do estresse) e por mecanismos de desintoxica¢do do poluente absorvido (tolerancia
ao estresse). Ambos os tipos de resisténcia sdo determinados geneticamente e estao sujeitos a
influéncias ambientais (Domingos et al. 2002).

As plantas podem tolerar esse estresse, neutralizando as EROs através do sistema de
defesa antioxidante, que envolve metabdlitos e enzimas, distribuido desigualmente entre os
compartimentos celulares, como mostra a figura 2 (Bray et al. 2000; Paolleti et al. 2008).

O termo antioxidante pode ser definido como qualquer composto capaz de neutralizar
as EROs, sem se converter em um radical destrutivo. Os antioxidantes tém a funcdo de
interromper as cascatas de oxidagdes incontrolaveis (Noctor & Foyer 1998).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos estdo os compostos com alto potencial
redutor, como o 4cido ascérbico, carotendides, tocoferdis, poliaminas e glutationa (Sharma &
Davis 1997; Bray et al. 2000). Dentre os antioxidantes enzimaticos, estdo a ascorbato
peroxidase, catalase, deidroascorbato redutase, glutationa redutase, monodeidroascorbato

redutase e a superoxido dismutase (Bray et al. 2000).

] -PA
nucleo Cloroplasto - SOD, GR, APX, DHAR, MDHAR,
g AA, PA, CARO, GSH

Citosol - GR, SOD, APX, CAT, DHAR, GPX
GSH, PA, AA

Membrana plasmatica - TOC
AA

Peroxissomos - CAT, SOD, APX
AA, GSH

Mitocondria - GR, SOD, APX,
AA, PA, GSH

Apoplasto . 5op, Apx
AA, GSH

Figura 2. Localizacio dos antioxidantes em uma célula vegetal. Antioxidantes nao-
enzimdticos representados em azul: AA- dcido ascérbico; CARO- carotendides; GSH-

glutationa; PA- poliaminas; TOC- tocoferdis. Antioxidantes enzimdticos representados em



vermelho: APX- ascorbato peroxidase; DHAR- deidroascorbato redutase; GR- glutationa
redutase; GPX- glutationa peroxidase; MDHAR- monodeidroascorbato redutase; SOD-
superdxido dismutase (de acordo com Bray et al. 2000; Mittler 2002) (figura modificada de
de Staehelin & Newcomb 2000).

As principais vias de neutralizagdo de EROs de plantas incluem: a superédxido
dismutase, encontrada em quase todos os compartimentos celulares, que converte O, em
H,0,; glutationa peroxidase, encontrada no citosol e catalase, nos peroxissomos, ambas
neutralizam H,O; e os antioxidantes do ciclo ascorbato-glutationa (fig. 3) (Mittler 2002).

Os compostos do ciclo ascorbato-glutationa, também conhecido por Foyer-Halliwell-
Asada, ocorrem em cloroplastos, citosol, mitocondrias, apoplasto e peroxissomos. A presenca
de seus compostos em todos estes compartimentos celulares e a alta afinidade de APX ao
H,0; sugerem que este ciclo tem uma funcio crucial no controle dos niveis de EROs. Em
contraste com a APX, a enzima catalase, que também atua sobre H,0,, estd presente apenas
em peroxissomos, mas € indispensavel na detoxificacdo de H,0O,, quando este se encontra em

niveis muito elevados (Mittler 2002).

GSSG NADPH

XPX MDHAR GJAR GR
NADP*

MDHA

Figura 3. Ciclo Ascorbato-Glutationa - Acido ascérbico (AA) reage com H,O, na presenca
de ascorbato peroxidase (APX) para formar monodeidroascorbato (MDHA). Ascorbato (4cido
ascorbico) pode ser regenerado a partir de MDHA pela acao de monodeidroascorbato redutase
(MDHAR) ou por dismutacio espontanea em AA e deidroascorbato (DHA). AA € regenerado
de DHA na reacdo catalisada por deidroascorbato redutase (DHAR), por meio da oxidagdo da
glutationa reduzida (GSH) em GSSG. A GSH ¢ regenerada na presengca de NADPH pela
glutationa redutase (GR) (figura de Blokhina et al. 2003).

O disturbio no balango pré-oxidante/antioxidante, em favor das EROs, pode levar ao

estresse oxidativo (Iriti & Faoro 2008).



Em muitas plantas, a exposi¢do ao 0zOnio e a outros fatores de estresse oxidativo pode
estimular a sintese de metabdlitos antioxidantes e aumentar as atividades das enzimas
antioxidantes, o que € importante para regenerar as formas ativas dos antioxidantes (Bray et al.
2000; Blokhina et al. 2003), ja que para uma eficiente neutralizacdo das EROs € necessdria a
manutencao de alta taxa GSH e AA reduzidos por oxidados (Mittler 2002).

Em certos casos, a superexpressao de uma ou mais enzimas antioxidantes pode prover
protecdo contra o estresse oxidativo; por isso, plantas tolerantes ou aclimatadas podem conter
altas concentragdes de antioxidantes para minimizar danos causados pelas EROs (Bray et al.
2000).

No entanto, a capacidade antioxidante é muito dependente da severidade do estresse,
bem como da espécie, gendtipo e do estdgio de desenvolvimento da planta. A capacidade
antioxidativa foliar também varia com a idade fisioldgica da folha e com sua posi¢do em
relacdo a interceptacdo da irradiancia (Dat et al. 2000; Karnosky et al. 2006).

Os danos oxidativos gerados pelo 0zonio podem se tornar visiveis em folhas, na forma
de cloroses, necroses e pigmentacdes, em plantas sensiveis. Por esta razao, tais injirias podem
ser usadas para medir os efeitos deste poluente (VDI 2003).

Nessas plantas sensiveis ao 0zonio, a formacao inicial de EROs a partir da reacdo do
ozOnio com dgua € seguida por uma cadeia de reagdes oxidativas secunddrias, derivada de
H,0, ou de O,", dependendo da espécie. Essa explosdo oxidativa secunddria é inicialmente
localizada no apoplasto foliar e depois se expande para o citoplasma e compartimentos
subcelulares, levando a formacao de lesoes visiveis (Burkey et al. 2006).

De acordo com De Temmerman et al. (2004), espécies ou cultivares usadas para
monitorar a distribuicdo temporal e espacial dos efeitos dos poluentes e que demonstram
claramente seus efeitos a partir de sintomas visiveis como necroses e cloroses, sdo
denominadas bioindicadoras.

O emprego de plantas bioindicadoras para monitoramento da presenga de 0z6nio na
atmosfera, entre outros poluentes, conhecido por biomonitoramento, ndo pretende e nao
consegue substituir medi¢des de concentragdes de poluentes através de métodos fisico-
quimicos. No entanto, oferece suporte e conhecimento cientifico para estabelecer padrdes de
qualidade do ar, com base nos valores-limite que causam efeitos sobre as plantas; tem
relevancia ecoldgica, pois demonstra a pressdo da poluicdo do ar sobre as plantas de
comunidades e ecossistemas e detecta efeitos na biodiversidade (De Temmerman et al. 2004).

Se o método for altamente padronizado, a planta bioindicadora poderd, além de

qualificar o ambiente, quantificar os niveis do poluente.
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O biomonitoramento pode ser passivo quando plantas sdo observadas in sifu,
constituindo importante método para o estudo das interagdes entre plantas e os poluentes em
seu ambiente natural ou pode ser ativo quando cultivares especificas sdo levadas de forma
padronizada para pontos especificos de monitoramento (Domingos et al. 2002; De
Temmerman et al. 2004).

Injurias foliares visiveis sdo causadas por vdrios fatores de estresse (Vollenweider &
Gunthardt-Goerg 2006) e, por isso, existem critérios bem estabelecidos para diagnosticar as
injurias foliares induzidas por ozdnio (fig. 4): os sintomas aparecem geralmente como
pontuagdes escuras ou descoloracdo (avermelhada ou bronze) na superficie adaxial (fig. 4 c);
sintomas ocorrem entre as nervuras (fig. 4 b); os sintomas inicialmente aparecem com grande
severidade nas folhas mais velhas, préximas a base da planta (fig. 4) (Novak et al. 2003);
folhas danificadas tendem a ter senescéncia acelerada (fig. 4 d); porcdes sombreadas
geralmente nio apresentam injdrias, promovendo o ‘“efeito sombra” (fig. 4 e) (Fundacién

CEAM 2009).

Figura 4. Injurias foliares provocadas por ozonio. a. Planta de Sambucus ebulus exposta ao
0zOnio em camara de fumigacao, b. Planta de Hibiscus syriacus exposta ao 0zonio em camara

de fumigacdo, c. Planta de Ulmus glabra com sintomas de ozonio, observada em campo, d.
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Planta de Salix alba exposta ao ozdnio em camara de fumigacdo, e. Planta de Cornus
sanguinea com sintomas de ozdnio, observada em campo (fotos: a, b, ¢, d retiradas de

www.ozoneinjury.org; foto e retirada de Sanchez et al. 2003).

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ é uma cultivar ja padronizada como bioindicadora de O;
em regides de clima temperado, reage muito rapidamente e especificamente ao 0zonio, com
injurias visiveis muito caracteristicas, que se encontram ilustradas na figura 5 (VDI 2003).
Por isso essa cultivar tem sido utilizada em numerosos estudos de biomonitoramento pelo
mundo todo ha vdrias décadas (Franzle 2006; Klumpp et al. 2006). Outras espécies nativas da
Europa sdo similares ao tabaco ‘Bel W3’ em relag@o a sensibilidade ao ozo6nio, é o caso de
Malva sylvestris e Rumex crispus, que mostram efeitos visiveis em relacdo a este poluente

(Wohlgemuth et al. 2002).

L&

Figura 5. Injdrias caracteristicas de ozonio em folhas de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ (foto:

Sant’anna 2007).

No entanto, o tabaco ‘Bel W3’, segundo Sant’anna (2007), ndao apresenta bom
potencial para quantificar os niveis de ozonio na cidade de Sao Paulo ja que houve uma baixa
explicabilidade do modelo encontrado entre danos foliares e as concentragdes de ozonio.

Na verdade, a eficiéncia de uma espécie bioindicadora depende de sua sensibilidade a
outros fatores de estresse, que podem ocorrer no local que se deseja monitorar, bem como as
doses de poluente encontradas neste local, que pode exceder a capacidade de resposta da
planta, devido a sua extrema sensibilidade. Sendo assim, pode-se supor que plantas nativas da
regido a ser monitorada podem ser bioindicadoras mais eficientes do que as que nio sdo

nativas.
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Assim, uma cultivar comprovadamente sensivel ao ozonio de uma espécie de origem
tropical, como a Ipomoea nil Scarlet O’Hara, como mostraram Nouchi & Aoki (1979), pode
vir a ser uma bioindicadora mais eficiente para Sdo Paulo do que Nicotiana tabacum ‘Bel
w3,

Ipomoea nil, também conhecida como corda de viola, corriola, campainha, entre
outros nomes populares, € uma espécie de planta trepadeira pertencente a familia
Convolvulaceae, nativa da América tropical e apenas cultivada em zonas de clima temperado

(Bianchini 1998).
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Figura 6. a. Distribuicdo geogréfica de /. nil (Bianchini 1998); b. Planta de Lnil ‘Scarlet O’

Hara’; ¢. Flor de Ipomoea nil ‘Scarlet O’ Hara’.

Na regido Sudeste do Brasil, esta espécie € muito comum em vegetacdo nativa, em
areas agricolas e até em jardins (Bianchini 1998). No geral, I. nil, considerada como planta
daninha, apresenta vasta e expressiva ocorréncia no Brasil, sendo uma das espécies do género
mais freqiientes nas dreas de producdo agricola (Duarte et al. 2008).

Plantas daninhas, em geral, possuem diversificados e complexos mecanismos de
adaptacdo, que lhes permitem, em curto prazo, sobreviver as variacdes do ambiente e
reproduzir-se em condi¢des adversas, gracas a sua alta capacidade de alteracdo de fendtipo,
como resposta as variagcdes do meio (Duarte et al. 2008).

Nouchi & Aoki (1979) observaram que plantas de 1. nil ‘Scarlet O’Hara’ expostas em
areas de Toquio em 1975 e 1976 apresentaram pontos esbranqui¢ados e necroses intervenais
nas folhas, que se assemelhavam as injurias foliares induzidas por oxidantes fotoquimicos e
estes eram mais severos nas folhas mais velhas. Além disso, a concentragido dos oxidantes na

atmosfera sempre pareceu ser maior quando ocorriam necroses foliares nessas plantas,
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destacando o potencial bioindicador de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara para oxidantes
fotoquimicos, inclusive o0z6nio. Com a finalidade de comprovar esse potencial, Nouchi &
Aoki (1979) realizaram um experimento controlado em camara de fumigacdo com 0z6nio no
qual plantas de I. nil foram expostas a vdrias concentracdes do poluente por diferentes
periodos de tempo. Verificou-se que uma concentracdo de 300 ppb de ozdnio por uma hora
gerou severos pontos esbranquicados ou necroses, enquanto nenhuma injtria foi observada
em exposicdo a 75 ppb por 4 horas. As injirias observadas neste experimento foram
semelhantes as observadas em campo, confirmando que as injuirias observadas em campo
foram devido ao ozdnio. Os autores concluiram, entdo, que plantas dessa cultivar podem ser
bioindicadoras para oxidantes fotoquimicos, devido a sua alta sensibilidade, seu fécil
crescimento, sendo adequadas para longas exposicoes, ja que produz muitas novas folhas e os
sintomas de injudrias em suas folhas sdo caracteristicos e facilmente identificaveis.

Ferreira (2007) realizou um estudo de campo, em 2006, com plantas de I. nil ‘Scarlet
O’ Hara’ expostas no parque do Ibirapuera em Sdo Paulo, regido caracterizada por altas
concentracdes de 0zOnio, com o intuito de avaliar se as flutuacdes sazonais nas concentragdes
totais de dcido ascorbico, na atividade de peroxidases totais (POD) e de super6xido dismutase
em plantas de I nil ‘Scarlet O’Hara’ afetavam a manifestacio de sintomas visiveis
supostamente induzidos por 0zonio. Além disso, procurou determinar quais fatores ambientais
estavam associados a variacdo nas respostas antioxidativas e na intensidade de sintomas
foliares. Em sintese, o autor observou que as respostas antioxidativas foram menos intensas
no verdo, coincidindo com as maiores porcentagens de injurias € maior concentracdo média
de ozodnio. Por outro lado, na primavera, época em que a dose de exposicdo acumulada de
ozOnio foi similar a observada no verao, as respostas antioxidativas foram mais expressivas e
a intensidade de injdrias foliares foi menor do que a observada no verdo. Esses resultados
indicam que a intensidade dos sintomas visiveis nas plantas dessa cultivar pode ser modulada
pelo sistema antioxidante, apontando para a necessidade de se aprofundar e ampliar o
conhecimento sobre o tema antes que esta seja rotineiramente utilizada como bioindicadora de
ozOnio nas regides de clima tropical. Além disso, Ferreira (2007) verificou que as injurias
foliares foram caracterizadas por cloroses e necroses internervais na face adaxial das folhas
(figura 7), que parecem diferentes daquelas descritas por Nouchi & Aoki (1979), um aspecto

que também precisa ser melhor investigado.
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Figura 7. Folha de planta de Ipomoea nil ‘Scarlet O’ Hara’ exposta no Parque do Ibirapuera,

S.P. com injurias supostamente induzidas por ozo6nio (Ferreira 2007).

Na realidade, deve-se considerar que a andlise de antioxidantes totais, como fez
Ferreira (2007), ndo revela o balanco redox de uma célula e, assim, o potencial de oxi-redugdo
das plantas submetidas a fatores de estressse oxidativo. Isto porque s@o as formas reduzidas
de dcido ascdrbico e de glutationa que atuam como antioxidantes. Sua disponibilidade nas
células depende da eficiéncia de enzimas regeneradoras das formas oxidadas destes
metabodlitos (Hong-bo er al. 2008). Essa idéia é reforcada Burkey er al. (2006), ao
comentarem que ndo basta que as plantas sintetizem uma quantia suficiente de dcido
ascorbico, é preciso também que demonstrem boa capacidade para reduzir sua forma oxidada.
Tais parametros, em conjunto, sdo marcadores importantes para avaliar a eficiéncia do ciclo
ascorbato glutationa, j4 que mudangas nesse ciclo podem se manifestar por meio de taxas
alteradas entre as formas reduzidas e oxidadas de dcido ascérbico e de glutationa (Tausz et al.
2004).

Assim, dando continuidade a pesquisa realizada por Ferreira (2007), o presente estudo
foi proposto para testar as seguintes hipoteses: (1) variagdes na capacidade de oxi-redugdo de
plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’, expostas em um local contaminado por O3, ocorrem
em resposta a um gradiente de condicdes ambientais; (2) as mencionadas variacdes interferem
no surgimento de injurias foliares caracteristicas da exposicao a esse poluente, ja que uma alta
capacidade de oxi-reducdo pode atenuar os danos oxidativos. Se essa segunda hipétese for
comprovada, podem-se esperar mudancas na relacdo linear entre danos e concentracdes de O3
ou uma defasagem de tempo entre um aumento da concentracdo deste e a ocorréncia da
injuria visivel, o que pode diminuir a eficiéncia desta espécie para programas de

biomonitoramento em regides urbanas brasileiras.
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Para testar estas hipoteses, este estudo tem como objetivos:

1. Verificar se hd variacdes em indicadores da capacidade de oxi-reducdo (atividades de
ascorbato peroxidase, glutationa redutase e superoxido dismutase, e estado redox de acido
ascorbico e glutationa), em plantas de I. nil ‘Scarlet O’ Hara’ expostas em ambiente
contaminado por 0z0nio, em resposta as oscilacdes nas condi¢des ambientais, tanto no que diz

respeito a contaminacao atmosférica propriamente dita quanto as condi¢cdes meteoroldgicas.

2. Identificar quais fatores ambientais determinam as varia¢des nos indicadores da capacidade

de oxi-reducao mensurados nestas plantas.

3. Verificar se as variacdes na capacidade de oxi-redugdo interferem no surgimento € na
intensidade de injdrias foliares nas plantas expostas no ambiente contaminado e, assim, na

eficiéncia da cultivar para biomonitoramento de 0zonio em dreas urbanas brasileiras.

Este estudo de mestrado esteve inserido em um projeto maior financiado pela FAPESP
(Proc. 05/51169-9): Respostas fisioldgicas, antioxidativas e estruturais aos fatores ambientais
em plantas bioindicadoras sensiveis a compostos do smog fotoquimico. Tal projeto visou
identificar, entre as cultivares Nicotiana tabacum ‘Bel-W3’, Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ e
Psidium guajava ‘Paluma’ aquela cuja resposta bioindicadora de ozo6nio visivel seria menos
influenciada por reacdes fisioldgicas, metabdlicas e estruturais provocadas por fatores do

ambiente durante o periodo de estudo, ao longo das quatro estacdes do ano de 2008.

16



Material e Métodos

Local de estudos

O local de estudos fica inserido no Instituto de Botanica e este no Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga — PEFI (fig. 8 e 9), situado na regido sul do municipio de Sdo Paulo
(23°457°-23°55°S), limite com o municipio de Diadema, no Estado de Sao Paulo. Apresenta
altitudes médias de 770 e 825 m. Este parque tem um dos mais significativos remanescentes
de Mata Atlantica em 4rea urbana do pais (Barros et al. 2002). O PEFI foi criado em 1893
com a finalidade de proteger os recursos hidricos da bacia do riacho Ipiranga e suplementar o
abastecimento de dgua na capital (Barbosa et al. 2002).

Em func¢do de sua situacido geogrifica muito proxima de municipios que apresentam
intensa industrializacdo, como € o caso de Diadema e Sdo Bernardo do Campo, o PEFI pode
estar submetido a indmeros poluentes caracteristicos de dreas industrializadas (Domingos et
al. 2002; Fernandes et al. 2002). Além disso, o PEFI esta inserido em uma area altamente
urbanizada sendo atingido por poluentes aéreos emitidos por um grande numero de veiculos
que circulam na regido (Domingos et al. 2002).

Estudos de biomonitoramento realizados por Domingos et al. (2002), Sant’anna et al.
(2008) e Esposito et al. (2009), no mesmo local, demonstraram que este ¢ atingido por niveis
fitotéxicos de componentes do smog fotoquimico, como o ozoénio. Considerando que o
Instituto fica a aproximadamente 3 km de distdncia de uma avenida com alto fluxo de
veiculos (fig. 9 seta), os precursores deste poluente parecem vir predominantemente destas
fontes veiculares e das emissdes biogé€nicas do préprio fragmento florestal do PEFI (Souza et

al. 2009). Trata-se, portanto, de um local adequado para a realizacdo deste estudo.
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Figura 8. Vista Aérea de uma parcela do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) no
municipio de Sao Paulo (fonte: http://atlasambiental.prefeitura.sp.gov.br acesso em

15/01/2009).

Figura 9. Imagem de satélite do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no municipio de Sao
Paulo. A seta aponta a Av. Miguel Stéfano, que corta o PEFI; A sigla IBT, localiza o Instituto
de Botanica dentro do PEFI (fonte: http://maps.google.com.br acesso em 15/01/2009).
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Cultivo e exposicao das plantas

Sementes de Ipomoea nil cv. ‘Scarlet O’Hara’ (fig. 10 a) foram fornecidas pela CN

Seeds Ltd ( http://www.cnseeds.com.uk/ ).

Figura 10. Sementes de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ (a) ; Gerbox com sementes de 1. nil em

fase de germinacgao (b) e Plantulas de I. nil (c).

Estas sementes foram germinadas em caixa pldstica transparente com drea de 100 cm?
(gerbox; fig. 10 b). O surgimento e expansdo das folhas cotiledonares (fig. 10 c¢) ocorriam em
média 10 dias apdés a semeadura, quando, entdo, as plantulas formadas eram transplantadas
em vasos plasticos de 1,5 litros com substrato comercial Plantimax (Eucatex), composto a
base de casca de pinus, vermiculita e turfa.

Com o intuito de promover a irrigacdo por capilaridade ao longo do cultivo e
exposi¢ao das plantas, na base dos vasos, foram inseridos 3 corddes de ndilon (fig. 11 a), que
ficavam submersos em dgua de torneira sobre caixas plésticas cobertas por tela de arame
galvanizado, segundo modelo proposto pelo VDI (2003). Todo esse processo de cultivo
ocorreu em casa de vegetacdo localizada no Instituto de Botanica, (fig. 11 b), que recebe ar
filtrado por filtros de carvao ativado e de 1a de vidro e de papel, para impedir a passagem de
poluentes particulados e gasosos. Além disso, para garantir o bom desenvolvimento das
plantas na casa de vegetacdo, através de dois aparelhos de ar condicionado, foi mantida uma

temperatura média de 21 °C.
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Figura 11. Vaso com corddes de ndilon inseridos em sua base (a) e casa de vegetacdo do

Instituto de Botanica de Sao Paulo (b).

Devido ao porte volivel de 1. nil, apds o transplante cada vaso recebeu uma estaca de
bambu para suportar o crescimento das plantas (fig. 12). Semanalmente, até o inicio da
exposi¢ao, as plantas receberam 50 ml de solug¢do aquosa preparada com adubo comercial

contendo 20:20:20 de N, P e K, além dos principais micronutrientes.

Figura 12. Estacas de bambu em vasos de plantas de /. nil no interior da casa de vegetacao do

Instituto de Boténica.
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Aproximadamente 30 dias apds o transplante, 36 plantas foram colocadas no ambiente
externo da casa de vegetagdo, caracterizando o inicio de cada exposi¢cado, momento em que as
folhas 6 e 7 mais velhas do ramo principal (fig. 13), estavam totalmente expandidas (fig. 14
a). Consideraram-se as folhas cotiledonares como as de nimeros 1 e 2. Somente 6 plantas
continuaram dentro da casa de vegetacdo e serviram como referéncia para os danos foliares

visiveis.

f.4

Figura 13. Posicionamento das folhas de Ipomoea nil (imagem modificada de

http://malherbologie.cirad.fr acesso em 15/01/2009).

Essas 36 plantas retiradas da casa de vegetacdao foram expostas no mencionado
ambiente sobre 4 estantes metdlicas (fig. 14 b), com sombreamento de 50% (nas 3 laterais e
no topo). Em cada estante, foram colocados 9 vasos, dispostos sobre uma tela de arame
galvanizado, colocada sobre caixas pldsticas utilizadas como reservatério de dgua. Placas de
isopor perfuradas impediam que os vasos tombassem. Ao longo do tempo de permanéncia no
local, as plantas continuaram recebendo irrigacdo por capilaridade, por meio dos corddes de

nailon, como recomendado pelo VDI (2003).
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Figura 14. Plantas expostas, com folhas totalmente expandidas (a) e estante com a

distribuicao de vasos de /. nil em drea externa e proxima da casa de vegetacdo (b).

Cada exposi¢ao das plantas no ambiente externo teve duragdo de 28 dias. Em 6 dias
sorteados, no decorrer desse periodo, foram retiradas 6 plantas igualmente sorteadas. Foram
realizadas 2 exposi¢des no verdo e 3 exposi¢des nas demais estacdes do ano de 2008. Para
todas as exposicoes, foram sempre seguidos os mesmos procedimentos de cultivo e exposicao
acima descritos.

A estagdo considerada verao iniciou no dia 14 de janeiro de 2008 e terminou no dia 07
de abril de 2008, compreendendo a exposicdo 1 (14/01 — 11/02) e a exposicdo 2 (10/03 —
07/04); a estacdo considerada outono iniciou no dia 07 de abril de 2008 e finalizou no dia 30
de junho de 2008, compreendendo a exposi¢ao 1 (07/04 - 05/05), exposi¢ao 2 (05/05 — 02/06)
e exposicao 3 (02/06 — 30/06); a estacdo considerada inverno comecou no dial4 de julho de
2008 e foi até o dia 06 de outubro de 2008, compreendendo a exposi¢ao 1 (14/07 — 11/08),
exposi¢ao 2 (11/08 — 08/09) e exposi¢do 3 (08/09 — 06/10) e a estagdo considerada primavera
iniciou em 13 de outubro de 2008 e terminou em 05 de janeiro de 2009, com a exposi¢do 1
(13/10 — 10/11), exposi¢ao 2 (10/11 — 08/12) e exposicao 3 (08/12 — 05/01).

Em cada dia de amostragem por exposicao, as folhas 6 e 7 de cada planta sorteada,
previamente marcadas, foram analisadas quanto a atividade de enzimas e a concentragdo de
compostos ndo enzimaticos, estimando-se também sua capacidade oxi-reducdo. A utiliza¢do

destas folhas, em particular, foi recomendada pelo VDI (2003).
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Analises de antioxidantes

Nas folhas 6 e 7 de cada planta sorteada, foram determinadas as concentracdes de
dcido ascérbico (AA) e glutationa (GSH), em suas formas reduzida e oxidada, e a atividade
das enzimas ascorbato peroxidase (APX), super6xido dismutase (SOD) e glutationa redutase
(GR).

Para todos os antioxidantes, exceto para glutationa, as andlises foram feitas nas folhas
6 e 7 isoladamente. A andlise de glutationa, ultima etapa analitica, foi realizada em uma
amostra mista por planta contendo o restante das folhas 6 e 7. Cabe destacar que, em uma das
exposicoes do verdo, a quantidade do material vegetal disponivel ndo foi suficiente para a
andlise de glutationa e, em uma das exposicdes da primavera, por problemas de ordem
técnica, ndo foi feita a analise de acido ascorbico.

A andlise de 4cido ascorbico foi realizada no proprio dia sorteado para amostragem,
devido a sua instabilidade quimica. Em relacdo as enzimas APX, GR e SOD, apoés a extracao
e centrifugacdo das amostras, os sobrenadantes foram congelados em freezer 80°C para
posterior andlise. Para a andlise de glutationa, a mencionada amostra mista de folhas frescas
era também congelada, para que no dia de andlise ocorresse a extracao e centrifugacao.

Apo6s a coleta de todo o material vegetal para as diferentes andlises, uma das folhas
que havia restado na planta foi inicialmente pesada, para obtencdo da massa fresca, e, em
seguida, colocada em estufa a 70°C, onde permanecia por 7 dias, para a obtencdo da massa
seca. A razd@o entre massa fresca e seca foi utilizada somente para expressar os resultados
relacionados aos antioxidantes por grama de massa seca.

Para andlise do 4cido ascérbico, o material vegetal fresco, aproximadamente 0,25 g,
foi homogeneizado com solu¢do de dcido metafosférico (HPO3) 6% com etileno diamina tetra
acetato dissédio (EDTA) 1 mM. O extrato obtido foi centrifugado por 10 minutos a 10000
RPM e, para remover maiores impurezas, foi filtrado em papel filtro. Para a determinagdo de
acido ascorbico em sua forma reduzida (AA), 1 mL desse extrato foi diluido em 4 ml de 4gua
bideionizada e filtrado em uma membrana com porosidade de 0,22 um. Apenas 20 pum desta
solugdo foram injetados no equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
com detector ultravioleta A = 245 nm, coluna CI18, fase mével com solucdo aquosa
acidificada (pH 2,3) com é&cido ortofosférico (H3PO4) e uma vazdo de 1,00 mL/min em
temperatura ambiente. Para a determinacdo de 4cido ascérbico total (AA+DHA), o 4cido
ascOrbico oxidado (DHA) foi totalmente reduzido a AA através da mistura de 1 ml do extrato
vegetal com 0,4 mL de ditiotreitol (DTT) 0,2% e 0,2 mL de fosfato de potdssio dibdsico

anidro (K2HPO4) 45%. Esta solucao foi mantida no escuro por 15 minutos para depois receber
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0,4 mL de H3;PO4 2M e 3 mL de dgua bideionizada. O extrato final foi injetado no
equipamento de CLAE. O d4cido ascoérbico das amostras foi identificado pelo tempo de
retencao e seu espectro de absor¢do. O contetido de DHA foi calculado pela subtracdo do AA
total do AA reduzido determinado inicialmente. Essa metodologia foi adaptada a partir do
trabalho de Lopez et al. (2005). O potencial oxi-reducdo do acido ascorbico foi obtido pela
divisdo da concentracdo de AA pela concentracdo de AAtotal, seguindo sugestao de Burkey et
al. (2006) e Di Baccio et al. (2008).

Para analise da atividade da APX, o material vegetal, aproximadamente 0,5 g, foi
homogeneizado com tampao fosfato de potdssio 50 mM pH 7,0, triton 0,05%,
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 10% e acido ascérbico 1 mM e depois centrifugado por 10
minutos a 10000 RPM. O extrato obtido foi dividido em duas aliquotas, pois este também foi
utilizado para avaliar a atividade da enzima SOD. Estas aliquotas foram congeladas em
freezer -80°C para posterior andlise. Uma parcela da aliquota (300 pul) separada para a andlise
de APX, ap6s descongelamento, recebeu a seguinte mistura: 2 ml de tampao fosfato 80 mM,
pH 7,0, 350 ul de EDTA 1mM, 300 ul de 4cido ascérbico 10 mM, 300 de pl peréxido de
hidrogénio (H,0,) 2 mM. Foi feita a mesma mistura, porém sem a amostra, o que serviu de
controle. Para medir a atividade da APX foi observada a decomposicdo do 4cido ascérbico da
mistura com amostra, na fase linear da reacdo, comparada com a mistura controle, através de
espectrofotometro UV/VIS com A=290 nm, de 5 em 5 segundos, por 2 minutos. Essa
metodologia foi baseada em Asada (1984), com modificacdes.

Na aliquota do extrato acima mencionado, que foi reservada para determinagdo da
atividade da SOD (50 pl), apos descongelamento, foram acrescidos: 0,95 ml de tampao
fosfato 100 mM pH 7.0, 0,5 ml de EDTA 0,0004 mM, 0,5 mL de metionina 1 mM, 0,5 ml
azul p-nitrotetrazolio (NBT) 5 mM e 0,2 ml de riboflavina 1 mM. Essa mistura ficou exposta
15 minutos sob luz fluorescente (80 W), sendo que cada amostra exposta a luz teve seu
controle, que ficou protegido de luz. Cada par de amostras foi levado ao espectrofotometro
UV/VIS A= 560 nm. A atividade de SOD foi medida indiretamente pela inibi¢do da reducio
do composto NBT, ja que a SOD compete com o NBT pelo anion superéxido (O,") que é
gerado fotoquimicamente pela riboflavina. Uma unidade de atividade de SOD ¢ definida pela
quantidade da enzima que causa 50% da reducdo do NBT. Essa metodologia foi baseada em
Ramachandra Reddy et al. (2004), com modificacdes.

O material vegetal destinado as andlises de GR, aproximadamente 0,3 g, apds ser
homogeneizado com tampao fosfato de potdssio 50 Mm, pH 7,8, dcido ascérbico 5 mM,
EDTA 5mM e PVPP (10%) foi centrifugado por 10 minutos a 10000 RPM. O sobrenadante

obtido foi congelado em freezer -80°C. Em uma parcela (15 ul) de extrato descongelado,
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foram acrescidos 1,5 mL da mistura mantida a 30 °C de tampao fosfato 100 mM, pH 7.5 e 3
carboxi-4-nitrofenil dissulfeto (DTNB) 1 mM. Em seguida, outros reagentes foram
adicionados: 0,1 mL de glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e 0,1 mL de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) 0,1 mM, este dltimo permite a reducdo da GSSG pela enzima
GR em GSH (glutationa reduzida). Por fim, esta solucdo foi levada ao espectrofotdmetro A=
412 nm, com um controle (mesma mistura sem a amostra), onde a atividade da GR foi
observada através da detec¢do de glutationa reduzida, através do DTNB (reagente de cor)
durante 15 segundos, com intervalos de 1 segundo. Essa metodologia foi proposta por
Ramachandra Reddy et al. (2004), sendo utilizada ap6s modificacdes.

O material vegetal armazenado para a determinacio da glutationa, aproximadamente 1
g proveniente das folhas 6 e 7, apds descongelado, foi triturado com &cido sulfosalicilico 5%
e centrifugado a 20 minutos a 10000 RPM. Para a obtengdo das concentracdes de glutationa
reduzida (GSH), em uma parcela deste extrato (0,25 mL), foram acrescidos: 1,75 mL de
solucdo tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 e 0,1 mL de DTNB 3 mM. Apds 5 minutos de reacao
(em ambiente claro), foi feita a leitura em espectrofotometro UV/VIS, A= 412nm. Para
determinar a glutationa total (GSH + GSSG), na mistura utilizada anteriormente foram
acrescidos 100 uL. de NADPH 0,4 mM e 4 pL de glutationa redutase, para que toda a
glutationa oxidada (GSSG) fosse reduzida e, apds 20 minutos de reacdo (em ambiente claro),
foi feita uma nova leitura em espectrofotometro A= 412nm. O conteido de GSSG foi
calculado pela subtracdao da Gtotal da GSH reduzida determinada inicialmente. O potencial
oxi-redu¢do de glutationa foi também obtido pela divisdao da concentracdo de GSH pela
concentracdo de Gtotal (glutationa total). Essa metodologia foi baseada em Israr et al. (20006),

com modificagdes.

Monitoramento das condi¢coes ambientais

Durante o periodo de exposicdes, os dados meteorolégicos (temperatura, umidade
relativa do ar, indice pluviométrico e radiacdo solar global) foram obtidos junto a estagcdo
meteorolégica do Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da
Universidade de Sao Paulo (IAG - USP), que estid sediada na édrea de estudo, o Parque
Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI).

O monitoramento continuo das concentracdes de 6xidos de nitrogénio (NO e NO,) e de
ozbnio (O3), compostos que caracterizam o smog fotoquimico, no local escolhido para
realizacdo do estudo, foi realizado por outros integrantes do ‘“Projeto Bioindicadores -

FAPESP”, por meio de analisadores HORIBA.
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Analise de sintomas foliares visiveis

As mesmas folhas 6 e 7 das plantas sorteadas, antes de qualquer andlise destrutiva,
foram avaliadas quanto a ocorréncia de sintomas foliares semelhantes aos induzidos pelo
ozOnio por outros integrantes do projeto financiado pela FAPESP. A porcentagem da area
foliar afetada pelos mesmos foi estimada visualmente seguindo as recomendagdes de Schaub
et al. (2001) e do VDI (2003). Os resultados foram expressos em porcentagem de drea foliar

danificada e apresentados na forma de médias de danos nas folhas analisadas por planta.

Analises Estatisticas

Diferencas estatisticas na atividade ou concentracdo dos antioxidantes entre as
exposicoes e entre as estagcdes do ano foram determinadas por meio de andlise de variancia
ndo paramétrica (teste de Kruskal-Wallis), seguidas de testes de comparacdes multiplas (Teste
de Student-Newman-Keuls ou de Dunn), quando pertinentes.

As relacdes entre variacdes nos antioxidantes das plantas de 1. nil ‘Scarlet O’Hara’,
mantidas por 28 dias no local de estudo, nas diferentes exposicdes das quatro estagdes do ano,
e variacOes nas condi¢des ambientais foram testadas por meio de andlises exploratérias de
correlacdo de Pearson e de andlises de regressao multivariadas.

Inicialmente, realizaram-se andlises de correlacdo de Pearson entre cada indicador do
sistema antioxidante e fatores ambientais com o objetivo de verificar quais fatores, entre os
meteoroldgicos (radiacdo solar global, umidade relativa do ar, temperatura e precipitacdo) ou
ozOnio provavelmente afetariam as respostas antioxidativas. No caso de Os, tais andlises
foram realizadas com as médias de concentracdes maximas horarias em cada dia e com doses
acumuladas (AOTzero, AOT20 e AOT40). Além disso, procurou-se verificar se haveria uma
defasagem de tempo entre uma determinada mudanga nas condi¢des ambientais e seu reflexo
sobre o sistema antioxidante. Assim, realizaram-se as andlises de correlagdo entre valores
médios de antioxidantes por planta retirada em cada dia de amostragem, incluindo dados de
todas as exposi¢cdes, e valores médios dos mencionados fatores ambientais entre 2 e 6 dias
anteriores a cada dia de andlise dos antioxidantes, adotando esquema previamente proposto
por Ferreira (2007).

Em seguida, foram realizadas andlises de regressdo multivariada com todo o conjunto
de dados para determinar o quanto da variacdo nos niveis dos antioxidantes e na capacidade
de oxi-reducdo de acido ascérbico e de glutationa (varidveis dependentes) poderia ser

explicado por fatores abidticos (varidveis independentes) e quais destes contribuiriam
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significativamente para explicar, agora de forma combinada, as oscilacdes nas respostas
antioxidativas. Em tais andlises, foram igualmente utilizados os valores médios dos
antioxidantes por planta e os valores médios dos mencionados fatores ambientais entre 2 € 6
dias anteriores a cada dia de amostragem das plantas. No caso de O3, apenas uma das formas
de expressd-lo foi incluida em cada modelo. NO e NO, foram desconsiderados nestas
andlises, devido a inexisténcia de dados para toda a primavera. As andlises multivariadas
foram realizadas pelo método stepwise (passo a passo). Quando necessdrio, os dados das
varidveis dependentes foram transformados para alcancar a normalidade e igualdade de
variancia. O procedimento de ajuste de cada regressdo iniciou com um modelo saturado, ou
seja, com todas as varidveis presentes, removendo aquela de menor participacdo para explicar
as variacdes nos antioxidantes. Novos ajustes foram feitos seqiiencialmente, seguindo o
mesmo procedimento. Ao final, permaneceram no modelo somente as varidveis que
contribuiram significativamente para explicar as variacOes em cada indicador do sistema
antioxidante. Com o conjunto de modelos explicativos e significativos em maos, escolheu-se,
para cada indicador, aquele com maior explicabilidade, ou seja, aquele que gerou o maior
coeficiente de regressdo (rz).

Finalmente, realizou-se uma anélise de componentes principais, incluindo resultados
obtidos nas esta¢des do ano para a atividade das enzimas e concentragdes de acido ascorbico e
de glutationa, em suas formas reduzida e oxidada e porcentagem de drea afetada por danos
tipicamente induzidas por Os. O objetivo dessa andlise foi resumir a variabilidade total dos
dados e avaliar qualitativamente a relagdo entre niveis dos antioxidantes e intensidade de
injurias foliares. Para esta relacdo foram usados os valores médios dos resultados obtidos para
as 6 plantas retiradas em cada dia de amostragem, que foram transformados por ordenacao.

Os resultados obtidos no verdo ndo entraram nas andlises de correlagdo, de regressao e
de componentes principais, uma vez que as plantas nesse periodo foram infectadas por
microrganismos, possivelmente fungos, o que levou a ocorréncia de danos foliares nao

caracteristicos de 0zonio e que pode ter interferido nas respostas antioxidativas.
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Resultados
Condicoes climaticas

As condicdes climaticas no local de exposi¢do e no periodo de experimento estao
descritas na Tabela 1.

As maiores médias de temperatura ocorreram nas estagdes do verdo e primavera, a
maior temperatura maxima foi 34,3 °C e ocorreu durante a exposi¢do 1 da primavera e a
menor temperatura minima registrada foi 6,8 °C e ocorreu durante a exposicao 3 do outono.

Em relacdo a umidade relativa do ar, as maiores médias ocorreram na estacdo do
verdo, a maior umidade relativa maxima foi 100% e ocorreu na exposi¢do 1 da primavera e a
menor umidade relativa minima foi 18% na exposicdo 2 de inverno.

O maior indice de precipitacdo foi 222,8 mm na exposi¢ao 3 da primavera, estacao em
que se registrou a maior quantidade de chuva.O menor indice pluviométrico foi de 12,8 mm
durante a exposicao 2 do inverno. No entanto, foi durante a estacdo do outono que ocorreu o
menor indice de chuvas.

A maior média de irradiacdo solar global foi 19,7 MJ/m? e foi registrada na exposi¢ao
2 da primavera, estacdo com a maior média de irradiacdo. A menor intensidade de irradiagdao

. 2 . - L - . e
foi 10,7 MJ/m” e ocorreu na exposi¢dao 3 do outono, estagcdo com a menor média de irradiagao.

Tabela 1. Valores médios, mdximos e minimos de temperatura e de umidade relativa do ar;
valores acumulados de precipitacdo e médios de irradiacao solar global, no Parque Estadual

Fontes do Ipiranga (PEFI), durante os periodos de exposicao, nas estacoes do ano de 2008.

Exposi¢des de verdo: 1 (14/01 — 11/02) e 2 (10/03 — 07/04); Exposicdes de outono: 1 (07/04 - 05/05), 2 (05/05 —
02/06) e 3 (02/06 — 30/06); Exposi¢des de inverno: 1 (14/07 — 11/08), 2 (11/08 — 08/09) e 3 (08/09 — 06/10) e

exposicoes da primavera: 1 (13/10 — 10/11), 2 (10/11 — 08/12) e 3 (08/12 — 05/01/09).

. . . | Temperatura (°C) |Umidade Relativa (%) Precipitacdo | Irradiacao Solar
Estacoes | Exposicoes | | i ) i ) ) 5
méd | max | min | méd | max | min (mm) Global (MJ/m")
Verio 1 20,9 | 32,4 | 13,7 | 83,1 | 99,0 | 38,0 198,1 15,8
2 204 | 30,2 | 13,5 842 | 97,0 | 43,0 125,3 13,9
1 19,6 | 30,4 | 10,9 | 81,0 | 98,0 | 38,0 114,2 13,6
Outono 2 16,8 1 279 79 | 78,3 ] 98,0 | 31,0 18,8 12,3
3 16,51 270 | 6,8 | 81,3 ] 98,0 [ 38,0 52,3 10,7
1 16,7 | 285 7,2 | 758 | 98,0 | 25,0 80,9 13,2
Inverno 2 18,31 328 9,8 | 74,2 ] 98,0 | 18,0 12,8 15,8
3 16,8 | 334 | 89 | 82,1 |1 97,0 | 25,0 101,0 14,2
1 20,9 | 34,3 | 14,1 | 80,1 | 100,0] 24,0 114,1 17,0
Primavera 2 194 | 31,8 | 10,8 | 80,1 [ 99,0 | 28,0 109,5 19,7
3 20,51 329 | 139 | 81,8 1 97,0 | 24,0 2228 17,8
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Poluentes atmosféricos

O monitoramento de 6xidos de nitrogénio (NOx) foi realizado somente até a exposicao
2 de inverno, devido a problemas de ordem técnica em seu equipamento de medicdo.

Na Figura 15, observa-se que as médias de NO e NO, foram menores no verdo e
maiores no outono e inverno. A concentracdo mixima de NO foi 339,7 ppb na exposi¢do 2 do
outono e a maxima concentracdo de NO, foi 261,9 ppb durante a exposi¢do 3 do outono. As
médias de NO, foram maiores que as de NO em quase todas as exposi¢cdes, exceto na

exposicdo 1 de verdo e exposi¢do 2 de inverno.
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Figura 15. Concentracdes médias e maximas de 6xido de nitrogénio (NO) e de diéxido de
nitrogénio (NO;), em ppb, no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) durante os periodos

de exposicao do verdo e outono e exposicdes 1 e 2 do inverno, no ano de 2008. Exposicdes de
verdo: 1 (14/01 — 11/02) e 2 (10/03 — 07/04); Exposigdes de outono: 1 (07/04 - 05/05), 2 (05/05 — 02/06) e 3
(02/06 — 30/06); Exposi¢des de inverno: 1 (14/07 — 11/08), 2 (11/08 — 08/09).

Na figura 16 podemos observar que as concentracdes médias de ozOnio variaram de
6,5 ppb na primeira exposi¢do do verdo até 25,6 ppb na segunda do inverno. No entanto, as
maiores concentracdes maximas hordrias de 0ozonio do periodo ocorreram na exposi¢do 2 do
verdo (129,3 ppb) e na exposicdo 1 de outono (138,3 ppb).

Na tabela 2, foram apresentadas as doses acumuladas de ozodnio, AOTO: (dose
acumulada de valores horérios acima de O ppb); AOT20 (dose acumulada de valores horarios
acima de 20 ppb) e AOT40 (dose acumulada de valores hordrios acima de 40 ppb), em cada

periodo de exposicdo. Os menores valores para todos os indices foram observados na
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exposicdo 1 do verdo. Ja as maiores AOTO e AOT20 ocorreram na exposicdo 2 de inverno e

a maior AOT40 foi estimada para na exposi¢dao 1 do outono.
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Figura 16. Concentracdes médias e maximas hordrias de ozonio (em ppb), no Parque
Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), durante os periodos de exposi¢do nas diferentes

estacoes do ano de 2008. Exposi¢des de verdo: 1 (14/01 — 11/02) e 2 (10/03 — 07/04); Exposigdes de

outono: 1 (07/04 - 05/05), 2 (05/05 — 02/06) e 3 (02/06 — 30/06); Exposi¢des de inverno: 1 (14/07 — 11/08), 2
(11/08 — 08/09) e 3 (08/09 — 06/10) e exposi¢des da primavera: 1 (13/10 - 10/11), 2 (10/11 —08/12) e 3 (08/12 —
05/01/09).

Tabela 2. Doses Acumuladas de ozonio em (ppb.h) totais (AOTO0), acima de 20 ppb (AOT20)
e acima de 40 ppb (AOT40), no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), durante os

periodos de exposi¢cdo das estagdes do ano de 2008. Exposigdes de verdo: 1 (14/01 — 11/02) e 2 (10/03

—07/04); Exposi¢des de outono: 1 (07/04 - 05/05), 2 (05/05 — 02/06) e 3 (02/06 — 30/06); Exposi¢des de inverno:
1 (14/07 — 11/08), 2 (11/08 — 08/09) e 3 (08/09 — 06/10) e exposicdes da primavera: 1 (13/10 —10/11), 2 (10/11 -
08/12) e 3 (08/12 — 05/01/09).

Estacoes | Exposicoes AOTO0 AOT20 AOT40
Verio 1 2470,5 121,9 1,1
2 5700,2 1066,1 332,3
1 5585,0 14523 601,2
Outono 2 32270 200,2 18,7
3 7269,7 1021,6 109,0
1 8025,6 1902,0 2289
Inverno 2 10622,7 2789.4 596.9
3 7937.,8 856,6 62,5
1 0888,7 2045,6 272,5
Primavera 2 7987,7 1205,1 114,6
3 8856,2 1761,6 334,1
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Antioxidantes

Em geral, ndo houve diferenca significativa entre as folhas 6 e 7 para a atividade
enzimatica e para o conteudo dos compostos ndo enzimaticos das plantas de 1. nil ‘Scarlet
O’Hara’ amostradas ao longo do periodo experimental, de forma que os resultados ndo foram
apresentados separadamente para cada uma dessas folhas analisadas

Além disso, as respostas antioxidativas das plantas variaram entre os dias de
amostragem de cada exposicao, parecendo ser mais em funcdo de oscilagdes nas condi¢oes
ambientais do que em fun¢do da idade das folhas analisadas ou mesmo da idade das plantas,
visto que ndo foi verificada uma linha de tendéncia evidente que indicasse acréscimo ou
decréscimo na atividade ou concentracdo dos compostos analisados ao longo do tempo de
exposi¢ao (dados nao mostrados). Sendo assim, optou-se por mostrar os resultados relativos
as variacdes entre exposicdes em cada estacdo do ano e variacdes sazonais (figuras 17 a 28).
Cabe ressaltar, no entanto, que todos os dados obtidos por folhas de cada planta e por dia de
amostragem contribuiram para a construcao dos graficos e para a andlise das relacdes entre os
indicadores do sistema antioxidante e fatores ambientais.

Optou-se pela apresentacdo de resultados em gréaficos do tipo box-plot. Nesse tipo de
gréfico, a linha que divide os retangulos (boxes) indica a mediana dos dados; os retangulos
delimitam os 25% de dados acima e abaixo da mediana (percentis de 25 e 75); as barras de
erro mostram os valores menores situados entre os percentis de 10 e 25 ou maiores entre os de
75 e 90; os simbolos (®) apontam os outliers (valores extremos abaixo do percentil de 5 ou
acima do de 95). Essa apresentacdo possibilita representar a distribuicdo de um conjunto de
dados com base na mediana, podendo-se avaliar a simetria dos dados, sua dispersdao e a

existéncia ou nao de outliers.
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A atividade de APX aumentou gradativamente no decorrer das estacdes do verdo,

outono e inverno (fig. 17 a, b, c), obtendo-se a maior atividade nas plantas da tltima

exposicdo de cada uma dessas estacdoes. Na primavera (fig. 17 d), ao contrério, a atividade

dessa enzima foi significativamente menor na ultima exposi¢do em comparacdo com OS

valores obtidos nas 2 primeiras exposi¢oes. A atividade de APX, considerando-se cada

unidade amostral, variou de 10,6 (determinada na exposi¢do 2 da primavera) a 197,50 dA

min” g'(determinada na exposicdo 1 da estacdo primavera).
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Figura 17. Atividade de ascorbato peroxidase (APX) em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet

O’Hara’ durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d). Letras

maidsculas distintas indicam diferencas significativas entre as exposicdes (p < 0,05).
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A atividade de SOD nio variou significativamente entre as exposi¢des do verdo (fig.

18 a) e da primavera (fig. 18 d). J4 no outono (fig. 18 b), a atividade dessa enzima foi

significativamente menor nas plantas utilizadas na 2* exposicdo e mais alta na terceira. Por

outro lado, houve um decréscimo significativo e gradativo da atividade da SOD ao longo

inverno (fig. 18 ¢). A atividade de SOD variou de 1298,6 (medida em uma planta da 1°

exposi¢ao do outono) a 44576,1 (determinada na 3*. exposi¢do do outono) unidades de SOD
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Figura 18. Atividade de superdéxido dismutase (SOD) em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet

O’Hara’ durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d). Letras

maidsculas distintas indicam diferencas significativas entre as exposicdes (p < 0,05).
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Na estacdo de verdo (fig. 19 a), a atividade de GR foi significativamente menor nas

plantas da dltima exposi¢do. Na primavera (fig. 19 d), foi mais alta no tltimo periodo. E no

outono (fig. 19 b), a maior atividade foi observada na segunda exposicao. No inverno (fig. 19

¢), ndo houve diferenca significativa entre as exposicoes. A atividade de GR variou de 94,5 a

12488,1 dAmin™ g'1 (ambos os valores ocorreram na exposicao 1 de verao).
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Figura 19. Atividade de glutationa redutase (GR) em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’

durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d). Letras maidsculas

distintas indicam diferencas significativas entre as exposicdes (p < 0,05).
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No outono, as concentracdes de GSH mais altas ocorreram na exposicdo 2, em

comparacdo com os valores encontrados nos demais periodos de experimentagdo (fig. 20 b).

Nas duas dltimas exposi¢cdes do inverno e na ultima da primavera (fig. 20 c, d), as

concentracdes foliares de GSH foram significativamente menores. A concentracdo de GSH,

considerando o total de plantas analisadas durante todas as esta¢des do ano, variou de 0,5 a

9,8 umol g (na exposicdo 1 do outono e exposicio 1 do inverno, respectivamente).
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Figura 20. Concentracdes de glutationa reduzida (GSH) em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet

O’Hara’ durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d). Letras

maitsculas distintas indicam diferencas significativas entre as exposicoes (p < 0,05).
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A concentrac@o de GSSG se manteve constante entre as exposi¢des de inverno (fig. 21

c) e foi mais alta na 2*. exposi¢do do outono (fig. 21 b) e mais baixa na 2°. da primavera (fig.

21 d), comparando-se as demais exposicoes de cada uma das estacdes. As concentracdes de

GSSG durante todas as estagdes variaram de 0,14 a 14 pmol g'1 (na exposi¢do 3 do outono e

exposicdo 3 do inverno, respectivamente).
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Figura 21. Concentragcdes de glutationa
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oxidada (GSSG) em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet

O’Hara’ durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d). Letras

maitsculas distintas indicam diferencas significativas entre as exposi¢des (p < 0,05).
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O estado redox de glutationa (GSH/Gtotal) ndo variou entre as exposi¢oes do outono e

inverno (fig. 22 b, c¢), mas na primavera (fig. 22 d) o valor estimado dessa razdo foi maior na

2%, exposi¢do e menor na 3*. exposi¢cdo. As razdes de GSH/Gtotal variaram de 0,12 (obtido na

1%. exposi¢@o do outono e também na 3°. exposi¢ao da primavera) a 0,97 (obtido na 1 * e 3%

exposi¢ao do outono).
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Figura 22. Razdes entre as concentracdes de glutationa reduzida (GSH) e total (Gtotal) em

folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b),

inverno (c) e primavera (d). Letras maidsculas distintas indicam diferencas significativas entre

as exposicoes (p < 0,05).
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As concentracdoes de AA foram significativamente menores nas plantas da ultima
exposicao do verdo (fig. 23 a) e aumentaram nas da dltima exposi¢cdo das outras estacdes (fig.
23 b, c, d), em relacdo aos valores obtidos nas demais exposicdes de cada estacdo. As
concentracdes de AA variaram, considerando todo o conjunto de plantas utilizadas no periodo

experimental, de 0,9 (3* exposic¢ao do inverno) a 12,8 mg g'1 (3. exposicao do outono).
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Figura 23. Concentracdes de acido ascoérbico reduzido (AA) em folhas de Ipomoea nil
‘Scarlet O’Hara’ durante as exposicdes de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d).

Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas entre as exposigoes (p < 0,05).
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Nao houve variacdo entre exposi¢des no conteido foliar de DHA no verdo, inverno e

primavera (fig. 24 a,c,d). No entanto, os niveis de DHA oscilaram na estacdo do outono (fig.

24 b), com um aumento significativo na exposi¢ao 3.

As  concentragdes  de

DHA

variaram de 0,2 a 6,4 mg g'1 (na exposicdo 3 de inverno e exposicdo 1 do verdo,

respectivamente).
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Figura 24. Concentragdes de acido ascérbico oxidado (DHA) em folhas de Ipomoea nil

‘Scarlet O’Hara’ durante as exposi¢des de verdo (a), outono (b), inverno (c) e primavera (d).

Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas entre as exposigoes (p < 0,05).
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O estado redox de AA, representado pela razdo entre AA e AAtotal, ndo variou entre

as exposicoes de verdao e outono (fig. 25 a, b), porém nas estacdes de inverno e primavera (fig.

25 c,d) houve um aumento nestas razdes, principalmente nas exposi¢oes 3 de cada estacdo. As

razdes de AA variaram de 0,43, estimado para uma planta da 2°. exposicdo do outono a 0,92

para uma planta da 1°. exposicao do outono e outra da 2*. exposi¢do do verdo.
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Figura 25. Razdes entre de dcido ascorbico reduzido (AA) e dcido ascorbico total (AA total)

de folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ durante as exposicdes de verdo (a), outono (b),

inverno (c) e primavera (d). Letras maiudsculas distintas indicam diferengas significativas entre

as exposicoes (p < 0,05).
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As atividades de APX e SOD (fig. 26 a, c) variaram entre as estacdes, porém de
maneira diferente. Para APX, as menores atividades foram determinadas nas plantas do
outono e as maiores nas da primavera. Para SOD, as menores atividades foram obtidas no
inverno e as maiores no verdo. O perfil da atividade de GR (fig. 26 b) ndo se alterou

significativamente ao longo do periodo experimental.

A
200 AB 5 AlB l
]
[ ]
oo H 4 ¢
~ 150 i . %
E ) l(
<
< 100 50000
9 AB AB
& _ . . ]
<50 i‘ J[ by 40000 A A . X i
L[]
[] a 8 : H [ ] °
0 o >»n 30000 I
_dc) [
< 20000 | J( %
14000 =
l: . g 10000
< 12000 1 . R g A -
= A [ T
= 10000 7 $ U 3 o 01
g c
] )
B 5000 1 : . o
= P
2 6000 1 - L .
m 3 Verdo - 14/janeiro/2008 a 07/abril/2008
? 4000 [ Outono - 07/abril/2008 a 30/junho/2008
1 Inverno - 14/julho/2008 a 06/outubro/2008
2000 I Primavera - 13/outubro/2008 a 05/janeiro/2009
0 1 - - + b

Figura 26. Perfil sazonal das atividades enzimaticas de APX (a), de GR (b) e de SOD (c) em
folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’. Letras maitsculas distintas indicam diferengas

significativas entre as exposi¢des (p < 0,05).
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As concentracdoes de GSH, GSSG e por conseqiiéncia as razdes de GSH por Gtotal
(fig. 27 a, b, ¢) flutuaram durante as estacdes. GSH e GSSG tiveram suas maiores
concentragdes no inverno. As menores concentracdes de GSH ocorreram no verdo e outono e
as de GSSG ocorreram na primavera. As razdes de GSH por Gtotal se mantiveram altas

durante as estacdes do verdo, inverno e primavera e foram significativamente menores no

outono.
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Figura 27. Perfil sazonal das concentragdes de glutationa reduzida (a), glutationa oxidada (b)
e das razdes de glutationa reduzida por glutationa total (c¢) em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet
O’Hara’. Letras maitsculas distintas indicam diferengas significativas entre as exposicoes (p

<0,05).
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As concentracdes de AA, DHA e por conseqiiéncia as razdes de AA por AAtotal (fig.
28 a, b, ¢) variaram entre as estagdes. As maiores concentracdes de AA ocorreram no outono
e inverno e as de DHA no verdo e outono. As menores concentracdes de AA ocorreram na
primavera e as de DHA no inverno e primavera. As razdes se mantiveram mais altas durante

as estacoes de outono, inverno e primavera do que durante o verao.
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Figura 28. Perfil sazonal das concentragdes de acido ascorbico reduzido (a), dcido ascorbico
oxidado (b) e das razdes de dcido ascorbico por dcido ascérbico total (¢) em folhas de
Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’. Letras maitisculas distintas indicam diferengas significativas

entre as exposigoes (p < 0,05).
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Danos Foliares Visiveis

Foram verificados danos visiveis, que se assemelham aos induzidos por 0zdnio em
plantas, nas folhas 6 e 7 das plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ em todas as exposicoes
realizadas (Tab. 3). Esses danos se caracterizaram principalmente por cloroses entre as
nervuras, na superficie adaxial, dando um aspecto zebrado a folha. (fig 30 a). Em alguns
momentos, necroses foliares foram observadas entremeadas nas cloroses (fig. 30 b, c). Os
danos foliares visiveis verificados no verdo ndo foram caracteristicos de ozonio, ji que as
necroses foram concéntricas (fig. 31 a, b) e ocorreram nas plantas mantidas dentro e fora da
casa de vegetacdo com ar filtrado (local de referéncia para danos).

A maior porcentagem média de danos foliares foi verificada na exposicdo 2 da
primavera (17,2%). O valor da maior mediana ocorreu na exposi¢do 3 da primavera (12,5%).
Em todas as estacdes puderam ser observadas folhas 6 e 7 sem danos visiveis, com exce¢ao
do que aconteceu na exposi¢cdo 2 da primavera, em que a porcentagem minima de danos foi 3.
A maxima porcentagem de danos foliares foi 100 e foi observada durante a exposi¢do 1 do

outono.
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Tabela 3. Valores médios, medianos, minimos € maximos da porcentagem de drea afetada
por danos visiveis nas folhas 6 e 7 de plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ durante todas
as exposi¢coes de verdo, outono, inverno € primavera. Exposi¢des de verdo: 1 (14/01 — 11/02) e 2
(10/03 — 07/04); Exposicdes de outono: 1 (07/04 - 05/05), 2 (05/05 — 02/06) e 3 (02/06 — 30/06); Exposi¢des de

inverno: 1 (14/07 — 11/08), 2 (11/08 — 08/09) e 3 (08/09 — 06/10) e exposi¢des da primavera: 1 (13/10 — 10/11), 2
(10/11 - 08/12) e 3 (08/12 — 05/01/09).

Estacao |Exposicdo| Média | Mediana| Minima | Maxima
Verdo 1 6,0 3,0 0,0 50,0
2 17,0 3,0 0,0 85,0

1 13,4 3,0 0,0 100,0

Outono 2 6,1 3,0 0,0 47,5
3 2,9 3,0 0,0 8,0

1 10,7 7,5 0,0 32,5

Inverno 2 5,4 0,0 0,0 37,5
3 5,3 3,0 0,0 22,5

1 10,0 75 0,0 47,5

Primavera 2 17,2 7.5 3,0 71,5
3 11,7 12,5 0,0 32,5

Apesar da mdaxima porcentagem de danos foliares visiveis ter ocorrido durante o
outono, na estacdo da primavera ocorreram significativamente mais danos foliares visiveis do

que nas outras estacoes (fig. 29).
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Figura 29. Perfil sazonal de valores percentuais de danos visiveis ocorridos em folhas 6 e 7
de plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ durante todas as exposicdes de verdo, outono,
inverno e primavera. Letras maitsculas diferentes significam diferencas estatisticas entre as

estacdes do ano (p < 0,05).
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Figura 30. Folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ com danos caracteristicos de ozodnio:
cloroses intervenais (a) e presenca de necroses no centro das cloroses (b) foto ampliada destas

necroses (c).

Figura 31. Folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ com danos ndo caracteristicos de 0zonio
em menor grau (a) e com um grau mais avancado de necroses (b) A seta aponta o formato

concéntrico da necrose, indicando possivel infec¢do por fungos.
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Fatores bioticos x fatores ambientais

Para a realizacdo das andlises de correlacdo de Pearson e das andlises de regressdo
multivariada (tabelas 4 e 5), consideraram-se as concentragdes de 4cido ascorbico total
(AAtot) e de glutationa total (Gtotal), que foram obtidas respectivamente a partir da soma de
concentracdes de AA e DHA e de GSH e GSSG, além das formas ja apresentadas para dcido
ascorbico e glutationa (AA, DHA, AA/AA+DHA, GSH, GSSG e GSH/GSH+GSSG). Isto
visou explicar de forma mais clara os efeitos dos fatores ambientais sobre esses compostos.

As correlacdes de Pearson (tabela 4) demonstraram, em geral, uma provdvel
defasagem de tempo entre ocorréncia de alteracdo das condicdes ambientais
(independentemente da varidvel considerada) e seus reflexos sobre o perfil dos antioxidantes
foliares analisados. Em vdrios casos, dentre as mais intensas (identificadas por maiores
valores de r), estdo as correlacdes realizadas entre indicadores do sistema antioxidante e
valores médios das diferentes varidveis ambientais entre 4 e 6 dias anteriores as datas de
amostragens. Como exemplo, pode-se citar a correlacdo de AA com a IR média de 6 dias
anteriores a amostragem, que foi a maior relacdo encontrada (r = -0,49). Menos
freqlientemente foram encontradas relagdes altamente significativas entre os antioxidantes e
as médias das condi¢des ambientais nos 2 ou 3 dias antes da amostragem..

As correlagdes mais fortes e significativas ocorreram entre os dados climaticos (T,
UR, P, IR) e o antioxidante AA, juntamente com todos os fatores associados a este como
DHA, AAtotal e razdo de AA por AAtotal, sendo que a UR sempre esteve associada
positivamente a estes enquanto que a T e a IR sempre negativamente.

Em relacdo aos indicadores de ozdnio, como O3, AOTzero, AOT20 e AOT40, os
antioxidantes que obtiveram as relagdes mais significativas com estes foram APX, GSH e a

razdo de GSH por Gtotal.
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Tabela 4. Correlagoes de Pearson (1) entre antioxidantes em folhas de Ipomoea nil ‘Scarlet

O’Hara’ e valores médios de temperatura (T), umidade relativa (UR) e irradiacdo solar global

(IR), precipitacdo acumulada (P), médias das concentragdes maximas hordrias de Oz (O3) e

doses acumuladas de exposicdo ao Oz , (AOTzero, 20 e 40) de 2 a 6 dias anteriores as datas

de amostragem. Diferencas destacadas (p < 0,005 ¢ p < 0,05).

Antioxidante | Dias T UR P IR 0; AOTO AOT20 AOT40

2 -0,05 0,06 0,06 0,05 -0,13 0,05 -0,12 -0,13
3 -0,01 0,02 0,09 0,13 -0,09 0,13 -0,07 -0,14

APX 4 0,02 0,00 0,06 0,19 -0,05 0,14 -0,02 -0,11
5 0,01 0,02 0,11 0,19 -0,10 0,11 -0,07 -0,17
6 0,00 0,07 0,08 0,18 -0,11 0,10 -0,09 -0,19

2 -0,02 -0,04 -0,15 -0,01 0,09 0,12 0,07 0,04

3 -0,02 -0,05 -0,16 -0,04 0,05 0,03 0,03 -0,01

SOD 4 -0,01 -0,08 -0,18 -0,01 0,07 0,05 0,04 0,01
5 0,04 -0,07 -0,20 -0,01 0,09 0,07 0,06 0,01

6 0,04 -0,06 -0,20 -0,03 0,11 0,08 0,09 0,03

2 -0,04 0,00 0,02 0,01 0,01 -0,03 -0,03 0,06

3 -0,03 -0,01 -0,01 -0,01 0,01 0,00 -0,04 0,03

GR 4 0,00 -0,02 -0,01 -0,01 0,06 -0,01 0,02 0,10
5 0,00 -0,08 -0,01 0,02 0,04 0,00 0,02 0,08

6 0,01 -0,10 -0,03 0,02 0,08 0,04 0,07 0,16
2 -0,22 -0,08 -0,05 0,14 -0,11 0,01 -0,04 -0,07
3 -0,19 -0,06 0,01 0,12 -0,10 0,00 -0,04 -0,04

GSH 4 -0,13 -0,06 -0,02 0,11 -0,09 -0,06 -0,01 -0,05
5 -0,14 -0,02 0,00 0,06 -0,15 -0,07 -0,07 -0,13
6 -0,15 -0,06 0,02 0,09 -0,16 -0,05 -0,07 -0,14

2 -0,15 -0,04 -0,10 -0,13 -0,01 -0,10 0,04 0,10

3 -0,12 -0,07 -0,14 -0,14 0,03 -0,04 0,07 0,14

GSSG 4 -0,09 -0,09 -0,14 -0,15 0,05 -0,02 0,09 0,14
5 -0,06 -0,12 -0,14 -0,16 0,01 -0,04 0,06 0,11

6 -0,04 -0,18 -0,12 -0,12 0,03 -0,02 0,07 0,12

2 -0,24 -0,07 -0,10 -0,01 -0,07 -0,07 0,00 0,03

3 -0,20 -0,08 -0,10 -0,03 -0,04 -0,03 0,03 0,08

Gtotal 4 -0,14 -0,10 -0,12 -0,04 -0,01 -0,05 0,06 0,07
5 -0,13 -0,10 -0,11 -0,08 -0,08 -0,07 0,00 0,00

6 -0,12 -0,17 -0,08 -0,03 -0,07 -0,05 0,01 0,00
2 -0,07 -0,01 0,05 0,19 -0,15 0,03 -0,12 -0,17
3 -0,10 0,01 0,14 0,22 -0,16 -0,01 -0,13 -0,18
GSH/Gtotal 4 -0,07 0,04 0,10 0,22 -0,17 -0,09 -0,14 -0,19
5 -0,11 0,10 0,12 0,19 -0,20 -0,08 -0,17 -0,24
6 -0,13 0,11 0,10 0,17 -0,23 -0,07 -0,19 -0,26

2 -0,28 0,08 -0,09 -0,16 -0,05 0,01 -0,01 -0,03

3 -0,33 0,18 -0,12 -0,38 -0,14 -0,02 -0,14 -0,13
AA 4 -0,33 0,18 -0,12 -0,43 -0,09 0,02 -0,09 -0,08
5 -0,33 0,19 -0,14 -0,47 -0,08 0,03 -0,10 -0,10
6 -0,28 0,19 -0,10 -0,49 -0,02 0,06 -0,05 -0,08

2 -0,15 0,01 -0,24 -0,13 -0,06 -0,08 -0,04 -0,03
3 -0,16 0,06 -0,25 -0,24 -0,12 -0,09 -0,10 -0,10

DHA 4 -0,17 0,06 -0,23 -0,30 -0,06 -0,02 -0,04 -0,03
5 -0,16 0,07 -0,21 -0,35 -0,06 -0,01 -0,04 -0,04
6 -0,11 0,06 -0,17 -0,34 -0,03 0,01 -0,01 -0,02

2 -0,26 0,06 -0,14 -0,16 -0,06 -0,02 -0,02 -0,03

3 -0,30 0,15 -0,16 -0,36 -0,15 -0,04 -0,13 -0,13
AAtotal 4 -0,30 0,16 -0,16 -0,42 -0,08 0,01 -0,08 -0,07
5 -0,30 0,17 -0,17 -0,46 -0,08 0,02 -0,09 -0,09
6 -0,25 0,17 -0,13 -0,48 -0,02 0,05 -0,04 -0,07

2 -0,13 0,07 0,22 -0,02 0,03 0,12 0,04 0,03

3 -0,16 0,13 0,22 -0,13 0,00 0,10 -0,01 0,01

AA/AAtotal 4 -0,16 0,12 0,20 -0,12 0,00 0,08 -0,01 -0,01
5 -0,18 0,11 0,13 -0,10 0,02 0,08 -0,01 -0,02
6 -0,17 0,14 0,12 -0,14 0,05 0,08 0,00 -0,02
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Estes resultados nortearam a andlise de regressdo, que procurou estabelecer o quanto
da variabilidade nos antioxidantes enzimdticos e ndo enzimaticos e no estado redox de acido
ascorbico e glutationa em plantas de . nil poderiam ser explicadas, de forma combinada, por
oscilacoes nas condicdes climdticas e nos niveis de contaminagdo de O3 entre 2 e 6 dias antes
de cada dia de amostragem. Para essa andlise, foram considerados fatores climdticos como
temperatura, umidade relativa, precipitacdo, irradiacdo solar global e um dos indicadores de
contaminagdo atmosférica por ozonio (médias das médximas concentracdes hordrias, doses
acumuladas totais (AOTO) e acima de 20 (AOT20) e 40 ppb (AOT40)).

Na tabela 5, foram apresentados, entre os significativos, apenas os modelos de
regressao mais explicativos, ou seja, aqueles com coeficientes de explicacao (r*) mais altos.
Verificou-se que as variacdes nos antioxidantes enzimdticos € ndo enziméticos € no estado
redox em plantas de 1. nil 'Scarlet O'Hara' foram explicadas significativamente e de forma
combinada por oscilacdes nas condi¢des climdticas e nos niveis de contaminacio de 0zdnio
no periodo entre 3 e 6 dias que antecederam os dias de amostragem.

Os modelos lineares menos explicativos foram propostos para Gtotal (6%), APX e
SOD (7%) e os mais explicativos (24%) foram propostos para AA e AAtotal.

A atividade da SOD aumentou na medida em que a temperatura média aumentou e a
precipitacdo foi menor nos 5 dias anteriores a amostragem.

J& a atividade da APX foi influenciada negativamente pela temperatura e
positivamente pela umidade relativa, irradiacio solar e pela dose total acumulada de 0zonio
(AOTzero) nos ultimos 4 dias anteriores de cada amostragem.

As concentracdes de 4cido ascorbico reduzido e total aumentaram em resposta a
diminui¢do da irradiacdo solar e a maiores doses totais acumuladas de ozonio (AOTzero) nos
5 dias anteriores a anélise desse composto. A forma oxidada do acido ascorbico apresentou-se
em maiores concentracoes quando as plantas estiveram submetidas a menor quantidade de
precipitacdo e a menor intensidade de radiacdo solar nos 5 dias que antecederam a
amostragem. O potencial de oxi-redu¢do do &4cido ascérbico, por sua vez, foi maior nas
plantas expostas a maior quantidade de chuva, a menores temperaturas e a picos horarios de
contaminac¢do atmosférica por 0zonio nos ultimos 5 dias antes de sua retirada do campo.

As variagdes na atividade da GR ndo foram significativamente explicadas por
oscilagdes em quaisquer fatores ambientais inseridos na anélise de regressao.

As concentragdes foliares de glutationa reduzida diminuiram apds periodos de 6 dias
com maior temperatura do ar, picos horarios de ozonio e menor intensidade da irradiacdo
solar. O mesmo ocorreu para o potencial redox de glutationa, no entanto a influéncia destes

fatores se deu em periodos de 3 dias. Os niveis de GSSG foram maiores na medida em que o
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ar estava menos umido e a intensidade de luz solar era mais baixa, nos ultimos 5 dias de
exposicdo antes da amostragem das plantas. As concentracdes de glutationa total foram
reduzidas em plantas expostas a uma maior umidade do ar e a picos horérios de concentragdao

de ozo6nio ocorridos nos 6 dias que antecederam a andlise desse antioxidante.

Tabela 5. Resultados da andlise multivariada entre fatores abidticos e antioxidantes de plantas
de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ expostas no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI)
durante os periodos de exposicdo das estacdes do ano de 2008. (+): efeito positivo; (-): efeito

negativo. (T): Temperatura; (UR): umidade relativa; (P): precipitacdo; (IR): Irradiacdo solar

global.
Antioxidantes T UR P IR Indlcitior r’ p** Intervalo
0, de tempo*
log 10 SOD + - 0,07 < 0,001 5 dias
raiz quadrada APX - + + + 0,07 < 0,001 4 dias
AA - + 0,24 < 0,001 5 dias
ordenacio DHA - - 0,19 < 0,001 5 dias
AAtot - + 0,24 < 0,001 5 dias
ordenacio AA/AAtot - + + 0,10 < 0,001 5 dias
log 10 GR Modelo nio significativo
log 10 GSH - + - 0,12 < 0,001 6 dias
ordenacio GSSG - - 0,10 < 0,001 Sdias
log 10 Gtotal - - 0,06 0,003 6 dias
raiz quadrada GSH/Gtot - + - 0,17 < 0,001 3 dias

* Nudmero de dias que antecederam cada amostragem de plantas para andlise dos
antioxidantes, para o qual foram calculados os valores médios para cada varidvel ambiental
inserida na andlise multivariada.

** Nivel de significancia.

*#%% Os sinais destacados em azul referem-se a AOTzero e em vermelho as concentragdes
maximas hordrias de ozonio.

A andlise de componentes principais (n =35) explicou 44% da variacao total dos dados
em seus dois primeiros eixos de ordenacdo (Figura 32 e Tabela 6). As varidveis acido
ascorbico reduzido (AA) e 4acido ascorbico oxidado (DHA) estiveram mais fortemente
correlacionados com o eixo 1 e APX, GR e GSH com o eixo 2. A variavel danos esteve mais
relacionada com o eixo 1 do que o eixo 2. Embora a ACP ndo tenha revelado evidente
sazonalidade nos indicadores bioldgicos que a compuseram, algumas tendéncias claras podem
ser destacadas. A maioria das unidades amostrais da primavera e vdrias do inverno,
localizadas no lado positivo do eixo 1, foram caracterizadas pela presenca de danos, em maior
ou menor intensidade e por baixos niveis de AA e DHA. Por outro lado, muitas unidades
amostrais do outono e do inverno, situadas no lado negativo do eixo 1, foram marcadas pela

auséncia ou por poucos danos e niveis mais altos de AA e DHA. Além disso, as unidades
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amostrais localizadas no lado positivo do eixo 2, entre as quais a maioria das plantas expostas
no inverno, foram definidas por niveis mais altos de GSH, maiores atividades de GR e APX e
baixa atividade de SOD. Ao contrario, cerca de 75% das unidades amostrais do outono
distinguiram-se por maiores atividades de SOD e menores de GR e APX, por baixa
concentracdo de glutationa (GSH), além de maiores niveis de AA e DHA e ndo manifestacao

de danos visiveis, conforme comentado anteriormente.

S
] e Estacdes
v < ¢ Outono
c; ¥ Inverno
s Primavera
83

FQ'XO 1 (23,7%)
0,4 0,8

Figura 32. Andlise dos componentes principais entre as varidveis bioldgicas medidas em
plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ expostas no Parque Estadual Fontes do Ipiranga
(PEFI), durante o outono, inverno e primavera de 2008: (AA) dcido ascérbico reduzido,
(APX) ascorbato peroxidase, (Danos) danos foliares visiveis, (DHA) 4cido ascérbico oxidado,
(GR) glutationa redutase, (GSH) glutationa reduzida, (GSSG) glutationa oxidada e (SOD)
super6xido dismutase. Outono — 07/04/08 a 30/06/08; Inverno — 14/07/08 a 06/10/08 e Primavera —
13/10/08 a 05/01/09.
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Tabela 6. Correlagdo das varidveis bioldgicas (antioxidantes e danos foliares visiveis) com os

componentes principais e variabilidade explicada (44%).

Eixos
1
2

APX
0,2306
0,4324

AA
-0,6618
0,2209

DHA
-0,5653
0,1183

GR
0,0563
0,5124

GSH
0,0633
0,5484

GSSG
-0,2248
0,2778

SOD
-0,0863
-0,1883

Danos
0,3525
0,2726

%
23,7
20,3
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Discussao

A atmosfera da drea de estudo mostrou-se favordvel a formacdo de oxidantes
fotoquimicos, observando-se comportamento similar ao encontrado em estudos anteriormente
realizados na mesma regidao. No decorrer do dia, conforme a intensidade da irradia¢do solar
aumenta, a fotélise do NO; e conseqiientemente a concentragdo de O3 no sistema aumentam
também e a diminuicdo na concentracdo de NO, somente ocorre apds todo NO ter sido
consumido (CETESB 2009).

Porém, o ano de 2008 se mostrou atipico em relacdo a contaminacdo atmosférica por
O3, registrando-se menores concentracdes do que as obtidas nos estudos realizados em anos
anteriores. As concentragdes médias de O3 estiveram em torno de 60 ppb em 2004 (Esposito
et al. 2009) e de 30 ppb em setembro e outubro de 2002 (Souza et al. 2009), enquanto as
concentracdoes médias de ozOnio ndo ultrapassaram 26 ppb durante os periodos de exposi¢cdo
do presente estudo. O Valor de Referéncia para a Protecio da Produtividade Agricola
(VRPP), que estabelece uma AOT40 trimestral abaixo de 3000 ppb.h (CETESB 2009),
também nao foi ultrapassado durante o periodo de exposi¢do das plantas de I. nil ‘Scarlet
O’Hara’ (outono 729 ppb.h; inverno: 888 ppb.h; primavera: 721 ppb.h e o verdo: 333 ppb.h,
para as 2 exposi¢des), confirmando a condi¢@o atipica de contaminagdo atmosférica pelo
poluente em 2008 no local de estudo.

Esse fato parece ndo estar restrito ao local de estudos ja que, de acordo com o relatério
da CETESB (2009), houve menor ocorréncia de eventos de altas concentragdes nos locais
monitorados na Regido Metropolitana de Sdo Paulo do que nos anos anteriores, com excecao
dos anos de 2005 e 2006, em virtude de no periodo de maior ocorréncia deste poluente
(setembro a marg¢o) ter havido muitos dias de precipitacdo, com um maior nimero de horas de
nebulosidade, principalmente a tarde e, conseqiientemente, reducdo da radiacdo solar
incidente, que € um dos mais importantes pardmetros na formacao de Os. Assim as maiores
médias e doses acumuladas de ozénio (AOTO e 20), que foram encontradas na exposicao 2 de
inverno, podem ser explicadas pelo menor indice de precipitacdo e maiores concentragdes de
NOx. As menores doses acumuladas (AOTO, 20 e 40) de o0zdnio na exposicdo 1 do verdo
podem ser explicadas pelo alto teor de chuvas e por baixas concentracdes médias de NOy, ja
que sdo os oxidos de nitrogénio que determinam a taxa total de rea¢do de formacao do ozdnio
(Baird 2002 b).

De qualquer modo, as alteracdes no ciclo ascorbato glutationa em plantas de I nil
‘Scarlet O’Hara™ proporcionadas por ozonio durante o periodo experimental, foram evidentes
mesmo considerando que suas concentragdes atmosféricas tenham sido atipicamente baixas

para a regido.
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De acordo com Halliwell & Guteridge (2007), os niveis de antioxidantes foliares
variam de acordo com a idade foliar. Porém, isto ndo ocorreu neste estudo, pelo menos
considerando as 6°. e 7 folhas analisadas das plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’.
Resultado similar também foi obtido por Ferreira (2007). Além disso, os niveis de
antioxidantes, em geral, flutuaram ao longo dos dias das exposicdes e entre as exposicoes,
mas em ambos os casos, ndo houve uma tendéncia que caracterizasse o envelhecimento das
folhas analisadas ou mesmo das plantas.

Vérios autores relatam uma variagdo sazonal dos antioxidantes foliares (Bulbovas et
al. 2005; Ferreira 2007; Halliwell & Guteridge 2007), que também ocorreu neste estudo,
exceto em relacdo a atividade de GR, que ndo oscilou entre as estacdes. Contudo, isto ndo
impediu a ocorréncia de concentragdes diferenciadas de GSH e de GSSG e, portanto, do
potencial redox de glutationa (GSH/GSH+GSSG) nas plantas expostas no ambiente ao longo
do periodo experimental. Assim, estas diferengas podem estar associadas a biossintese de
GSH. Noctor & Foyer (1998) relataram que a superexpressdo da primeira enzima da
biossintese de GSH em dlamos transgénicos, causou o aumento dos niveis de glutationa total,
porém ndo alterou a razdo GSH:GSSG e a atividade de GR. Cabe lembrar que o potencial
redox nas plantas de 1. nil geralmente esteve em torno de 0,5, caracterizando concentracdes
semelhantes de GSH e GSSG, exceto no outono, situacdo em que o menor potencial redox
ocorreu devido as menores concentracdes de glutationa reduzida registrada durante todo o
periodo de estudo, fato que pode estar associado as concentracdes maximas hordrias de
ozoOnio obtidas no periodo.

A variagdo da atividade de SOD e APX ndo seguiu uma tendéncia sazonal clara, bem
como as concentragdes de AA e DHA, porém o potencial redox de AA (AA/AA+DHA) foi
caracteristicamente menor no verao, devido as baixas concentracoes de AA e as maiores
concentracoes de DHA, o que possivelmente estd associado a atividade de APX, j4 que esta
enzima reduz H,O, usando ascorbato como um doador de elétrons no ciclo ascorbato-
glutationa (Israr et al. 2006). A diminuicao do potencial redox de AA no verdo pode ter sido
em conseqiiéncia do ataque das plantas por fungos, com manifestacdo de sintomas nao
caracteristicos de ozonio. De acordo com Apel & Hirt (2004), a infec¢@o por patégenos leva a
produ¢do de EROs no local de invasdo, principalmente O,” e HyO,, 0 que estimula as
respostas antioxidativas, como as observadas durante as exposicoes de verdo. Portanto, nessa
estacdo, os efeitos de fatores ambientais, entre os quais 0zOnio, sobre o sistema antioxidante
podem ter sido influenciados por tal infec¢do, o que motivou a ndo inclusdo dos resultados
obtidos nas exposi¢des do verdo nas andlises de correlacdo, de regressdo e de componentes

principais.
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Em termos gerais, as concentracdes foliares totais de ascorbato da cultivar “Scarlet
O'Hara® de I. nil (médias geralmente acima de 8 mg.g”"' MS) foram superiores aos obtidos, em
espectrofotometro, em outras plantas: como Abelmoschus esculentus (Bulbovas et al. 2008) e
Clementina mandarim (Iglesias et al. 2006), que em ambiente com ar filtrado apresentaram
em suas folhas, uma média de 0,6 mg.g'1 MS e 0,15 mg.g'1 MS de ascorbato total,
respectivamente; e Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ que expostas as condi¢des ambientais no
mesmo local deste estudo apresentaram valores médios em torno de 5,5 mg.g”' MS (Esposito
et al. 2009).

Os niveis de antioxidantes podem variar de acordo com a exposicao a um estresse, que
desequilibra a homeostase celular com o aumento da produc¢do de EROs (Dat et al. 2000;
Mittler 2002). Este excesso de EROs pode estimular a sintese de metabdlitos antioxidantes e
aumentar a atividade dos antioxidantes enzimaticos, sendo um indicativo de aumento de
tolerancia ao estresse (Bray et al. 2000). Sendo assim, os niveis mais altos de acido ascorbico
encontrados neste estudo, por si s6, ja podem indicar potencialmente maior tolerancia de I. nil
ao estresse oxidativo, em comparag¢do com as demais espécies citadas.

Os resultados encontrados nas andlises de correlacdo e de regressdo multivariada
apontam para um aumento da capacidade antioxidativa de plantas de /. nil 'Scarlet O'Hara' em
resposta a um aumento do estresse oxidativo induzido por variacdes a fatores ambientais,
entre os quais o 0zonio.

Parece evidente que as reacdes que envolvem o dcido ascérbico foram chaves para
conferir maior tolerdncia contra o estresse oxidativo especificamente induzido pelo ozdnio,
visto que foram encontradas relacdes positivas da atividade da APX, das concentracdes de
acido ascorbico reduzido e total e do potencial de oxi-reduciao deste composto com o nivel de
contaminacdo atmosférica por este poluente. Esses resultados confirmam os de Ferreira
(2007), que também verificou uma associacao positiva entre os niveis atmosféricos de 0zdnio
e as concentracdoes de 4cido ascorbico total, medidas por técnica espectofotométrica, e a
atividade das peroxidases totais, em plantas da mesma cultivar expostas em outro local da
cidade de Sao Paulo.

O é4cido ascorbico € um metabdlito chave do sistema antioxidante para proteger
plantas da agdo téxica de EROs formadas como parte do metabolismo normal de cloroplastos
e mitocondrias ou durante periodos de estresse oxidativo associado com a exposicdo ao
ozoOnio, participando das reagdes que resultam na reducdo do peréxido de hidrogénio em dgua
(Sharma & Davis 1997; Horemans et al. 2000; Burkey et al. 2006; Severino et al. 2006).
Burkey et al. (2006) particularmente defendem que o AA apopldstico € o primeiro

antioxidante utilizado na defesa contra espécies ativas de oxigénio, especialmente em espécies
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tolerantes ao ozonio. No entanto, Tauz et al. (2007) considera ambigua a relagdo entre os
antioxidantes, como o ascorbato, e a sensibilidade ao ozonio, relatando que, em clones de
Trifolium, apenas o acido ascérbico apoplastico nao foi suficiente para explicar a tolerancia ao
ozOnio, enquanto que plantas de tabaco transgé€nicas, que tem seus niveis enddgenos de
ascorbato aumentados, devido a superexpressdo da enzima deidroascorbato redutase, foram
mais tolerantes ao 0zonio. Assim o status dos antioxidantes, ou seja, suas concentragdes € seu
estado redox sdo cruciais para determinar a tolerancia das plantas ao ozonio.

O presente estudo, que foi proposto para elucidar ddividas levantadas por Ferreira
(2007), revelou novos aspectos relativos a capacidade antioxidativa do acido ascorbico em
plantas de /. nil que crescem em ambiente contaminado por 0zonio.

Verificou-se que houve uma potencializacido da reacdo de oxidacdao do AA, mediada
pela maior atividade da APX, na medida em que as plantas estiveram expostas a maiores
concentracdes de 0zOnio, resultando na neutralizacdo do perdxido de hidrogénio. Di Baccio et
al. 2008, em experimento de fumigacdo com o0zOnio em clones de choupo sensiveis e
tolerantes a este poluente, observaram que as plantas tolerantes, depois de expostas ao 0zonio,
aumentaram a atividade da enzima APX, enquanto que as sensiveis diminuiram a atividade
deste antioxidante.

As relagdes positivas entre niveis de AA, AAtotal (AA+DHA) e do potencial de oxi-
reducdao (AA/AA+DHA) desse antioxidante com a contaminagdo atmosférica pelo poluente,
apontam para um investimento na sintese de AA, que pode ser resultado do aumento de sua
expressdo génica induzido pelo peréxido de hidrogénio. Isto porque, de acordo com Mancini
et al. 2006, esta ERO atua como sinalizadora capaz de controlar a expressdo gé€nica dos
antioxidantes, como o ascorbato. A importancia da biossintese de ascorbato foi verificada por
Noctor & Foyer (1998) que observaram que plantas de Arabidopsis com mutacao nas vias de
sintese de ascorbato se tornaram mais sensiveis ao 0z0nio, ja que continham apenas 30% dos
niveis de ascorbato foliar se comparada com as plantas ndo mutantes.

O aumento do potencial de oxi-redu¢do do 4cido ascdrbico nas plantas de I nil
expostas a um gradiente crescente de concentracdo do ozonio pode ter ocorrido também as
expensas da oxidacdo ou consumo da glutationa (GSH), ji& que foi encontrada relagdo
negativa entre as concentracdes de glutationa reduzida (GSH), glutationa total (GSH + GSSG)
e potencial redox desse composto (GSH/GSH+GSSG) e os niveis de contaminagdo
atmosférica pelo poluente. O mesmo ja foi observado em estudo de fumigacdo com uma
cultivar de Lycopersicon esculentum, em que doses agudas de o0zOnio promoveram a
diminui¢cdo dos niveis de GSH e aumentaram as concentracdes de GSSG, o que resultou em

menor potencial redox de glutationa (Nagendra-Prasad et al. 2008).
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E interessante pontuar que a diminui¢io de GSH ndo significa necessariamente
aumento de sensibilidade ao estresse oxidativo, sendo provdvel o aumento de outros
antioxidantes (Noctor et al. 1998), como parece ter acontecido com AA nesta pesquisa. Em
condi¢des normais no estroma, ja se verificam maiores concentracdes de AA (acima de
25mM) do que de GSH ( 1 a 5 mM) (Halliwell & Gutteridge 2007). No apoplasto também se
verifica um baixo teor de glutationa, o que, segundo Noctor et al. (1998), explicaria a
auséncia de correlacdo entre metabolismo de glutationa e tolerancia ao 0zonio.

As taxas de GSH/GSSG funcionam como sensores redox, que permitem a reducio de
ascorbato (Dizengremel et al. 2008). E a regeneracdo de DHA a AA ocorre rapidamente
quando mediada por GSH, através do ciclo ascorbato-glutationa, renovando constantemente o
teor de ascorbato (Israr et al. 2006; Noctor 2006; Severino et al. 2006; Tauz et al. 2007).
Verifica-se que a conversdao de GSH para GSSG, que reduz DHA neste ciclo, pode ocorrer
enzimaticamente, através de DHAR (deidroascorbato redutase) ou espontameneamente em
altos valores de pH do estroma (Halliwell & Gutteridge 2007). No entanto DHA, pode
também ser reduzido por mecanismos independentes de GSH, talvez por tioredoxinas e/ou
glutaredoxinas (Noctor 2006). Outros autores como D1 Baccio et al. (2008) em experimento
citado anteriormente, demonstraram que as concentracdes de glutationa de plantas de choupo
tolerantes e sensiveis ao 0zdnio ndo foram afetadas apds exposi¢do ao ozdnio, mas as
concentracdes deste antioxidante foram significativamente maiores nas plantas tolerantes.

Verificou-se, ainda, que as alteracdes no perfil de alguns antioxidantes nas plantas
utilizadas no presente estudo ocorreram em resposta a picos médios horarios (média das
maximas) de concentracdo de ozonio nos dias que antecederam as amostragens. Nesse caso,
incluem-se a glutationa reduzida, total e o estado redox desta e de 4cido ascorbico. E
importante ressaltar que as maximas concentracoes de ozonio obtidas neste estudo (129 e 138
ppb) superaram as maximas encontradas em anos anteriores, que nao passaram de 90 ppb
(Esposito et al.2009). As mudancas nos padrdoes dos demais indicadores do sistema
antioxidante analisados foram mais evidentemente decorrentes da exposi¢do total ao 0zOnio
(AOTzero).

Com excecdo da atividade de GR, as variagdes em todos os outros antioxidantes
analisados nas plantas de 1. nil foram associadas também as oscilagdes em fatores climaticos
ao longo do periodo experimental. Sabe-se que os fatores climdticos podem ser fontes
adicionais de estresse oxidativo, como alta ou baixa radiacdo solar, temperaturas
excessivamente altas ou baixas, precipitacdo deficiente e seca (Larcher 2000). Todos estes
fatores contribuem para a formag¢do de EROs, podendo levar a um estresse oxidativo e a

mudancas antioxidativas (Bray et al. 2000; Dat et al. 2000; Apel & Hirt 2004).
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Fatores como temperatura, radiacdo solar, umidade relativa do ar e precipitacio
igualmente sdo fontes de EROs por serem mediadores de processos fisioldgicos naturais como
fotossintese e respiracdo. Certamente tais fatores influem nos niveis de condutincia
estomdtica, modificando ndo s6 as taxas fotossintéticas e assimilacdo de carbono, mas
também o fluxo de ozo6nio para o interior das folhas (Pefiuelas et al., 1999).

Em estudo de fumigacdo com ozdnio em plantas de tabaco sensiveis (Nicotiana
tabacum ‘Bel W3’) e tolerantes (Nicotiana tabacum ‘Bel B’) a este poluente, Pasqualini et al.
(2002) verificaram que esta diferenca de sensibilidade ao 0zdnio ndo esteve relacionada ao
diferente fluxo de ozonio, estimado através da condutincia estomatica e dos niveis de ozonio,
observado entre as cultivares. Estiveram mais relacionadas com a maior ou menor capacidade
antioxidativa, ja que o fluxo de ozonio foi maior nas plantas tolerantes. De acordo com o
mesmo autor, estas plantas de tabaco ‘Bel B’, em outros estudos, ja haviam apresentado alto
teor de ascorbato apoplético constitutivo.

Apesar desses indicios de aumento de tolerincia ao estresse oxidativo nas plantas de /.
nil expostas no local de estudo, observou-se a ocorréncia de sintomas visiveis tipicos
induzidos por ozo6nio, caracterizados por cloroses e necroses na superficie adaxial das folhas,
aparecendo entre as nervuras com maior severidade nas folhas mais velhas. Estes mesmos
sintomas foram descritos por Ferreira (2007) ao analisar esta cultivar em resposta ao ozdnio.
Isto indica que o equilibrio pr6-oxidante/antioxidante ndo foi mantido durante os 28 dias de
exposicdo. A andlise de componentes principais mostrou claramente que plantas
(representadas pelos pontos coloridos no grafico) caracterizadas pela presenca de danos
continham especialmente baixos niveis de AA e DHA, ressaltando novamente a importancia
desse composto para o aumento da tolerancia destas ao estresse oxidativo.

No entanto, durante todas as estacdes do ano, as porcentagens médias de danos nao
ultrapassaram 18%. Essa ocorréncia moderada de sintomas visiveis pode tanto indicar que o
estimulo do sistema antioxidante atenuou a ocorréncia de danos oxidativos como
simplesmente refletir a condic@o atipica de contaminacido atmosférica no ano de estudo. Ja
Ferreira (2007) observou, em seu estudo, que as respostas antioxidativas de plantas de 1. nil
‘Scarlet O’Hara’ foram menos intensas no verdo e mais na primavera, coincidindo com
maiores € menores porcentagens de injlrias respectivamente, em resposta a doses
equivalentes de exposi¢do acumulada de ozonio. Nesse caso, as respostas antioxidativas mais
intensas na primavera aparentemente atenuaram a ocorréncia de danos foliares.

Além disso, houve uma relagdo temporal comprovada entre as mudancas nas
condi¢Oes ambientais e seus reflexos sobre o sistema antioxidante das plantas de I. nil

mantidas no campo durante o periodo experimental. Isto pode ajudar a explicar o fato de que
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as injurias visiveis geralmente surgem dias apds o inicio da exposi¢ao das plantas no ambiente
a ser monitorado. Ferreira (2007), por exemplo, verificou que as injurias foliares nas plantas
de 1. nil ‘Scarlet O’ Hara’ utilizadas em seu experimento sempre surgiram apds a primeira
semana do inicio da exposicdo. Essa defasagem de tempo pareceu variar em fungdo das
condi¢des ambientais como um todo durante o monitoramento, € ndo somente em func¢ao dos
niveis de contaminacdo atmosférica por ozonio. Sendo assim, pode-se inferir que o aumento
da eficiéncia do sistema antioxidante parece ter resultado pelo menos no retardamento da

manifestacdo dos primeiros sintomas.
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Conclusoes

1.

Com o presente estudo, conclui-se que:

A variacdo na atividade de ascorbato peroxidase (APX) e de superéxido dismutase
(SOD) e das concentragdes de acido ascorbico (AA) e glutationa (GSH), em suas
formas reduzida e oxidada, e do potencial oxi-reducdo do &4cido ascérbico e da
glutationa em plantas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ expostas em ambiente

contaminado por ozo6nio, foram sazonalmente pouco evidentes.

As variagOes nos antioxidantes enzimadticos € nao enzimaticos € no estado redox de
acido ascorbico e glutationa foram explicadas significativamente e de forma
combinada por oscilacdes nas condi¢des climéticas (temperatura, umidade relativa do
ar, precipitacao, irradiacio solar) e nos niveis de contaminacdo de oz6nio no periodo

entre 3 a 6 dias que antecederam os dias de amostragem.

As reagdes que envolveram o 4cido ascorbico foram chaves para conferir maior
tolerancia contra o estresse oxidativo especificamente induzido pelo o0zo6nio,
aparentemente as expensas da oxidacdo ou consumo da glutationa, mas ndo foi
suficiente para impedir a ocorréncia de sintomas visiveis nas plantas ao longo do
periodo experimental. Plantas caracterizadas pela presenca de danos continham, em
especial, baixos niveis de AA e DHA, ressaltando novamente a importincia desse

composto para o aumento da tolerincia destas ao estresse oxidativo.

Esta cultivar pode ser pouco indicada para o biomonitoramento de ozénio em dreas
urbanas brasileiras, pelo menos sob as mesmas condi¢cdes de contaminagdo
atmosférica ocorridas no presente estudo, uma vez que variacoes na capacidade de

oxi-reducdo podem alterar a manifestacao de sintomas visiveis.
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Resumo

O interesse por parte de cientistas e politicos pela polui¢cdo por ozonio troposférico
(O3) vem crescendo substancialmente, visto que suas concentragdes tendem a aumentar nas
proximas décadas, inclusive nos paises em desenvolvimento. Além disso, trata-se de um
poluente com alto poder oxidativo. Uma vez absorvido pelas plantas, o 0zdnio reage com
dgua e produz espécies reativas de oxigénio (EROs), como o peréxido de hidrogénio (H,05,),
super6xido (0;") e radical hidroxila (OH’). Em excesso, essas EROs podem provocar desde
danos biomoleculares até injdrias foliares visiveis, que sdo comumente observadas em plantas
sensiveis ao 0zOnio, como supostamente € Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’, e sdo geralmente
utilizadas como resposta indicadora da presenca do poluente na atmosfera. Para neutralizar
estas EROs, as plantas possuem um sistema antioxidante cuja eficiéncia, determinada pela sua
capacidade oxi-redu¢do, pode limitar os danos causados pelo ozdnio. Assim, o presente
estudo teve como objetivos: avaliar o potencial de oxi-reducdo, em plantas de /. nil expostas
em area contaminada por ozonio, por meio de variagdes na atividade de ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR) e superdxido dismutase (SOD) e nas concentracdes de
glutationa e de acido ascorbico, em seus estados reduzidos e oxidados; identificar os fatores
ambientais determinantes da variacdo destes antioxidantes e verificar se a capacidade oxi-
reducdo em plantas desta cultivar interferem no surgimento de danos foliares, influenciando
na eficiéncia desta planta como bioindicadora. Para tal, plantulas da cultivar foram
transplantadas para vasos plasticos contendo substrato comercial e cresceram em casa de
vegetacdo (sob ar filtrado), com irrigacdo continua e adubacdo semanal com N:P:K
(20:20:20). Cerca de 30 dias apds o transplante, 36 plantas foram colocadas no ambiente
externo da casa de vegetacdo, localizada no Instituto de Botanica, no Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, caracterizando o inicio de cada exposicdo, que teve duracdo de 28 dias.
Realizaram-se 2 exposi¢des no verdao (14/01/08 — 11/02/08 e 10/03/08 — 07/04/08); 3
exposicdes no outono: ( 07/04/08 - 05/05/08, 05/05/08 — 02/06/08 e 02/06/08 — 30/06/08); 3
exposicdes no inverno (14/07/08 — 11/08/08, 11/08/08 — 08/09/08 e 08/09/08 — 06/10/08) e 3
exposicdes na primavera (13/10/08 — 10/11/08, 10/11/08 — 08/12/08 e 08/12/08 — 05/01/09).
Em 6 dias sorteados por exposi¢do, foram retiradas 6 plantas das quais as folhas 6 e 7 mais
velhas foram analisadas quanto as atividades de SOD, APX e GR e as concentracdes de
glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG), por espectrofotometria, € as concentragdes de
dcido ascorbico reduzido (AA) e oxidado (DHA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Estimaram-se, também, o potencial redox da glutationa (GSH/GSH+GSSG) e do 4cido
ascorbico (AA/AA+DHA). As maiores médias e doses acumuladas de ozonio (AOTO e 20)
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ocorreram na exposicao 2 de inverno enquanto o inverso se deu na exposi¢do 1 de verdo,
incluindo a AOT40. No entanto, as concentracdes de ozdnio foram atipicamente baixas em
2008 no local, com a maior média de 25,6 ppb. Observaram-se oscilagdes nos indicadores do
sistema de defesa, no entanto a sazonalidade ndo foi marcante. As varia¢cdes dos
antioxidantes, exceto glutationa redutase, e do estado redox de 4cido ascérbico e glutationa
foram explicadas de forma combinada por oscilagdes na temperatura, umidade relativa,
precipitacdo, irradiacdo solar e nos niveis de contaminacdo de oz6nio no periodo entre 3 a 6
dias que antecederam os dias de amostragem. As reacdes que envolvem o 4cido ascorbico
foram chaves para conferir maior tolerancia contra o estresse oxidativo especificamente
induzido pelo ozonio, que parece ter ocorrido as expensas da oxidacdo ou consumo da
glutationa (GSH). O aumento da tolerincia ao estresse oxidativo ndo foi suficiente para
impedir a ocorréncia de sintomas visiveis nas plantas ao longo do periodo experimental. Os
danos foliares ocorreram em todas as estacdes com porcentagens médias de no maximo 18%,
com mais intensidade na primavera. Plantas caracterizadas pela presenca de danos continham,
em especial, baixos niveis de AA e DHA, o que sugere novamente a importancia deste
antioxidante para a protecdo destas plantas contra este estresse. Assim esta cultivar parece ser
pouco indicada para o biomonitoramento de 0zonio em dreas urbanas brasileiras, pelo menos
sob as mesmas condi¢des de contaminagdo atmosférica ocorridas no presente estudo, uma vez
que variacdes em sua capacidade de oxi-reducdo podem alterar a manifestacdo de sintomas

visiveis.
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Abstract

The prediction that tropospheric ozone (Osz) concentrations tend to increase
substantially during the next decades, inclusively in developing countries, is attracting
attention of scientists and politicians. Moreover, it is a pollutant highly oxidative; once
absorbed by plants, ozone reacts with water and produces reactive oxygen species (ROS) such
as hydrogen peroxide (H>O,), superoxide (O2 *°) and hydroxyl radical (OH ). In excess, these
ROS may generate from biomolecular damage to visible leaf injuries, which are commonly
observed in plants sensitive to ozone, as presumably is Ipomoea nil 'Scarlet O'Hara', and are
generally used as a response indicator of the presence of the pollutant in the atmosphere.
However, the antioxidant system of plants, whose efficiency is determined by its oxidation-
reduction capacity, may neutralize these ROS and restrain the occurrence of visible damage
caused by ozone. The present study aimed: to evaluate the oxi-reduction potential in plants /.
nil exposed in an area polluted by ozone, measuring the variations in the activity of ascorbate
peroxidase (APX), glutathione reductase (GR) and superoxide dismutase (SOD) and
concentrations of glutathione and ascorbic acid in its reduced and oxidized states, identifying
environmental factors determining the variation of these antioxidants and to verify whether
the redox capacity in plants of this cultivar may interfere with the occurrence of visible leaf
damage, thus affecting its efficiency as bioindicator plant. Therefore, seedlings of the cultivar
were transplanted to plastic pots containing commercial substrate and grown in a greenhouse
under filtered air, receiving continuous irrigation and weekly fertilization with N: P: K
(20:20:20). Approximately 30 days after transplanting, 36 plants were exposed under field
conditions in an area next to the greenhouse, charactering the beginning of the exposure
period, which lasted 28 days each. Two exposure experiments were held in the summer
(14/01/08 - 11/02/08 and 10/03/08 - 07/04/08), 3 experiments in the fall (07/04/08 - 05/05/08 ,
05/05/08 - 02/06/08 and 02/06/08 - 30/06/08), 3 experiments in the winter (14/07/08 -
11/08/08, 11/08/08 - 08 / 09/08 and 08/09/08 - 06/10/08) and 3 experiments in the spring
(13/10/08 - 10/11/08, 10/11/08 - 08/12/08 and 08/12 / 08 - 05/01/09). In each exposure period,
at 6 days randomly selected, the activities of SOD, APX and GR and the concentrations of
reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione (spectrophotometry) and the concentrations
of reduced (AA) and oxidized (DHA) ascorbic acid (by liquid chromatography with high
efficiency) were determined in the 6" and 7" leaves of 6 plants. The glutathione
(GSH/GSH+GSSG) and ascorbic acid (AA/AA+DHA) redox potential was also estimated.
The highest average and cumulative doses of ozone (AOTO and 20) occurred in o exposure

of winter. The lowest air contamination by ozone, including the AOT40, occurred during the

63



" exposure of summer. However, ozone concentrations were unusually low at the study site
in 2008, presenting 25.6 ppb as the highest average. Oscillations were observed in indicators
of the defense system, but the seasonality was not outstanding. Except for the glutathione
reductase, the changes in the antioxidants and in the redox state of ascorbic acid and
glutathione in plants were explained by their combination with the air temperature and
relative humidity fluctuations, precipitation, solar radiation and contamination levels of ozone
in the period of 3 to 6 days before each sampling day. The reactions involving ascorbic acid
seemed to be primordial to increase the plant tolerance against the oxidative stress specifically
induced by ozone, which appears to have occurred at the expense of oxidation or consumption
of glutathione (GSH). The increased tolerance to oxidative stress was not sufficient to prevent
the occurrence of visible symptoms in plants throughout the experimental period. The leaf
damage occurred in all seasons with mean percentages of at most 18%, with more intensity in
the spring. Plants characterized by the presence of damage contained, in particular, low levels
of AA and DHA, which suggests again the importance of this antioxidant to protect this
cultivar against this kind of stress. In conclusion, this cultivar seems to be less suitable for the
biomonitoring of ozone in urban areas in Brazil, at least under the same conditions of
atmospheric contamination occurred in this study, since variations in their ability to redox

might alter the expression of visible symptoms.
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