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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 - Poluicao atmosférica e 0zonio

A poluicdo atmosférica pode ser definida como a presenca de substancias estranhas na
atmosfera, resultantes de processos naturais ou de atividade humana, em concentragdes
suficientes para interferir direta ou indiretamente na saide, seguranca e bem estar dos seres
vivos. Entretanto, é importante salientar que as fontes naturais, como por exemplo, emissoes
vulcanicas ou queimadas, sdo na maioria das vezes pontuais e esporddicas ao contrario das
fontes antropogé€nicas, como por exemplo, veiculos automotores, que liberam poluentes
aéreos continuamente e assim contribuem de forma significativa para o aumento da poluicdo
atmosférica (Elson 1992).

Esse aumento da polui¢do atmosférica vem causando iniimeros problemas ambientais,
em escala global, entre os quais danos em florestas e em culturas vegetais, relatados em
diversos paises, especialmente naqueles situados nas regides de clima temperado. A
eliminagdo de espécies sensiveis e conseqiiente diminui¢do da biodiversidade estdo entre os
efeitos de poluentes aéreos mais evidentes observados nas florestas. Dai a necessidade de se
encontrar indicadores adequados de riscos impostos por poluentes as florestas, quer em
regides adjacentes as fontes poluidoras, como os centros urbanos, quer em regides afastadas
das mesmas, visto que os poluentes podem ser transportados para essas dreas remotas
(Agrawal & Agrawal 2000, Emberson et al. 2003).

Um dos principais poluentes atmosféricos com acdo fitotdxica é, sem dudvida, o
ozonio (0O3), existindo diversos relatos de intenso declinio de florestas e perdas agricolas em
paises da América do Norte e da Europa causados por esse poluente (Emberson et al. 2003).
A formagdo de Oz € um fendmeno predominantemente urbano, em decorréncia de uma cadeia
complexa de reacOes entre compostos organicos volédteis (COVs), como por exemplo os
acidos carboxilicos, e 6xidos de nitrogénio (NOy), oriundos das emissdes veiculares. Esta
cadeia de reacOes € iniciada pela acdo da luz solar e ocorre sob determinadas condi¢des
meteoroldgicas, produzindo ndo somente o Oz, mas também nitrato de peroxiacetila (PAN),
aldeidos, cetonas, peroxidos, entre outros compostos que pertencem a um grupo chamado de
poluentes do smog fotoquimico (Sawyer et al. 2000).

A formacgdo do O3 na troposfera se inicia pela fotdlise do diéxido de nitrogénio (NO,)
em 6xido de nitrogénio (NO) e oxigénio molecular (OQ"), este dltimo reagem com gés oxigénio
(O,) formando o Os. Logo apds, o Oz formado reage como o NO e forma novamente NO, e O,

(CETESB 2000). Estas reacoes foram representadas a seguir:



NOz —hmw » NO + O°

O + O2 ———» O3

Os + NO ———» NO2+ O2

Assim, o poluente O3 € continuamente formado e degradado através da interacdo entre
NOx e O, Porém, na presenca de COVs a quantidade de NO ¢ drasticamente diminuida
através de sua conversdo a NO; via formagdo de radicais. As reacdes a seguir representam
esta situagdo, onde a fotdlise dos COVs ou a interagdo com radicais hidroxila (OH) geram
peroxi radicais (R-O;"), que reagem com NO formando NO, e outros radicais de oxigénio (R-
0O"). Uma vez que o NO € o responsivel pela degradagdo do Os a presenga dos COVs gera,

portanto, o acimulo do poluente Oz (CETESB 2000).

COVs + ((OHou hv) — , R-O2°

R-O» + NO —» NO2 +R-O°

Baseando-se na constante emissdo de precursores, estima-se que ocorrerd um aumento
gradativo nas concentracdes mundiais de O3 nos préximos anos. Na América do Sul, por
exemplo, € previsto que, em regides que apresentavam em 1990 entre 40 a 50 ppb, serdo
afetadas por concentracgdes entre 60 a 70 ppb em 2030 (Emberson et al. 2003). No estudo de
Ashmore et al. (2006), considerando como cendrio a ado¢do de medidas eficazes de controle
dos precursores do poluente O3 e o desenvolvimento econdmico individual dos paises, foram
estimadas as diferencas entre concentracdes anuais mundiais de Oz do ano de 1990 a 2020. Os
autores apontam que somente apds 30 anos seriam percebidas diminuicdes das concentragdes
anuais de O3 em maior escala no hemisfério sul (decréscimo aproximado - 3 ppb/ano) e em

menor escala na maioria do hemisfério norte (decréscimo aproximado - 1ppb/ano). Por outro



lado, foi previsto um quadro de piora em algumas regides asidticas proximas a India

(acréscimo aproximado - Sppb/ano) (Fig. 1.1) (Ashmore et al. 2006).
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Figura 1.1 — Previsdo de acréscimo ou decréscimo nas concentragdes anuais mundiais de ozonio entre os anos
1990 e 2020. Fonte: Ashmore et al. 2006.

Atualmente, na cidade de Sao Paulo, o Oz € o poluente aéreo com maior nimero de
ultrapassagens dos padrdes legais de qualidade do ar (160 pg/m?3 ou aproximadamente 80 ppb
em uma hora estabelecido pela Resolucio CONAMA n.° 03 de 28/06/90). Isto se deve,
principalmente, as emissdes de sua grande frota automotiva e as condicdes climdticas da
regido que apresenta alta intensidade da radiacdo solar e temperaturas elevadas, que sdo
favoraveis a formacao de 0zonio, durante quase o ano inteiro (CETESB 2000). O quadro atual
do O3 no estado de S@o Paulo, representado no relatério anual de qualidade do ar de 2008
elaborado pela Companhia de Tecnologia e Saneamento Basico (CETESB), € preocupante em
relagdo a este poluente. A Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP), que compreende a
capital e mais 34 municipios ao seu redor, apresenta saturacio severa por O; (Fig. 1.2). Ao
redor da RMSP, os graus de saturacdo apresentam-se mais amenos em direcdo as cidades do
interior paulista, resultando em dreas desde saturacdo séria e moderada, até dreas em vias de

saturacdo (Fig. 1.2) (CETESB 2009).
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Figura 1.2 — Condi¢des de saturacdo por ozodnio no estado de Sdo Paulo, segundo decreto estadual n.® 52469/07
(regido saturada: apresenta mais de uma ultrapassagem do PQar (padrio de qualidade do ar) para determinado
poluente, classificada em moderada, séria e severa de acordo com as concentra¢cdes maximas destas
ultrapassagens; e regido em vias de saturacdo: ndo apresenta ultrapassagem do PQar porém apresenta
concentragdes maximas maiores que 90% deste padrao. Fonte: CETESB, 2009 com modificacdes.

Il — saturacdo severa (maior que 120ppb) [Jl] — saturagdio séria (entre 100 e 120ppb) [[]- saturagdo
moderada (entre 80 e 100ppb) —em vias de saturagdo (entre 72 e 80ppb).

Sendo o interior do estado de Sdo Paulo um setor de agricultura amplamente
desenvolvido e diante do quadro atual do poluente O3 em todo o estado, a CETESB buscou
estabelecer um valor de referéncia que seria potencialmente toxico as plantas agricolas para
este poluente, denominado Valor de Referéncia para Protecio da Produtividade Agricola
(VRPP). Este foi baseado na AOT40 (“Accumulated Ozone Threshold above 40 ppb h”), um
indice proposto na Europa para protecdo da vegetacdo, que se refere a exposicdo acumulada
acima de 40 ppb. Tal indice é calculado a partir da somatdria dos valores horarios que
excedem 40 ppb (80 pg/m3); por exemplo, o valor de 100 pg/m3 (= 50 ppb) observado em
uma hora significa AOT40 igual a 10 ppb. Sendo assim, o VRPP estabelece que a AOT40 ndo
pode ultrapassar 3.000ppb acumulados em 3 meses ou 200ppb acumulados em 5 dias

(CETESB 2000).



1.2. Interacao ozonio-planta

A alta toxicidade do O3 as plantas e também aos demais organismos vivos deve-se ao
seu alto poder oxidativo, gerando um quadro de estresse a partir do momento em que o
poluente reage com dgua no espaco extracelular, onde gera a formacgdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como radical superéxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H,O,)
e o radical hidroxila (OH’). Porém, cabe lembrar que a formacdo de EROs ¢ um fendmeno
natural, resultante do metabolismo do oxigénio, durante os processos de fotossintese e
respiracdo. A ocorréncia de vida no ambiente aéreo s6 foi possivel devido a evolugdo de um
sistema de defesas antioxidativas, que envolve reacdes de oxi-reducdo. Assim, na auséncia de
fatores de estresse oxidativo, hd um delicado balanco nas células vegetais entre a produgdo de
EROs e o sistema antioxidante, formado por diversos compostos, entre 0s quais o dcido
ascorbico (forma reduzida = AA, forma oxidada = DHA), a glutationa (forma reduzida =
GSH, forma oxidada = GSSG) (Anexo 1) e as enzimas superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). Estes, em conjunto, neutralizam essas
substancias oxidativas e impedem danos celulares (Bray et al. 2000, Burkey et al. 2006, Luwe
1996, Muggli 1993).

No caso das plantas, a absor¢do do O3z ocorre preponderantemente via estOmatos,
durante as trocas gasosas. Segundo modelo proposto por Baier et al. (2005), a presenca do O;
¢ sinalizada para a célula através de diferentes maneiras, conforme ilustrado na Fig. 1.3: (1)
alteracdes na condutancia i0nica através da ativacdo de canais de cdlcio, gerando o aumento
do fluxo de Ca® para o citossol; (2) receptores de membrana especificos ainda
desconhecidos, sensiveis ao O3 seriam estimulados ainda no apoplasto e traduziriam o sinal
para o citossol; (3) peroxidagdo lipidica, radicais hidroxilas (OH’) que reagem com &cidos
poli-insaturados da membrana gerando hidroperéxido lipidico (LOOH) que funcionam como
sinalizadores ativando a biosintese de 4cido jasmonico; (4) H,O, gerado no apoplasto se
difunde para o interior da célula; (5) no apoplasto, o dcido ascérbico € oxidado (DHA) e vai
para o interior da célula através de transportadores especificos; (6) alteracdo no contetiido de
glutationa devido a regeneracdo do DHA a AA; (7) e finalmente o Oz que ndo reagiu no
apoplasto pode atravessar a membrana por difusdo, gerando as EROs diretamente no citossol.
Todas essas possibilidades sinalizam o inicio de um processo chamado de “oxidative burst”
ou “explosdo oxidativa”, seqiiéncia de outras reacdes oxidativas, gerando mais EROs através
de processos enddgenos. No interior da célula, entre outros efeitos, as EROs causam danos a
membranas das organelas e a enzimas, alterando suas fun¢des ao reagirem com grupos
sulfidrilas com conseqiiente forma¢dao de H,O,. Destaca-se aqui a enzima ribulose-bisfosfato

carboxilase oxigenase (rubisco) que apresenta alta sensibilidade ao aumento de O3, As EROs



também sdo responsdveis por danos no DNA, uma vez que estas geram alteragdes em sua
enzima reparadora (Heath 2002; Iriti & Faoro, 2007; Krupa & Manning, 1988; Sharma &
Davis, 1997).

extracelular apoplasto membrana plasmatica  citossol

Figura 1.3. Modelo de possiveis sinalizadores de ozdnio (0O;). H,O, — peréxido de hidrogénio; AA — acido
ascorbico; DHA — deidroascorbato; GSH — glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada; EROs — espécies
reativas de oxigénio; Lip. — lipidio (4c. poliinsatrado); LOOH — hidroperéxido lipidico; AJ — 4c. jasménico; Ca®*

- fons calcio. (esquema modificado de Baier et al. 2005).

As injdrias foliares atribuidas ao poluente O3 em plantas sensiveis parecem estar
associadas a hormonios responsdveis pela resposta de hipersensibilidade a patégenos (HR),
que culmina na morte celular programada. Sendo uma resposta semelhante, as injdrias
induzidas por ozdénio podem ser caracterizadas por uma resposta de hipersensibilidade
semelhante ao ataque por patdgenos (HR-like). Entre os hormdnios mais estudos relacionados
a resposta de hipersensibilidade, encontra-se a interacdo entre o 4cido salicilico (AS), o 4dcido

jasmonico (AJ) e o etileno. O AS aumenta o ataque oxidativo e o AJ o atenua; na presenca do
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O3 ocorre a queda do AJ e o aumento do AS, que induz a morte celular e contribui para a
sintese de etileno, hormo6nio que acelera a senescéncia foliar. Estudos com plantas de N.
tabacum ‘Bel W3’ demonstram aumento nos conteidos de AS em plantas tratadas com
ozonio (Iriti & Faoro 2007; Mancini et al. (2006). Baier et al. (2005) completam que o dcido
abscisico (ABA) também pode ser alterado pela exposi¢do ao O3, ndo somente em plantas
sensiveis, o que reforca a idéia de que o O3 pode induzir o fechamento estomético em algumas
plantas. Além da regulacdo hormonal, Mittler (2002) salienta que a sinalizacdo através do
acuimulo de perdxido estd relacionada de forma intrinseca com a atividade das enzimas APX e
catalase (CAT), sendo que a APX, devido a sua alta afinidade ao H,O, reage a alteracdes
muito pequenas nas concentracdes deste, portanto € a responsavel pela regulacdo fina do sinal.
Assim, qualquer concentracdo de H,O; acima de um limiar normal poderd gerar HR-like e
conseqiiente morte celular, enquanto que a CAT € responsavel pela desintoxicagdo celular, e
sua atividade € induzida em concentra¢des mais altas de H,O,.

Dentre as diversas conseqiiéncias fisioldgicas e ecoldgicas da exposi¢cdo ao Os,
podemos destacar a diminuicdo da fotossintese com alteracdes nas membranas € nos
tilacdides do cloroplasto, mudangas na fluorescéncia, e principalmente a queda na
concentracdo e inativagdo da enzima rubisco; alteragdes na efici€ncia hidrica com a
diminuicdo da entrada de 4gua e sais pelas raizes; aumento de infec¢des por patdgenos ao
alterar a palatibilidade; efeitos deletérios na floracdo e na formagdo do tubo polinico gerando
perda na produtividade; e por fim alteracdes na producdo de etileno, gerando a aceleragdo da
senescéncia foliar. Cabe lembrar que todas estas alteracdes sdo mais expressivas em plantas
sensiveis ao O3, assim pode também ocorrer, em longo prazo, a selecao de espécies resistentes
(Dizengremel et al. 2008, Domingos et al. 2002, Heath 2002, Iriti & Faoro 2007, Klumpp et
al. 2006, Krupa & Manning 1988, Sharma & Davis 1997).

O organismo vegetal exposto ao O3, por estar submetido a um quadro de estresse
oxidativo, geralmente apresenta mudangas no Ciclo Ascorbato-Glutationa, também conhecido
como Ciclo Foyer-Halliwell-Asada, que pode resultar na remog¢do e no controle de EROs e
conseqiiente diminuicdo de danos oxidativos. Este ciclo é composto por uma seqii€éncia de

reagdes, conforme esquema proposto por Sharma & Davis (1997) apresentado na figura 1.3.
Inicialmente, a enzima SOD realiza a dismuta¢do do O, em H,0,, molécula ainda reativa
que € na seqiiéncia reduzida a dgua pela acdo da APX, utilizando AA como substrato. Assim
o AA ¢é oxidado, passando para a forma de monodeidroascorbato (MDHA), que pode ser
novamente reduzido a AA pela acdo da enzima monodeidroascorbato redutase (MDHAR).
Porém, o MDHA ¢é uma molécula instavel e, na grande maioria das vezes, é dismutado

espontaneamente a dehidroascobato (DHA), que a volta a sua forma reduzida pela enzima
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dehidroascorbato redutase (DHAR). Nessa rea¢do, GSH ¢ utilizada como substrato. A GSH,
quando oxidada, passa para a forma de GSSG, que entdo é regenerada através da acdo da
enzima GR, por meio do consumo de NADPH. (Dizengremel et al. 2008, Halliwell &
Gutteridge 2007, Mittler 2002, Sharma & Davis 1997).

02.-
SoD

H,0, APX

DHAR

GSSG GSH

NADPH

GR

NADP*
Figura 1.4. Ciclo Ascorbato-Glutationa. (esquema modificado de Sharma & Davis 1997). Radical superoxido

(0,7); enzima superdxido dismutase (SOD); peréxido de hidrogénio (H,0,); enzima ascorbato peroxidase (APX)
acido ascérbico (AA - forma reduzida); monodeidroascorbato (MDHA - forma intermediaria); deidroascobato
(DHA - forma oxidada); enzima deidroascorbato redutase (DHAR); glutationa (forma reduzida — GSH e forma

oxidada — GSSG); enzima glutationa redutase (GR).

Plantas que possuem conteidos altos e/ou alta capacidade de oxi-redu¢do sdo mais
tolerantes a poluicdo aérea (Gadallah 2000, Igbal et al. 1996). Em espécies vegetais sensiveis
ao O3 e a outros poluentes oxidativos, por outro lado, os efeitos oxidativos em nivel celular

rapidamente se propagam nos tecidos vegetais, gerando sintomas foliares visiveis tipicos.
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Estes sdo indicadores efetivos do potencial de toxicidade do poluente no ar e, por isso, sdo
muito utilizados em programas de biomonitoramento de qualidade do ar, enquanto métodos
quimicos de quantificagdo de O3 limitam-se a determinar de forma numérica as concentragdes
deste poluente. Desse modo, plantas bioindicadoras sensiveis fornecem respostas bioldgicas
integradas as mudancas ambientais com significados ecofisioldgicos (Arndt & Schweiser

1991, Krupa & Manning 1988, Manning & Feder 1980, VDI 1999 e 2003).

1.3. Nicotiana tabacum ‘Bel ~-W3’, uma cultivar bioindicadora de ozonio

Em campos de producio de Tabaco, em Connecticut no inicio dos anos 50, foram
observados danos foliares que inicialmente foram atribuidos ao clima, uma vez que apareciam
somente quando havia alta incidéncia luminosa. Assim, estes danos vieram a ser chamados de
“weather flecks” ou “manchas do clima”. Em 1955, foi relatado o pior episdédio desse
problema, quando 25% de uma plantacio de tabaco foi destruida, resultando na perda
estimada de 5 milhdes de dolares. Em 1959, os pesquisadores Heggestad e Middleton, apos a
realizacdo de estudos experimentais, atribuiram esse tipo de dano as elevadas concentracdes
de O; na regido; apds tal descoberta, as perdas foram reduzidas com o cultivo de novas
cultivares tolerantes a este poluente. Nos anos seguintes o Centro de Pesquisa de Beltsville,
utilizando as espécies de tabaco observadas em Cunnectict, selecionou 3 cultivares que
apresentavam diferentes graus de sensibilidade, sdo elas: Bel W3 - muito sensivel, a Bel C -
sensivel e a Bel B - tolerante. As siglas Bel sdo referentes ao Centro de Pesquisa de Beltsville
e cultivar W3 recebeu este nome por ter sido selecionada de uma plantagdo da Cigar
Company W3 (Heggestad 1991).

Os danos visiveis induzidos pelo O3 em N. tabacum ‘Bel W3’ se iniciam como pontos
brilhantes nos espacos intervenais da superficie adaxial das folhas, progredindo rapidamente
para pontos necréticos acinzentados ou amarronzados (Domingos et al. 2002, VDI 2003)
(figura 1.5). Estas injurias aparecem inicialmente nas folhas mais velhas, progredindo para as
mais jovens com a exposi¢cdo ao Oz e podem levar ao amarelecimento total da folha,

acelerando a senescéncia e a abscisao foliar (Sanz et al. 2002).
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Figura 1.5 — Evolugio de danos caracteristicos apds a exposi¢do ao ozdnio em Folha de Nicotiana tabacum ‘Bel
W3’. A — folha com estdgio inicial de danos (leve depressdo, em tom de verde mais claro, de partes da superficie
adaxial) B — mesma folha ja manifestando necroses, observadas 30 horas apds o registro fotografico anterior.
Fotos de Marisa Domingos.

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ tornou-se uma planta bioindicadora sensivel padronizada
e vem sendo empregada para a qualificacdo dos niveis téxicos de Oz hd vérias décadas na
Europa, com base na porcentagem de drea foliar afetada pelas necroses acima descritas
(Heggestad 1991, Klumpp et al. 2001, Vergé et al. 2002, VDI 2003).

Sabe-se que, sob condi¢cdes de exposi¢do de plantas bioindicadoras sensiveis nos
locais de monitoramento, o surgimento de necroses nas folhas pode ser retardado, restringido
ou intensificado pela acdo conjunta de multiplos fatores ambientais, entre os quais a natureza
e concentracdo dos poluentes e fatores meteorolégicos como temperatura, umidade relativa,
velocidade do vento, irradiancia e fotoperiodo (Kruppa & Manning 1988). Sendo assim, a
funcdo matemadtica linear entre porcentagem de drea foliar afetada por sintomas e doses de
exposicdo ao poluente, ideal para o estabelecimento de programas padronizados de
biomonitoramento de qualidade do ar, ndo € alcancada com facilidade.

Autores como Pefiuelas et al. (1999) ja demonstraram que as variagdes
meteoroldgicas podem interferir na eficiéncia da resposta bioindicadora de N. tabacum ‘Bel
W3, sob condi¢des de clima temperado. Klumpp et al. (2006), em um estudo realizado por
diversos paises da Europa, observaram relacdo linear entre danos e concentragdes de O;
somente em duas cidades que apresentaram condicdes ambientais bem homogéneas.
Explicam, ainda, em seu estudo que a fraca relagdo linear ocorre em resposta a diferentes
condi¢des ambientais e ao tempo de desenvolvimento da injiria que pode demorar de 1 a 2

dias para evoluir.
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No Brasil, a cultivar Bel W3 de tabaco também foi utilizada em biomonitoramento
qualitativo. Em estudos na regido de Cubatdo, no estado de Sao Paulo (Klumpp et al. 1994,
Domingos et al. 1998), os autores verificaram que quanto mais distantes das fontes de
poluicdo, maiores eram as porcentagens de danos foliares, uma vez que dreas bem préximas
as fontes de poluicdo apresentam alta concentracio de NO, o que acaba restringindo o
acimulo de ozdnio as regides mais afastadas, que possuem em seu entorno grandes vias de
circulagao de automoéveis. Outro recente estudo avaliou o potencial de uso de N. tabacum Bel
W3 como bioindicadora de oz6nio na cidade de Sdo Paulo, utilizando para isso o parametro
de dano foliar relacionado a concentragdo de ozdnio atmosférico (Sant’Anna 2007). Esse
estudo confirmou que, nas nossas condicdes atmosféricas, a cultivar pode distinguir as dreas e
as épocas do ano mais € menos contaminadas por ozonio, ou seja, para biomonitoramento
qualitativo. Porém, a variagdo da porcentagem de danos foliares foi pouco explicada por
variagdo na concentragdo de ozonio, fato que deveria ocorrer para que se pudesse utilizd-la de
forma padronizada para biomonitoramento quantitativo (Sant’ Anna et al. 2008).

Certamente os fatores meteoroldgicos afetam as trocas gasosas, regulando, também, o
fluxo de ozonio para o interior das plantas e, assim, a intensidade de necroses foliares,
conforme foi mencionado pelos citados autores. Mas, € possivel supor, também, que as
variacdes na concentracdo de O3 e/ou nas condi¢des meteoroldgicas podem alterar as
respostas antioxidativas e a capacidade de oxi-redu¢do das plantas, ao longo de sua
permanéncia no ambiente em monitoramento e, por conseguinte, a manifestacio de danos
foliares em N. tabacum Bel W3. Esposito et al. (2009) demonstraram que o aumento da area
foliar afetada por necroses em plantas dessa cultivar, ao longo do tempo de exposi¢do, foi
explicada pela redugdo dos niveis de ascorbico total, determinados por método
espectrofotométrico, dois dias antes da andlise da injdria e por maiores concentracdes de O3
cinco dias antes, verificando-se, assim, que essa hipdtese € plausivel e deveria ser testada de
forma mais precisa.

Além disso, permanece, ainda, desconhecido se ocorrem variagdes na capacidade de
oxi-redugdo de plantas dessa cultivar, quando expostas a variagdes nas condi¢cdes ambientais
de uma regido contaminada por ozonio, e se estas podem modular sua eficiéncia para

biomonitoramento em regides urbanas brasileiras.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

Com base nos aspectos anteriormente colocados, a seguinte hipdtese foi testada na
presente dissertacdo de mestrado: Variagdes na capacidade de oxi-reducdo de plantas de N.
tabacum ‘Bel W3’, expostas em um local contaminado por O;, ocorrem devido a uma
resposta as oscilagdes nas condi¢cdes ambientais e interferem no surgimento de injurias
foliares caracteristicas da exposi¢do a esse poluente. Uma vez comprovada tal hipétese,
podem-se esperar mudancas na relacdo linear entre danos e concentragdes de Oz e diminui¢do
da eficiéncia desta espécie para programas de biomonitoramento em regides urbanas

brasileiras.

Para testar essa hipétese, o presente estudo de mestrado objetivou:

1. Verificar se hd variagdes na capacidade de oxi-reducdo em plantas de N. tabacum Bel-
W3, expostas em ambiente contaminado por 0z6nio, em resposta a um conjunto de
condi¢cdes ambientais, tanto no que diz respeito a contaminagdo atmosférica

propriamente dita quanto as condi¢des meteorolégicas;

2. Identificar quais fatores ambientais determinam preponderantemente as variagdes nos

parametros indicadores da capacidade de oxi-redu¢cdo mensurados nessas plantas;

3. Verificar como as variacdes na capacidade de oxi-redu¢do interferem no surgimento e
na intensidade de necroses foliares nas plantas expostas no ambiente contaminado e,
assim, na eficiéncia da cultivar para biomonitoramento de oz6nio 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 espécies N. tabacum ‘Bel-W3’, Ipomoea nil ‘Scarlet O’Hara’ e Psidium
guajava ‘Paluma’ aquela cuja resposta bioindicadora de ozonio visivel foi menos influenciada
por reagdes fisioldgicas, metabdlicas e estruturais provocadas por fatores do ambiente durante

o periodo de estudo, ao longo das quatro estacdes do ano de 2008.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Local de Exposicao das Plantas

As exposicdes das plantas ocorreram em uma drea pertencente ao Nucleo de Pesquisa
Orquidério do Estado do Instituto de Botanica, situada no Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga - PEFI (zona sul da cidade de Sao Paulo) (Fig. 3.1). Sua escolha fundamenta-se nos
seguintes aspectos:

Os estudos com plantas bioindicadoras ja demonstraram que esse local € intensamente
afetado pelo smog fotoquimico e menos afetado por poluentes primérios emitidos por veiculos
(Klumpp et al. 1994, Domingos et al. 2002, Sant’ Anna 2007, Sant’ Anna et al. 2008, Esposito
et al. 2009);

1. Haveria espaco aberto suficiente para instalacdo dos sistemas de exposicdo das
plantas;

2. As amostragens intensivas das plantas seriam vidveis, em virtude da pequena distancia

entre o sitio de exposi¢do e os laboratérios onde seriam realizadas as andlises.

Figura 3.1 - Foto de satélite da Regido metropolitana de Sao Paulo, detalhe Parque estadual das fontes do
Ipiranga PEFI. A direita foto aérea de parte do Instituto de Botanica, circunferéncia marca o local escolhido para
exposi¢cdo das plantas, pode-se visualizar a casa de vegetagcao. Fonte: Google maps.
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A drea do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) estd situada na regido
metropolitana de Sdo Paulo e abriga o terceiro maior fragmento de floresta nativa no
municipio de Sdo Paulo. (Barros et al. 2002). Segundo esses autores, o fragmento florestal do
PEFI representa uma parte da Floresta Atlantica, refletindo uma condi¢do pretérita de

continuidade entre a floresta da costa e as do noroeste do estado.

3.2 - Cultivo e Exposicao das Plantas

As plantas foram cultivadas a partir de sementes doadas pelo Dr. Andreas Klumpp,
professor da Universidade de Hohenheim/Alemanha, as quais foram colocadas para germinar
em caixas acrilicas do tipo gerbox. As plantulas originadas foram transplantadas para vasos
plasticos de 1,5L contendo substrato comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina,
misturados na proporcdo de 3:1, respectivamente. Estas estavam prontas para exposicao,
seguindo a recomendacdo do VDI (2003) (Anexo 2), quando tinham pelo menos sete folhas,
em média, 2 meses apés a semeadura. Durante o cultivo, as plantas permaneciam em casa de
vegetacdo sob ar filtrado e sob condicdes climdticas favordveis ao seu crescimento e
recebiam, semanalmente, 100 ml da solucdo nutritiva recomendada por Epstein (1975) (Fig.

3.2e3.3).

Rl ——
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Figura 3.3 — Cultivo de Plantas de N. rabacum ‘Bel W3’. A esquerda plantulas germinadas em caixa acrilica
‘Gerbox’, ao centro plantula transferida para vaso, a direita vista geral das plantas dentro da casa de vegetagao.
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Cada exposi¢do em campo durava 14 dias e consistia na manutengdo de plantas no
ambiente natural do local de estudo, sob sombreamento de 50%, em suportes construidos
segundo o modelo proposto por Arndt & Schweizer (1991) e por VDI (2003). Realizaram-se
em todo o ano de 2008, 2 exposi¢des no verdo, 4 no outono, 6 no inverno € 5 na primavera Ao
longo do periodo experimental, ocorreram problemas no cultivo das plantas, que impediram a
realizacdo de seis exposicdes por estacdo como previamente programado, principalmente

durante o verao devido ao calor excessivo. (Tab. 3.1).

Tabela 3.1 — Periodos das exposicdes de plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ ao longo das
estacdes climdticas durante o ano de 2008.

Estacio Exposicao Periodo
Verdo 1 10 a 24 de janeiro
2 24 de janeiro a 07 de fevereiro
1 07 a 21 de abril
Outono 2 05a19 dF: maio ‘
3 19 de maio a 02 de junho
4 16 a 30 de junho
1 14 a 28 de julho
2 28 de julho a 11de agosto
Inverno 3 11 a 25 de agosto
4 25 de agosto a 08 de setembro
5 08 a 22 de setembro
6 22 de setembro a 06 de outubro
1 13 a 27 de outubro
2 27 de outubro a 10 de novembro
Primavera 3 10 a 24 de novembro
4 24 de novembro a 08 de dezembro
5 08 a 22 de dezembro

Durante o cultivo e a exposi¢do, as plantas foram irrigadas continuamente por meio de
barbantes de ndilon, sendo uma de suas extremidades mergulhada em 4gua e a outra mantida
em contato com o substrato, na altura das raizes (Fig. 3.4).

Cada exposi¢do foi sempre iniciada com 18 plantas previamente numeradas e com a
quarta folha marcada (considerando a folha niimero 1 como a mais velha), mantidas 2 estantes
com 9 individuos em cada. Ao longo dos 14 dias, em trés dias sorteados, eram retiradas seis

plantas igualmente sorteadas para andlise das respostas antioxidativas e da capacidade de oxi-
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reducdo. Ao final de cada exposicdo um novo lote de 18 plantas era recolocado nas mesmas

estantes (Fig. 3.4).

A
€

Figura 3.4 — A esquerda, vasos com barbantes de ndilon inseridos da base, usados para a irrigagio por
capilaridade. Ao centro suporte com 9 plantas de N tabacum ‘Bel W3’. A direita vista geral dos suportes na area
de exposi¢ao.

3.3 - Condicoes ambientais durante o periodo experimental

Dados climéticos (temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo e radiacdo solar
global) foram obtidas junto a estacdo meteoroldgica sediada no PEFI e gerenciada pelo
Instituto Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da Universidade de Sdo Paulo (IAG-
USP).

Ao longo das exposi¢des, as concentragdes atmosféricas de Oz e de NOy, que sdo
precursores desse poluente, foram monitoradas continuamente, com analisadores HORIBA,
por integrantes da equipe do projeto (Jéssica B. Nobre & Silvia R. Souza) financiado pela
FAPESP ao qual o presente plano de mestrado estd vinculado.

As concentragdes hordrias de NO e NO, foram monitoradas somente até dia 31 de
agosto devido a problemas técnicos com o analisador, data referente ao 7.° dia da 4.*

exposicao de inverno.
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3.4 - Antioxidantes

Todas as varidveis relacionadas ao sistema de defesas antioxidativas foram analisadas
nas 6 e 7* folhas mais velhas das plantas sorteadas em cada dia de amostragem por
exposicao. As amostras foram sempre mantidas imersas em gelo picado em todas as etapas
para garantir a integridade de seus componentes. As concentragdes de acido ascorbico, em
suas formas reduzida (AA) e oxidada (DHA - acido dehidroascérbico), eram realizadas em
aliquotas de folhas frescas no mesmo dia de amostragem. Nesse dia, também eram extraidas
amostras foliares para preparo de extratos para andlise da atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), os quais eram
congelados sob "80°C até o momento da finaliza¢do dos procedimentos analiticos. Ainda no
dia de amostragem era congelado 1 g de folhas para posterior andlise das concentracdes de
glutationa, em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Problemas de ordem analitica
inviabilizaram algumas determinacdes de AA, de SOD e de GR. Os procedimentos analiticos
sdo detalhados a seguir.

As concentragdes de dcido ascérbico na forma reduzida (AA) e dcido ascorbico total
(AA + DHA - 4cido dehidroascérbico) foram obtidas e quantificadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV, a 245 nm. A separag¢do desses compostos
foi realizada em coluna C18, com uma vazio de 1,00mL/min, utilizando-se como fase movel
solucdo aquosa acidificada (pH 2,3) com dcido ortofosférico (H3PO4). A extracdo desses
compostos do material vegetal foi feita através da homogeneizacdo de folhas frescas com 6 ml
de acido metafosforico (HPO3;) 6% contendo 0,5 mM de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). Os extratos vegetais obtidos foram centrifugados a 10.000 g sob temperatura de 2°C
por 10 minutos e filtrados em papel filtro. Para a determinacdo do AA, 1 mL do extrato foi
diluido com 4 mL de dgua, a solugdo resultante foi filtrada em membrana com poro de 0,45
um e 20 pL dessa solucdo foi injetada no sistema cromatogréfico. Para andlise do 4cido
ascorbico total (AA + DHA), adicionaram-se a mesma quantidade de extrato (1mL) 0,4 mL
de dithiothreitol (DTT) 0,2% misturado a tampao de fosfato de sédio com pH 7,0 e 0,2 mL
fosfato de potdssio monobdsico (K,HPO,) 45%, para ocorrer a redugdo total do DHA para
AA. Estes extratos foram mantidos no escuro por 15 minutos e, apds esse periodo, a reagdo
foi interrompida com 0,4 mL de 2M H3POQ,, adicionando-se 3 mL de dgua. Esse extrato foi
também filtrado com membrana com poro de 0,45 pm e entdo 20 uL deste foi injetado. O
contetido de DHA foi calculado pela subtragdo entre AA total e AA reduzido determinado
inicialmente. Essa metodologia foi baseada na descrita por Léopez et al. (2005). Com as

concentracoes em maos, foram calculadas as razdoes AA/AA+DHA, seguindo proposta de
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Burkey et al. (2006), com a finalidade de determinar a capacidade de oxi-redu¢do do 4cido
ascorbico.

Os contetidos de glutationa reduzida (GSH) e glutationa total (GSH + GSSG -
glutationa oxidada) foram obtidos em extratos preparados a partir de 1,0g folhas previamente
congeladas sob -80°C, homogeneizadas em 3 ml de 4cido sulfosalicilico 0,1%, que foram
centrifugados a 12.000 g sob temperatura de 2 °C por 20 minutos. Com o sobrenadante, foram
realizadas duas reacdes e subseqiientes duas leituras em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 412nm. Para a primeira reacdo, visando a obten¢do da GSH, 250uL. de extrato
foram adicionados a uma mistura de 1,75SmL de tampao fosfato de potdssio 100mM, pH 7,0
com 0,5mM de EDTA e 100 pL de 4cido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB) 3mM, e apds
5 minutos foi realizada a primeira leitura. Na segunda reagdo, para a obtencdao de GSH total,
nesta mesma mistura foram adicionados 4pul. de enzima glutationa redutase comercial e
100pL nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reduzida (NADPH) 0,4mM e apés 20
minutos foi realizada a segunda leitura (Israr ef al. 2006). O conteido de GSSG foi calculado
pela subtracdo entre GSH total e GSH reduzida. Com as concentracdes em maos, foram
calculadas as razdes GSH/GSH+GSSG, com a finalidade de determinar a capacidade de oxi-
reducgdo da glutationa.

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi determinada através do
método proposto por Ramachandra Reddy et al. (2004) com modificacdes. O material vegetal
foi homogeneizado em 5 ml solugdo extracao contendo tampao fosfato de potassio S0 mM pH
7,0, Triton 0,05%, polivinilpolipirrolidona (PVPP) 10% e 1 mM é&cido ascorbico. O extrato
resultante foi centrifugado a seguir por 10 min, a 10.000 g. O sobrenadante obtido foi dividido
em duas aliquotas, pois este foi também utilizado para avaliar a atividade da enzima ascorbato
peroxidase, que foram congeladas a "80°C. A atividade da enzima SOD foi medida em uma
mistura de reacdo contendo nitro blue tetrazolium (NBT), metionina, EDTA, tampao fosfato
100mM pH 7,0, riboflavina e o extrato vegetal. Apds 15 minutos de exposi¢do a luz
fluorescente (80W), mediu-se a absorbancia da mistura, a 560 nm. Os controles de cada
amostra eram protegidos da luz. A atividade da enzima foi determinada pela inibi¢do da
redu¢do do NBT, pela dismutacao enzimatica do superoxido.

A enzima ascorbato peroxidase (APX) foi obtida pela mesma extracdo da enzima
SOD, descrita acima. Para determinacdo da atividade da APX, foi utilizada a metodologia
proposta por Asada (1984), com modificagdes. Em uma mistura de reacdo a 30 °C contendo
2,4ml tampdao fosfato 100 mM, pH 7,0 com 1 mM de EDTA foram adicionados 300uL de
acido ascorbico SmM e 300uL de peréxido de hidrogénio (H,O;) 2 mM. A reacdo foi iniciada

com a adi¢do de 300uL de extrato vegetal a mistura. A atividade da APX foi medida em um
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espectrofotometro UV/VIS a 290 nm, por 2 minutos, observando-se no decorrer desse tempo
o consumo de AA utilizado pela enzima para decompor o H,O, em agua.

Para a extracdo da enzima glutationa redutase (GR), o material vegetal foi
homogeneizado com PVPP (10%) em 3 ml de tampao fosfato de potdssio 50 Mm, pH 7,8 com
5 mM de acido ascorbico, SmM de EDTA e DDT SmM. O extrato obtido foi logo apods
centrifugado por 10 min, a 10.000 g e congelado a ‘80°C. A atividade da enzima foi medida
em uma mistura de reacdo a 30 °C contendo 970uL. de tampao fosfato 100 mM, pH 7.5, e
500uL de DTNB 1mM, onde foram adicionados 100 ul. de NADPH 0,InM e 100 pL de
glutationa oxidada comercial ImM. A reacdo era iniciada a partir da adi¢do de 30 pL de
extrato contendo a enzima GR, que realizava a reducdo da GSSG a GSH na presenca de
NADPH, e a atividade da enzima foi medida em espectrofotdmetro a 412 nm, pela formacgao
de composto formado pelo DTNB na presenca de GSH (RAMACHANDRA REDDY et al.
2004).

3.5 - Injurias foliares visiveis

Nas mesmas folhas das plantas analisadas para os antioxidantes e nas mesmas datas,
foram estimadas as porcentagens de drea foliar afetada por necroses tipicamente induzidas por
ozOnio, também seguindo o protocolo sugerido por VDI (2003). Essas andlises foram
realizadas por outros integrantes do mencionado projeto FAPESP (Daiane T. Silva & Regina
M. Moraes).

A porcentagem de drea foliar afetada por injdrias visiveis foi estimada visualmente,
seguindo as recomendagdes de VDI (2003) e conforme adotado em vérios estudos similares
realizados nos continentes europeu e americano (HEGGESTAD, 1991; KLUMPP et al., 2001;
VERGE et al., 2002). Os resultados foram expressos em classes de 5 em 5% de drea foliar

danificada (média de danos nas folhas analisadas por planta).

3.6 - Anadlises estatisticas e apresentacao dos resultados

Realizaram-se andlises de varidncia ndo paramétrica (teste de Kruskal-Wallis),
seguidas de testes de comparagdes multiplas (Teste de Student-Newman-Keuls ou de Dunn),
quando pertinentes, para localizar diferencas nas respostas antioxidativas e na capacidade de
oxi-reducdo das plantas entre exposi¢des em uma mesma estacdo do ano e entre as estacoes
do ano.

Optou-se pela apresentacio desses resultados em graficos 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% dos dados acima e abaixo da mediana (percentis de 25 e 75); as barras de
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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 valores extremos (abaixo do percentil de 10 ou acima do
de 90).

As relagdes entre variacOes nos antioxidantes das plantas de N. tabacum ‘Bel-W3’,
mantidas por 14 dias no local de estudo, nas diferentes exposi¢des das quatro estagdes do ano,
e variacOes nas condi¢des ambientais foram testadas por meio de andlises exploratérias de
correlacdo de Pearson e 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
os de poluicdo (O3, NO, NO,) provavelmente influenciaram as respostas antioxidativas. No
caso de O3, tais andlises foram realizadas com concentracoes maximas em cada dia e com
doses acumuladas (AOTzero, AOT20 e AOT40). Além disso, procurou-se verificar se haveria
uma defasagem de tempo entre uma mudanca nas condi¢cdes ambientais e seu reflexo sobre o
sistema antioxidante. Assim, realizaram-se as andlises de correlacdo entre valores médios de
antioxidantes por planta amostrada em cada dia de amostragem, incluindo dados de todas as
exposicoes, 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 Esposito
et al. (2009).

Em seguida, foram realizadas andlises de regressdo multivariada com todo o conjunto
de dados para determinar o quanto da variagdo 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
significativamente para explicar, agora de forma combinada, as oscilagdes nas respostas
antioxidativas. Em tais andlises, foram igualmente utilizados os valores médios dos
mencionados fatores ambientais entre 2 e 6 dias anteriores a cada dia de determinacdo dos
antioxidantes. No caso de Os, apenas uma das formas de expressa-lo foi incluida em cada
modelo. NO e NO, foram desconsiderados nestas analises, 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 variacoes nos antioxidantes. Novos
ajustes foram feitos sequencialmente, seguindo o mesmo procedimento. Ao final,

permaneceram no modelo somente as varidveis que contribuiram significativamente para
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explicar as variacdes 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 regressao ().

Finalmente, realizou-se uma andlise de componentes principais (ACP), incluindo
resultados obtidos em cada estagdo 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 necroses tipicamente induzidas por O3, com a finalidade de resumir a
variabilidade total dos dados e avaliar qualitativamente a relacdo entre niveis dos
antioxidantes e intensidade de injurias foliares. Para esta andlise, foram usados os valores
médios por planta obtidos em cada dia de amostragem, que foram transformados por

ordenacao.
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4. RESULTADOS

4.1 - Condicoes ambientais durante o periodo experimental

As temperaturas minimas e maximas registradas durante as estagdes climaticas do ano
de 2008 ocorreram, respectivamente, na ultima exposi¢cdo de outono (6,8°C) e na 1.2
exposicdo de primavera (34,3°C). Esta ultima também apresentou o maior valor médio por
exposicdo (21,7°C). Os menores e maiores valores acumulados de radiacdo solar global
ocorreram, respectivamente, durante a ultima exposi¢do de outono (144,9 MJ/m?) e a 1.°
exposicao de primavera (261,5 MJ/m?). A umidade relativa média por exposi¢do ficou em
torno de 80% em todo o ano, registrando-se o menor (24%) e o maior valor (100%) durante a
1.* exposi¢do de primavera. Observou-se a maior precipitacdo acumulada na dltima exposi¢ao

de inverno (86,3 mm) e menor acimulo na 1.* exposi¢do de inverno (0,2 mm) (Tab. 4.1).

Tabela 4.1 - Condicdes climdticas por periodo de exposi¢cdo durante o ano de 2008. Médias,
mdaximas e minimas de temperatura (°C) e umidade relativa do Ar (%). Valores acumulados
totais de precipitacdo (mm) radiacdo solar global (MJ/m?). Fonte: IAG/USP.

Temperatura Umidade Radiacao
Expo Precipitacao
médias  max min  médias max min solar global
~ 1 20,8 30,2 15,3 84,7 97,0 43,0 69,1 206,9
Verao
2 20,1 29,2 13,5 83,6 97,0 46,0 56,5 213,2
1 20,8 30,4 14,2 84,1 98,0 42,0 37,8 187,5
2 16,1 27,3 7,9 79,7 98,0 32,0 1,3 186,4
Outono
3 17,6 27,9 9,6 76,7 97,0 31,0 18,8 183,9
4 14,9 26,2 6,8 83,1 98,0 39,0 8,1 144,9
1 16,3 28,5 7,2 70,5 97,0 25,0 0,2 231,7
2 17,2 28,3 11,2 80,3 98,0 26,0 80,7 165,4
3 18,7 30,0 9,9 74,2 98,0 22,0 6,3 223,0
Inverno
4 18,0 32,8 9.8 73,7 97,0 18,0 6,5 253,6
5 16,5 334 8,9 80,6 97,0 25,0 32,4 208,5
6 17,0 29,8 10,1 82,4 97,0 34,0 86,3 246,8
1 21,7 34,3 15,4 71,5 100,0 24,0 67,1 261,5
2 20,2 29,6 14,1 82,3 97,0 37,0 47,0 244.4
Primavera 3 19,0 31,8 11,3 82,6 99,0 28,0 74,2 257.6
4 19,8 31,5 10,8 77,5 97,0 31,0 353 333,0
5 20,2 32,9 13,9 81,5 97,0 24,0 156,6 268.5
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Um perfil didrio que caracteriza a presenca do fendmeno ‘“smog fotoquimico” no
ambiente de estudo foi obtido através do perfil de concentra¢des de O3, NO e NO; no decorrer
de 1 dia. Este perfil se resume a trés etapas: 1.*) aumento das concentracoes de NO, seguido
de um aumento das concentracdes de NO, durante as primeiras horas do dia; 2.%)
aproximadamente as 7h da manha ocorre o inicio da formacao de O3, devido a radiacdo solar,
e conseqiiente consumo de NO, demonstrado pela queda em suas concentragdes neste mesmo
periodo; e 3.*) ao final da tarde as concentragdes de O3 comecam a cair e as de NO e NO,
tornam-se novamente mais altas. Esta situacdo pode ser exemplificada, no periodo de estudo,

pelo perfil didrio destes poluentes do dia 16 de julho de 2008 (Fig. 4.1).

50 T

40

30

20

Concentracoes (ppb)

10

horas

03 NO NO2

Figura 4.1 - Perfil didrio das concentracdes de ozdnio e 6xidos de nitrogénio. Dados referentes ao dia 16 de
julho de 2008 durante a 1.* exposi¢do de inverno.

As concentragdes hordrias de NO e NO, foram monitoradas somente até dia 31 de
agosto, considerando o periodo monitorado, na 4. exposi¢do de inverno, registraram-se 0s
maiores valores médios de NO (112,9 ppb) e de NO, (74,6 ppb), enquanto que nas 1.* e a 2.7
exposicoes de verdo, obtiveram-se os menores valores médios de NO (3,8 ppb) e de NO,
(14,3 ppb) respectivamente. Os valores méximos encontrados durante o periodo monitorado
ocorreram ambos na estacao outono, durante a 3.* exposicdo para NO (339,7 ppb) e durante a
4.* exposicdo para NO, (261,9 ppb) (dados obtidos por Jéssica B. Nobre & Silvia R. Souza)
(Fig. 4.2).
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Figura 4.2 - Concentragdes médias (eixo a esquerda) e maximas (eixo a direita) de NO e NO,, referentes a cada
periodo de exposicdo. * dados somente até o 7.° dia desta 4.° exposi¢ao de inverno.

A partir das concentracdes hordrias de ozonio durante o ano de 2008, obtidas por
Jéssica B. Nobre & Silvia R. Souza, foram calculadas médias por exposi¢do, com base nos
valores hordrios registrados no periodo de luz dos periodos em que as plantas de N. tabacum
foram expostas e foi identificada a concentracdo mixima horéria ocorrida em cada exposi¢ao.
As médias de O3 se mantiveram em torno de 20ppb na maioria das exposi¢des do ano,
obtendo o menor valor (7,1 ppb) na 3.° exposi¢ao de outono € o maior valor (26,9 ppb) na 3.°
exposi¢cao de inverno. O maximo valor horario de O; registrado durante as exposi¢oes de N.
tabacum em 2008 (138,3 ppb) ocorreu no dia 11 de abril referente a 1.° exposi¢do do outono,
as exposi¢des de verdo também apresentaram valores méximos altos (102,3 e 129,3ppb)
quando comparadas as demais exposi¢des que apresentaram valores maximos geralmente em

torno de 50 a 60ppb, com excecdo da 3.° exposi¢ao de ozonio (29,7ppb) (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 - Concentracdes médias e mdximas de ozonio referentes a cada periodo de exposi¢cdo de plantas de N.
tabacum ‘Bel W3’ durante as esta¢des do ano de 2008.

Considerando a alta sensibilidade da espécie N. tabacum ‘Bel W3’ a poluente O3, além
da AOT40 (somatoéria dos valores hordrios em ppb, apds subtragdo de 40 ppb) usualmente
utilizada para avaliacdo de riscos deste poluente a vegetacao, também foi calculada a AOT20
(somatoria dos valores horarios em ppb, apds subtracdo de 20 ppb), assim como a AOTzero
(somatdria de todos valores hordrios em ppb). Os maiores valores de AOT40 foram
observados na 1.* exposicdo de outono (597,2 ppb) e na 3.* exposicao de inverno (417,3 ppb),
a qual apresentou a maior média de O3 dentre todas as exposi¢des, como citado anteriormente.
A AQOTH40 foi zero, ou seja, ndo houve valores maiores que 40ppb/hora, durante as seguintes
exposicoes: 2.* do verdo; 2.%, 3.* e 4. do outono; 5.* do inverno; e 3.* da primavera. Porém em
todas as exposi¢oes foram registrados valores de AOT20, sendo o menor valor registrado na
3.* exposi¢do do outono (24,8 ppb), a qual também apresentou a menor média de O3 entre
todas exposicdes, como anteriormente citado. Os maiores valores de AOT20 ocorreram na 3.”
exposi¢ao do inverno (1594,8 ppb) e na 1.* exposicao da primavera (1388,6 ppb). A AOTzero
das exposi¢des de inverno e primavera foram em sua grande maioria superiores a 4.000ppb,
alcancando o maior acimulo registrado durante as exposi¢des de N. tabacum (5.546,0ppb) no
periodo referente a 4.* exposi¢cdo de inverno. A 2.% e 3.% exposi¢Oes de outono apresentaram os

menores valores de AOTzero (1363,9 e 1919,1ppb respectivamente) (Tab. 4.2).
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Tabela 4.2 — Valores acumulados de ozonio totais (AOTzero), acima de 20ppb
(AQOT?20) e acima de 40ppb (AOT40) referentes a cada periodo de exposicao de plantas de N.
tabacum ‘Bel W3’ durante as estacdes do ano de 2008.

Estacao Exposicao AOT20 AOT40 AOTzero
Versio 1 3314 62,6 2566,1
2 536,4 182,0 3336,5
1 1258,0 597,2 41389
Outono 2 65,0 0,0 1363,9
3 24,8 0,0 1919,1
4 345,8 18,6 3521,1
1 1398,8 195,8 45437
2 623.,8 90,9 3819.,8
Inverno 3 1594,8 417,3 5506,1
4 1227,9 211,5 5546,0
5 338,5 7,5 4022,2
6 521,3 55,0 4287,5
1 1388,6 135,0 5506,5
2 643.3 44,5 4684,0
Primavera 3 2945 0,0 3515,5
4 915,2 114,6 4707,5
5 1057.,4 2424 4560,6

4.2 - Injarias foliares visiveis

Os danos visiveis observados em N. tabacum ‘Bel W3’ se iniciavam como pontos
brilhantes nos espacos intervenais da superficie adaxial das folhas, progredindo para manchas
necréticas acinzentadas ou amarronzadas. Estas injdrias apareciam inicialmente nas folhas
mais velhas, progredindo para as mais jovens com a exposicdo ao O3 (Fig. 4.4). Este padrdo
de injurias foliares foi observado em todas as estacdes do ano, porém foram mais freqiientes
durante o inverno e a primavera, ocorrendo em todas as exposi¢des (dados obtidos por Daiane
T. Silva & Regina M. Moraes).

Considerando a porcentagem de 4rea foliar afetada, foram estimados valores
medianos, médios, mdximo e minimo, entre as plantas analisadas em cada exposi¢do. A
porcentagem de drea foliar minima encontrada foi igual a zero em todas as exposi¢des, 0 que
significa que pelo menos uma planta de cada exposicdo ndo apresentou injdrias foliares
visiveis. O maior valor médio encontrado (19,9%), assim como a méixima porcentagem de
area foliar danificada (87,5 %) foram encontrados na 5.* exposi¢cdo de inverno. O valor
mediano foi igual a zero em todas as exposicdes de verdo, outono e inverno, este evento
representa que o nimero de plantas afetadas ndo alcangou a metade das plantas analisadas

durante estas estacOes. Porém, durante a 2.* e 5. exposicdoes da primavera, a mediana
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apresentou valor igual 4 3% e 1,5% respectivamente, portanto nestas exposi¢des mais da

metade das plantas apresentou danos foliares (Tab. 4.3).

| A I

Figura 4.4 - Injdrias foliares visiveis em MN.
tabacum Bel W3 observadas durante o
periodo de estudo. A) Estdgio inicial. B)
Estdgio avangado e C) Planta vista de cima,
danos iniciam-se nas folhas mais velhas,
folhas jovens sem danos.

Tabela 4.3 - Andlise descritiva da porcentagem de drea foliar coberta por necroses de
Nicotiana tabacum ‘Bel-W3’, por periodo de exposicdao durante o ano de 2008. Valores
médios, medianas, minimos € maximos.

Expo % média % mediana % minima % maxima

Verao 1 0,3 0,0 0,0 3,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0
Outono 1 6,8 0,0 0,0 67,5
2 0,0 0,0 0,0 0,0
R} 1,0 0,0 0,0 3,0
4 0,5 0,0 0,0 3,0
Inverno 1 0,5 0,0 0,0 3,0
2 0,1 0,0 0,0 3,0
3 1,9 0,0 0,0 37,5
4 5,6 0,0 0,0 57,5
5 19,9 0,0 0,0 87,5
6 0,3 0,0 0,0 3,0
Primavera 1 1,5 0,0 0,0 7.5
2 53 3,0 0,0 37,5
R} 1,4 0,0 0,0 17,5
4 0,3 0,0 0,0 3,0
5 6,0 1,5 0,0 77,5
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4.3 - Antioxidantes

Em geral, ndo houve diferencas significativas entre as folhas 6 e 7 para os
antioxidantes avaliados (enziméticos e ndo enzimdticos) das plantas amostradas ao longo do
periodo experimental. Desse modo, os resultados apresentados a seguir foram originados de
médias por planta, sendo cada uma considerada uma unidade amostral.

Além disso, as respostas antioxidativas das plantas variaram entre os dias de
amostragem de cada exposicdo, porém parecendo ser mais em fungdo de oscilagdes nas
condi¢des ambientais do que em funcdo da idade ou mesmo das plantas analisadas. Visto que
ndo foi verificada uma linha de tendéncia evidente que indicasse acréscimo ou decréscimo na
atividade ou concentracao dos compostos analisados ao longo do tempo de exposi¢ao (dados
nao mostrados). Sendo assim, optou-se por mostrar as variagdes entre exposi¢cdes em cada
estacdo do ano e variagdes sazonais (Figs. 4.5 a 4.15). Cabe ressaltar, no entanto, que todos os
dados obtidos por planta e por dia de amostragem contribuiram para a constru¢do dos box-
plots e para a andlise das relacdes entre os indicadores antioxidantes e os fatores ambientais.

Foram observadas diferencas nas atividades enzimadticas de plantas de N. tabacum
entre exposicdes de cada estacdo do ano, conforme mostram as Figs. 4.5 a 4.7.

Durante o verdo, a atividade das enzimas APX e SOD foram significativamente mais
baixas na 1. exposicdo em relagcdo a 2.* exposi¢ao (Figs. 4.5 — verdo e 4.6 — verdo), enquanto
que a atividade da enzima GR foi similar nas duas exposicoes desta estacao (Fig. 4.7 — verdo).

Durante o outono, a atividade da APX foi menor durante a 4.* exposicdo, em
comparacao com as exposicoes 2 e 3 (Fig. 4.5 — outono) e a atividade da GR também foi mais
baixa nessa 4° exposicdo, porém somente em relacdo aos resultados encontrados no 3.°
periodo de exposicdao (Fig 4.7 — outono). Por outro lado, a SOD apresentou menores
atividades durante a 1.* exposi¢do, quando comparada as duas ultimas (Fig. 4.6 — outono).

Durante o inverno, a atividade da APX foi maior na primeira exposi¢do ao compard-la
com a medida nas plantas da 3.%, 5. e 6.* exposicdes. Além disso, a atividade dessa enzima foi
mais alta nas plantas das exposicoes 2 e 4 em relacdo a atividade medida na dltima (Fig. 4.5 —
inverno). A SOD apresentou maiores atividades nas plantas expostas durante as 1.* e 2.2
exposicoes somente quando comparadas a 5. exposicdo (Fig. 4.6 — inverno), enquanto a
enzima GR apresentou maiores atividades durante a 6.* exposi¢do somente quando comparado
a exposi¢ao 3 desta estacdo (Fig. 4.7 — inverno).

Durante a primavera, a menor atividade da APX foi obtida nas plantas da 2.* exposicao
e a maior na 5. exposicdo (Fig. 4.5 — primavera). Para SOD, observou-se resultado oposto

(maior atividade 2.* e menor na 5.* exposicdo) (Fig. 4.6 — primavera), enquanto que a
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atividade da GR nio variou significativamente entre todas as exposi¢des da primavera (Fig.

4.7 — primavera).
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Figura 4.5 - Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ durante as

diferentes exposicdes de todas as estagdes do ano. Letras minudsculas representam diferencas entre as exposi¢des
de cada estacao (P = <0,001).
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Figura 4.6 - Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ durante as
diferentes exposicdes de todas as estagdes do ano. Letras minusculas representam diferencas entre as exposi¢des
de cada estagdo (P = <0,001).
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Figura 4.7 - Atividade da enzima glutationa redutase (GR) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ durante as
diferentes exposicdes de todas as estagdes do ano. Letras minusculas representam diferencas entre as exposi¢des

de cada estagdo (P = <0,001).

Quando as estagdes do ano sdo avaliadas em um conjunto, observa-se, de uma maneira
geral, que todas as enzimas analisadas em plantas de N. tabacum tiveram suas maiores
atividades durante as exposicoes do verdo, quando comparadas as exposi¢des do inverno e
primavera (Fig. 4.8 — APX, SOD e GR). Porém cabe ressaltar que a enzima APX se manteve
alta também durante o outono, em relacdao ao verificado no inverno e primavera (Fig. 4.8
APX). A enzima SOD foi também significativamente menos ativa nas plantas expostas no
outono em comparagdo com os resultados do verdo (Fig. 4.8 SOD). Por fim, a atividade da
enzima GR determinada nas plantas do inverno foi significativamente maior do que nas

plantas da primavera (Fig. 4.8 GR).
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Figura 4.8 - Atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX), superéxido dismutase (SOD) e glutationa
redutase (GR) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ durante as diferentes estagdes do ano. Letras mintdsculas
representam diferencas entre as estagdes do ano para cada enzima (P = <0,001).
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Foram observadas alteragdes no estado redox dos compostos de acido ascérbico e
glutationa em plantas de N. tabacum, demonstradas pelas mudangas nas concentracdes destes
nas suas formas reduzidas (AA e GSH) e oxidadas (DHA e GSSG), assim como nas razoes
AA/AA+DHA e GSH/GSH+GSSG.), que evidenciam a propor¢do de alteragdo entre estes
dois compostos, (Figs. 4.9 a 4.15).

Em todas as exposi¢des, foram obtidas concentragdes maiores de AA (forma reduzida)
em relagdo as concentracdes de DHA (forma oxidada). Houve alteragdes nos contetidos de
AA e DHA entre as exposi¢des de cada estagdo, assim como a razao entre estes compostos
(Fig. 4.9 a4.11).

Durante o verdo, as plantas expostas na 1.* exposicao tiveram menores concentracoes
de AA em relagdo a 2.* exposicdo (Fig. 4.9 — verdo). Nesta mesma estacdo, o contetido de
DHA foi similar nas plantas de ambas as exposi¢des (Fig. 4.10 — verdo). Quando avaliado o
estado redox do AA, durante a 1.* exposicdo, estimou-se razdo menor devido aos menores
conteddos de AA (Fig. 4.11 — verdo).

Durante o outono, nas 1.* e 3.* exposi¢des foram obtidos maiores valores de AA,
comparando-se com os niveis de AA determinados nas plantas expostas durante a 2.%
exposi¢ao (Fig. 4.9 — outono), enquanto que para DHA as oscilagdes entre as estacdes foram
menores, ocorrendo diferenga significativa somente entre os maiores valores encontrados na
3.* exposi¢do e os menores valores encontrados na 1.* exposicdo (Fig. 4.10 — outono). Em
relacdo a razdo, maiores valores ocorreram na 1.* exposicdo em decorréncia dos valores
baixos de DHA. Nas demais exposicoes desta estacdo, as razdes foram mais baixas (Fig. 4.11
— outono).

Em todas as exposi¢des de inverno, observa-se o0 mesmo perfil para AA e DHA. Para
ambas as formas de 4cido ascoérbico, os valores mais altos foram determinados nas plantas da
1.* exposi¢do, em relag@o as demais exposicoes (Figs. 4.9 — inverno e 4.10 — inverno) A queda
nos conteidos de DHA foi mais representativa nas trés ultimas exposicdes (Fig. 4.10 —
inverno). Quando avaliadas as razdes entre estes dois compostos, uma tendéncia oposta foi
observada entre o estado redox do AA e as concentragdes de AA e DHA, ou seja, as razdes
foram mais baixas nas 3 primeiras exposicoes, intermedidrias na 4. exposi¢do e mais altas na
ultima, refletindo as maiores concentragdes de AA em relacdo ao DHA (Fig. — 4.11 inverno).

Na primavera, houve variagdes similares entre exposicdes no contetido de AA e DHA,
sendo determinadas maiores concentracdes foliares na dltima exposicdo quando comparadas
as demais (Fig. 4.9 — primavera e 4.10 — primavera). O estado redox das plantas nesta estagao
apresentou-se mais alto na 4% exposicdo em comparagdo com as demais exposicoes,

refletindo maior contetido de AA proporcionalmente ao de DHA (Fig. 4.11 — primavera).
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Figura 4.9 - Concentracdes de 4cido ascérbico (AA) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ durante as diferentes
exposigcdes de todas as estagdes do ano. Letras mindsculas representam diferengas entre as exposi¢des de cada

estacdo do ano (P = <0,001).
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Figura 4.10 - Concentracdes de deidroascorbato (DHA) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3’ durante as
diferentes exposicdes de todas as estagdes do ano. Letras minusculas representam diferencas entre as exposi¢des

de cada estag@o do ano (P = <0,001).
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Figura 4.11. Razao entre as concentragdes AA por AA + DHA (mg-1(gs)) de em de folhas de N. tabacum ‘Bel
W3’ durante as exposi¢cdes de todas as estacdes do ano. Letras mintsculas representam diferencas entre as
exposi¢des de cada estacdo (P = <0,001).

Em todas as exposicdes, foram obtidas concentracdoes maiores de GSH relativas as
concentracdes de GSSG, do mesmo modo que foi verificado para o dcido ascérbico.

Durante o verdo, ndo foram observadas alteragdes nas concentracoes de GSH ou
GSSG (Fig. 4.12 — verdo e 4.13 — verdo), padrao refletido nas razdes obtidas desta estacdo
(Fig. 4.14 — verdo).

No outono, por outro lado, os valores de GSH foram mais altos nas plantas da 1.7
exposi¢ao somente quanto comparados aos valores encontrados na exposi¢ao 4 (Fig. 4.12 —
outono), enquanto que, para GSSG, observou-se nivel significativamente maior nas plantas da
3.* exposicdo em comparacao com o verificado nas demais exposi¢des (Fig. 4.13 — outono).
Pode-se observar também variacdo nos valores da razdo entre estes compostos para esta
estacdo, sendo estimadas maiores razdes na 1.* exposi¢do, quando comparadas as obtidas nas

demais, que refletem o aumento dos contetidos de GSH naquele periodo (Fig. 4.14 — outono).
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Na estacdo de inverno, os conteudos de GSH foram maiores nas plantas da 1.
exposicdo quando comparados aos obtidos em plantas das 4.* a 6 exposicdes. Na quinta
exposicdo, as plantas também continham significativamente menos GSH do que as das 2° e
3% exposigoes. (Fig. 4.12 — inverno). Porém, para GSSG, as concentracOes se mantiveram
similares em todas a exposi¢cOes e foram mais baixas do que as de GSH durante toda a
estacdo (Fig. 4.13 — inverno).

Durante a primavera, houve maiores concentracdes de GSH nas trés primeiras
exposicoes, intermedidria na 4.* e menor na 5.* exposi¢ao (Fig. 4.12 — primavera). Para GSSG,
as plantas amostradas se apresentaram com concentracdes mais altas na 3.* e 4.* exposicoes,

intermedidrias na 1.* e 5.%, e mais baixas durante a 2.* exposi¢ao (Fig. 4.13 — primavera).
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Figura 4.12 - Concentracdes de glutationa reduzida (GSH) em de folhas de N. tabacum ‘Bel W3 durante as
diferentes exposicdes de todas as estagdes do ano. Letras mintdsculas representam diferengas entre as exposigdes
de cada estag@o do ano (P = <0,001).
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Os conteddos de 4cido ascorbico e glutationa de plantas de N. tabacum foram
comparados sazonalmente, agrupando todas as exposicoes por estacdo (Fig. 4.15).

Em relacdo aos compostos de 4cido ascérbico, durante o verdo houve as maiores
concentracdes de AA e também de DHA, o que diminuiu o estado redox nessas plantas uma
vez que o DHA esteve mais alto. Durante o outono, as concentragdes de AA foram bem altas
em relacdo ao DHA e, assim, neste caso a razdo foi alta. Durante o inverno, observaram-se
baixas concentracdes de AA e DHA, porém a razdo foi a mais alta entre as estimadas em
todas as estacOes, pois se registraram menores quantidades de DHA em relagdo a AA. Ja na
primavera, obtiveram-se as menores concentracdes de AA, DHA e os menores valores da
razdo, em relacdo as outras estacoes (Fig. 4.15 AA, DHA e AA/AA+DHA).

Os compostos de glutationa, GSH e GSSG foram antagdnicos durante o verdo, o
outono e o inverno. Somente durante a primavera, ambos permaneceram com concentragoes
mais baixas em relacdo as demais estacOes. Para o estado redox da glutationa, dois grupos
distintos foram observados, plantas do verdo e outono com valores mais baixos e plantas do
inverno e primavera com valores mais altos. Embora as amostras do inverno e primavera
tivessem apresentado valores de razdes de GSH/GSH+GSSG préximos e altos, dois motivos
distintos justificaram esse aumento: no caso do inverno, houve maiores concentracdes de
GSH, enquanto que, para a primavera, houve concentracdes muito baixas de GSSG (Fig. 4.15

GSH, GSSG e GSH/GSH+GSSG).
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As andlises de correlacio de Pearson e de regressdo linear multivariada foram
realizadas com o intuito de estabelecer relagdes entre as respostas antioxidativas de plantas de
N. tabacum e as condi¢des ambientais (fatores climdticos e poluentes), em média, de 2 a 6
dias anteriores a cada dia de amostragem. As correlacdes de Pearson apontaram relacOes
diretas ou inversas entre pares de antioxidantes e fatores ambientais, enquanto que a regressao
linear estabeleceu as varidveis que preponderantemente explicaram as variagdes nos
antioxidantes. Além das formas ja apresentadas para dcido ascorbico e glutationa (AA, DHA,
razdo AA/AA+DHA, GSH, GSSG e razdo GSH/GSH+GSSG), essas andlises foram aplicadas
também para concentracdes de acido ascorbico total (AAtot) e de glutationa total, obtidas
respectivamente a partir da soma de concentracoes de AA e DHA e de GSH e GSSG,
visando explicar de forma mais clara os efeitos dos fatores ambientais sobre esses compostos.

A correlagdo de Pearson apontou, em geral, uma provavel defasagem de tempo entre
ocorréncia de alteracdo das condi¢cOes ambientais (independentemente da varidvel
considerada) e seus reflexos sobre o perfil dos antioxidantes foliares analisados. Em vdrios
casos, as correlagdes mais fortes (identificadas por valores de r mais altos) ocorreram entre os
indicadores do sistema antioxidante e as médias das diferentes varidveis ambientais entre 4 e
6 dias anteriores a andlise dos mesmos (Tab. 4.4).

Estas andlises apontaram relacdo significativa entre todos os antioxidantes e a
AQTzero e/ou valores maximos didrios de ozonio. As correlacdes mais fortes obtidas foram:
positiva entre GSH e AOT20 de 5 dias anteriores (r = 0,53); e negativa entre GSSG e
AQOTzero de 6 dias anteriores (r = -0,54). As correlacdes mais fracas obtidas foram: positiva
entre SOD e temperatura de 2 dias anteriores e também entre APX e AOT40 de trés dias
anteriores (ambas 0,12); e negativa entre GR e temperatura de 3 dias anteriores e também
entre GR e AOTzero de dois dias anteriores.

As trés enzimas apresentaram correlacbes com a temperatura dos dias anteriores,
sendo correlagdes positivas entre APX e SOD e negativas para GR. As enzimas SOD e GR
apresentaram correlagdes significativas também com radiacdo global, sendo que este fator
pareceu contribuir para um aumento na atividade de SOD e um decréscimo na atividade de
GR. As trés enzimas apresentaram correlagdo negativa com a AOTzero, porém a relacdo mais
forte ocorreu com a APX, que também demonstrou ser a menos influenciada pelos demais
fatores ambientais dentre as enzimas avaliadas.

A glutationa apresentou, na grande maioria dos casos, correlacdes altamente
significativas com todos os indicadores de contaminacdo atmosférica por 0zdnio, sendo essas
sempre positivas para GSH e negativas para GSSG. O estado redox de glutationa apresentou

correlacOes positivas com médias méaximas didrias de O3 e com as AOTs zero, 20 e 40,
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refletindo as fortes correlacdes positivas encontradas para GSH. Além disso, para GSH,
também houve uma relagdo significativa com a umidade do ar e a precipitagcdo em todos os
dias avaliados (Tab.4.4).

Para AA, correlagdes significativas com os indices de ozonio foram geralmente
observadas entre quatro e seis dias antes, demonstrando uma resposta mais tardia ao 0zonio
do que a respostas dos compostos de glutationa. O estado redox de AA apresentou a maior
correlagdo positiva com Os, dentre os demais dados que relacionam ao dcido ascorbico,
devido principalmente as fortes correlagcdes positivas encontradas para AA. Os 6xidos de

nitrogénio (NO e NO,) apresentaram relagdes positivas com o acido ascorbico (Tab.4.4).
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Tabela 4. 4 — Correlacio de Pearson entre condicdes ambientais e antioxidantes. Valores de r
para dados de 2 a 6 dias anteriores ao dia de amostragem. Valores médios de temperatura
(°C), umidade relativa (%) e radiacdo solar global (MJ/m2), concentracdes médias de NO e
NO,, maximas didrias de O3 (ppb) e valores acumulados de precipitacdo (mm), AOTzero,

AQOT20 e AOT40 (ppb). Diferencas significativas destacadas (p<0,005 e p<0,05).

dias T UR P R 0, AOTzero AOT20 AOT40 NO* NO,*
2 013 000 001 -005 003 -0,19 0,01 0,10 006 0,03
3006 004 002 -001 001 -0,15 0,01 0,10  -0,01 0,09
APX 4 0,13 -003 000 -002 001 -0,26 0,02 012 005 -0,11
s 013 005 -006 000 -001  -025 0,03 0,10  -009 -0,14
6 0,4 006 -005 -003 002 -024 0,00 0,12 000 0,18
2 0,12 005 005 016 -003 -0,16 0,07 008 0,10 0,00
3010 007 -004 015 0,10  -0,16 0,10 009 -014 -006
SOD 4 018 -0,14 005 021 -009 -0,16 0,07 008 0,15 -0,19
5 021 -0,14 -005 022 -004  -0,09 0,00 0,07 024  -026
6 021 -016 -007 017 -008  -0,10 0,04 0,11 011 -003
2 .08 0,13 004 -0,18 -0,16 -0,13 020  -014 011 0,10
3 .013 0,18 003 -028 -018  -0,23 0,22  -0,14 011 -0,10
GR 4  .0,05 014 008 -028 -0,11  -0,19 0,16 007 0,12 0,12
5 .04 013 008 -027 -0,10 -0,17 0,15 007 015 0,12
6 011 010 010 -028 -006  -0,15 0,12 004 002 0,3
2 0,11 -021 -025 -0,06 0,9 0,20 0,27 0,27 0,32 0,09
3 0,11 024 -020 -003 031 0,20 0,29 0,25 027 0,02
GSH 4 009 -0,40 -024 005 043 0,33 0,47 0,39 022  -0,06
5 004 -039 -025 000 048 0,31 0,53 0,46 009  -0,17
6 006 -041 -024 -002 047 0,31 0,52 0,44 016 021
2 0,00 020 003 -021 -028 -047 0,30 0,12 029 006
3006 017 001 -023 -028  -0,48 0,30 0,10  -023 0,00
GSSG 4 016 012 004 -0,19 -024  -0,50 023 008 0,19 -007
5 009 007 000 -015 -032  -0,51 029 0,12 015 -005
6 010 008 004 -0,16 -031  -0,54 029 013 005 026
2 005 001 -0,17 -0,19 004  -023 0,02 0,12 0,04 0,01
3002 005 012 -0,18 006  -022 0,01 013 003 -003
Gtot 4 012 -023 014 -0,10 019  -0,12 0,21 027 004 0,18
5 012 -027 -019 -009 019  -0,13 0,24 031 014 -025
6 0,12 -029 015 -0,11 019 0,15 0,24 0,29 014 034
2 005 -022 -0,14 024 033 0,44 0,33 0,15 031 005
GSH 3001 -017 -008 023 0,33 0,43 0,32 0,14 023 0,04
Clot 4 0,10 -0,15 -011 020 0,30 0,47 0,28 0,16 0,16 0,01
s 000 -011 -006 016 0,39 0,46 0,36 0,22 007  -0,04
6 001 -012 -008 015 038 0,51 0,37 021  -005 -021
2 0,02 003 -020 -006 0,14 0,00 0,10 0,14 041 041
3001 001 -015 -0,18 0,11 0,09 0,05 0,11 044 042
AA 4 011 -001 -010 -0,32 023  -006 0,16 0,18 0,32 0,06
5 011 009 -009 -025 029 002 0,25 0,27 0,36 0,07
6 0,10 0,12 -009 -022 032 0,02 0,29 0,31 0,13 034
2 008 008 009 -0,17 -003 -0,10 0,03 001 025 023
3 .0,09 008 -003 -025 -0,09  -0,20 0,09 006 028 027
DHA 4 014 010 001 -044 007  -024 0,08 011 017  -001
5 .06 008 003 -044 -001  -021 0,02 0,01 0,19  -0,04
6 015 002 005 -041 001 -0,20 0,03 0,02 009 027
2 002 00l -0,17 -0,12 008 004 0,05 0,09 0,38 0,37
3004 003 011 -022 004  -0,14 -0,01 0,04 041 040
AAtot 4 012 -023 -014 -0,10 019  -0,12 0,21 027 004 0,18
5 000 -003 -005 -034 019  -0,09 0,17 0,18 032 0,03
6 001 007 -005 -031 022  -006 0,21 0,21 0,12 033
2 0,09 -0,16 -009 011 020 0,17 0,13 0,15 0,09 0,13
AA 3008 -014 -0,13 014 0,24 0,21 0,15 0,19 0,06 0,07
AAme 4 020 017 013 024 032 0,30 0,25 0,31 0,08 0,08
5 021 -025 -0,15 033 0,33 0,36 0,27 0,30 0,12 0,13
6 018 -021 -019 032 034 0,38 0,29 0,30 0,03 0,00

* Dados de NO e NO, coletados somente até dia 31 de agosto.
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Os resultados apresentados, referentes a regressdo linear, estabeleceram que as
variacdes nos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimadticos e no estado redox de acido
ascorbico e glutationa em plantas de N. fabacum também foram explicadas de forma
combinada por oscilacdes nas condi¢des climaticas e nos niveis de contaminacdo de Oz no
periodo entre 4 e 6 dias que antecederam os dias de amostragem. Na tabela 4.5, foram
apresentados, em equagdes de 2.° grau, apenas os melhores modelos de regressdao encontrados
para cada antioxidante, ou seja, aqueles com coeficientes de explicagao (r*) mais altos.

Dentre todas as varidveis ambientais avaliadas, a precipitacdo foi a unica que nao
contribuiu significativamente para explicar as variacOes no sistema antioxidante das plantas
de N. tabacum.

O modelo linear menos explicativo foi proposto para APX (15%) e o mais explicativo
foi proposto para GSH (33%). Em relacdo as enzimas, SOD e APX aumentaram sua atividade
na medida em que a temperatura média aumentou e a umidade relativa juntamente com o
nivel de O3 diminuiu nos dias anteriores 4 amostragem (defasagem de 6 e 5 dias
respectivamente). Porém, as variacdes na atividade da GR foram significativamente
explicadas apenas por variacdoes na intensidade de radiagdo solar nos 6 dias anteriores a
amostragem (Tab. 4.5).

A concentragdo de dcido ascérbico (reduzido, oxidado e total) aumentou em resposta a
aumento da temperatura, diminuicdo da umidade relativa e da radiacdo solar nos 4 dias
anteriores 4 analise desse composto. Suas formas reduzida e oxidada estiveram
respectivamente mais € menos concentradas quando os niveis de O3 eram mais altos. O estado
redox do 4cido ascorbico foi maior quando a radiagc@o solar e o O3 estavam mais altos (Tab.
4.5)

As concentracdes de glutationa (reduzida, oxidada e total) foram mais altas apds
periodos de menor umidade relativa. O nivel de GSH foi afetado positivamente por picos de
concentracdo de Oz e os niveis de GSSG e Gtot foram menores na medida em que a
contaminagdo por Oz foi maior. GSH e Gtot foram ainda maiores na medida em que a
radiacdo solar era menor nos 6 dias que precederam a amostragem. O estado redox da
glutationa foi explicado negativamente pela temperatura média e positivamente pela umidade
relativa, radiac@o solar e contaminagdo atmosférica por O3 no periodo de 5 dias anterior a

amostragem (Tab. 4.5).
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Tabela 4.5 - Equacdes de regressao linear para antioxidantes de plantas de N. tabacum ‘Bel
W3’ expostas durante o ano de 2008. Transformacdes de dados, quando utilizadas, precedem
a sigla do antioxidantes: logaritmo de 10 (logl0), raiz quadrada (raiz?) e ranking (rank). Sigla
das varidveis colocadas logo apods coeficientes: temperatura média (T), umidade relativa (UR),
radiacao solar global (R), valores mdximos didrios de O3 (mdx Os3) e AOTzero. Valores de R?
com p =<0,001.

Equacao R? dias*
(rank) SOD = 265,7 +(17,2*T) -(4,5*UR) -(2,9*méx O3) 0,27 6 dias
(logl0)APX = 2,0 +(0,02*T) -(0,006*UR) -(0,0003* AOTzero) 0,15 5 dias
AA =382 +(0,2*T) -(0,06%*UR) -(0,3*R) +(0,02*méx O3) 0,28 4 dias
(raiz2) DHA = 2,8 +(0,03*T) -(0,01*UR) -(0,06*R) -(0,0002*AOTzero) ~ 0,29 4 dias
AAtot = 15,3 +(0,4*T) -(0,1*UR) -(0,4*R) 0,27  4dias
(rank)AA/AAtot = -12,9 + (4,3*R) + (1,6*max Oj) 0,26  5dias
(logl0)GR = 3,9 -(0,05*R) 0,16 6 dias
(raiz2)GSH = 5,4 -(0,04*UR) -(0,06*R) +(0,02*mdx O3) 0,33 6 dias
(rank)GSSG = 383,7 -(1,8*UR) -(0,08*AOTzero) 0,25 6 dias

(log10)Gtot = 2,3 +(0,03*T) —(0,019*UR) -0,03*R) -(0,0001*AOTzero) 0,32 6 dias
(rank)GSH/Gtot = -5,04 -(11,7*T) +(2,4*UR) +(5,14*R) +(2,7*méx O3) 0,22 5 dias

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

Finalmente, as respostas antioxidativas (enzimas e formas reduzida e oxidada de 4cido
ascorbico e glutationa) de plantas de N. tfabacum foram novamente avaliadas em conjunto,
desta vez incluindo as variacdes na intensidade de necroses foliares (danos) observadas nas
mesmas amostras foliares, por intermédio de um gréifico bidimensional gerado a partir da
andlise de componentes principais (ACP).

A ACP resumiu 55% da variabilidade total dos dados nos dois primeiros eixos (38 %,
no eixo 1 e 18 % no eixo 2). Em uma visdo geral, houve uma sazonalidade bem definida,
com o agrupamento de dados referentes ao inverno e primavera no lado positivo do eixo 1 e
lado negativo do eixo 2 contra o agrupamento dos dados referentes ao verdo e outono do lado
negativo do eixo 1. Junto ao agrupamento de dados do inverno e primavera, encontram-se 0s
danos e a GSH, e o lado oposto encontra-se os demais antioxidantes. O vetor que representa
GSSG possui a maior correlagdo com eixo 1 (-0,84), seguido dos vetores AA (-0,73) e DHA
(-0,71). Em relacdo ao eixo 2, as maiores correlagdes foram com os vetores GSH (0,55), AA
(0,52) e GSSG (-0,48). A andlise da posicao dos vetores ainda permite ressaltar que: as trés

enzimas, APX, SOD e GR estio fortemente relacionadas; AA e DHA também estdo
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fortemente relacionados; AA, DHA, APX, SOD e GR estio inversamente relacionados a
danos; e GSSG esta inversamente relacionada a GSH. As unidades amostrais do inverno e da
primavera foram caracterizadas, em sua maioria, por baixos niveis dos antioxidantes e pela

presenca de danos visiveis, ocorrendo o inverso para as unidades amostrais do verdao e outono

(Tab. 4.6 e fig. 4.16).

Tabela 4.6 - Correlacdo de Pearson e Kendall das varidveis biol6gicas com os eixos 1 e 2.
Valores de r obtidos através de valores médios por planta das respostas antioxidativas (AA,
DHA, GSH, GSSG, APX, SOD e GR) e injurias foliares visiveis (danos) em plantas de N.
tabacum ‘Bel W3’ expostas durante o ano de 2008.

Variaveis eixo1 eixo 2
Danos 0,36 -0,30
APX -0,46 0,35
SOD -0,25 0,09
GR -0,41 0,12
GSH 0,26 0,55
GSSG -0,84 -0,48
AA -0,73 0,52
DHA -0,71 0,42
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Figura 4.16. Anilise de componentes principais (ACP) das varidveis bioldgicas avaliadas em folhas de N.
tabacum ‘Bel W3’ expostas durante as estagdes do ano de 2008.
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5. DISCUSSAO

A atmosfera da drea de estudo, localizada na regido sul da cidade de Sao Paulo,
mostrou-se favordvel a formacdo de oxidantes fotoquimicos, observando-se comportamento
similar ao encontrado em estudos realizados em sistema fechado. Esses estudos estabelecem
a variacao na concentrac¢ao das principais espécies envolvidas no ciclo fotoquimico do Oz em
funcdo da intensidade da luz do dia. O ciclo fotoquimico inicia-se com a conversdo de NO a
NO, pela reacdo com o propeno, entre outros compostos organicos voldteis (COVs). No
decorrer do dia, conforme o aumento da intensidade da radiacdo solar, a fotdlise do NO, e
conseqiientemente a concentracdo de O3 no sistema aumentam também e a diminui¢do na
concentracdo de NO; somente ocorre apds todo NO ter sido consumido (CETESB 2000). Esse
perfil didrio, exemplificado na fig. 4.1, foi encontrado diversas vezes durante o ano de 2008,
na area de exposicao das plantas de N. tabacum do presente estudo. Souza et al. (2009), em
estudo realizado com N. tabacum ‘Bel W3’ na mesma area utilizada neste estudo, durante os
meses de setembro e outubro de 2002, encontraram o mesmo perfil didrio. As autoras
salientaram que a formagdo do Oz no periodo de estudo ocorreu sob condicdes de forte
radiacao solar, alta temperatura e baixa umidade relativa do ar.

Os dados climéticos obtidos para os periodos de exposi¢ao de plantas de N. tabacum
(Tab 4.1) evidenciam maior precipitacdo acumulada no periodo correspondente as exposi¢oes
de verdo e baixo acumulo entre a 2.* exposi¢do de outono e a 5. exposi¢do de inverno,
caracterizando parte do outono e quase todo o inverno com periodos de seca. Esses resultados
estdo de acordo com o Relatdrio de Qualidade do Ar no Estado de Sdo Paulo, que caracterizou
o inverno de 2008 como “muito seco”, devido principalmente ao més de julho. O mesmo
relatério ainda aponta que, durante o0 més de setembro, ocorreram varios dias seguidos com
baixa umidade relativa, sendo que em alguns dias houve condicdes para formacdo de
oxidantes fotoquimicos (NOx e O3). Porém, no relatério é ressaltado que houve menor
ocorréncia de eventos de altas concentracdes de O3 na RMSP em 2008, quando comparado
aos anos anteriores, fato explicado pela alta incidéncia de dias nublados e chuvosos durante o
periodo de maior ocorréncia de O3 (setembro a margo), condigdes meteorolégicas
desfavoraveis a formacao deste poluente (CETESB 2009).

O ano de 2008, no local de exposi¢do das plantas, também se mostrou atipico em
relacdo a contaminacdo atmosférica por O3 registrando-se menores concentragdes do que as
obtidas nos estudos realizados por outros autores no mesmo local, porém em anos anteriores.
Estas concentracdes médias de Os estiveram em torno de 40ppb a 50ppb em 2002 e 2003
(Sant’ Anna 2008), em torno de 60ppb em 2004 (Esposito et al. 2009) e 30ppb em setembro e
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outubro de 2002 (Souza et al. 2009). Durante o ano de 2008, por sua vez, a concentragdo
média se manteve em torno de 20ppb na maioria das exposi¢des de N. tabacum,
apresentando-se de forma ainda mais amena entre as exposicdes 2 a 4 de outono, em torno de
10ppb. As menores concentracdes de Oz durante o outono podem ser explicadas com base no
estudo do comportamento do ozdnio na Regido Metropolitana de S3do Paulo - RMSP
(CETESB 2000). Este destaca que o comportamento do O3 na RMSP apresenta um perfil
sazonal, com maior ocorréncia de altas concentragdes desde o final do inverno até inicio do
verdo. Além disso, a maior freqiiéncia de altas concentracdes ndo ocorre nos meses mais
quentes e com maior incidéncia de radiacdo solar provavelmente pelo aumento da
nebulosidade que ocorre nesses meses.

O Valor de Referéncia para a Protecio da Produtividade Agricola (VRPP), que
estabelece uma AOT40 trimestral abaixo de 3000ppb.h (CETESB 2009), nao foi ultrapassado
durante o periodo de exposicdo das plantas de N. tabacum (VRPP: exposicdes de verdo e
outono juntas — 860ppb.h ; inverno - 978 ppb.h e primavera: 591 ppb.h), confirmando a
condicdo atipica de contaminagdo atmosférica pelo poluente em 2008 no local de estudo.

Sabe-se que N. tabacum ‘Bel W3’ é uma cultivar muito sensivel ao ozodnio. A
exposicdo por 4 horas de 200ppb de O3 é suficiente para gerar injdrias foliares visiveis
caracteristicas (VDI 2003). O padrao de injurias foliares tipicas de plantas expostas ao O3 ja é
bem estabelecido por diversos autores (Heggestad 1991, Klumpp ef al. 2001, VDI 2003,
Vergé et al. 2002). Os danos visiveis induzidos pelo Oz em N. tabacum ‘Bel W3’ se iniciam
como pontos brilhantes nos espacos intervenais da superficie adaxial das folhas, progredindo
para pontos necréticos acinzentados ou amarronzados (Domingos et al. 2002, VDI 2003). As
injurias inicialmente ocorrem nas folhas mais velhas, progredindo para as mais jovens com o
aumento da exposi¢do ao Oz e podem levar ao amarelecimento total da folha, acelerando a
senescéncia e a abscisdo foliar (Sanz et al. 2002). Este padrdo de injurias foliares tipicas foi
observado nas plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas na regido do presente estudo (Fig.
4.4), apesar da condicdo atipica de contaminacao atmosférica neste ano de 2008. No entanto,
as porcentagens de drea foliar coberta por estas necroses estimadas foram menores do que as
estimadas por Esposito et al. (2009), Sant’Anna (2007) e Souza et al. (2009), acompanhando
as variacdes ano a ano nos niveis de 0zonio na atmosfera ja mencionadas. Sant’ Anna (2007),
em particular, observou que as injurias foliares visiveis alcangaram, em média, 25 a 40% da
area foliar de plantas de N. tabacum expostas no local do presente estudo, faixa que foi
incluida pela autora em uma classe de danos que representou um nivel de contaminacdo
atmosférica alto, em torno de 40 e 50 ppb hordrios. No presente estudo, a concentracdo média

de Os; foi inferior a 20 ppb na maioria das exposi¢des e a maior porcentagem média de drea
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foliar afetada foi de 19,9%. Assim, ambos os estudos destacaram a boa resposta qualitativa
de N. tabacum ‘Bel W3’ ao O3, pelo menos quando seguido o protocolo VDI (2003).

E importante ressaltar, ainda, que os mesmos danos foliares observados em N.
tabacum em 2008 puderam caracterizar qualitativamente as estacdes do ano, no que diz
respeito ao nivel de contaminag@o atmosférica. Isto porque durante o outono, estacdo com as
mais baixas concentracdes de O3 de 2008, houve a menor freqii€éncia das ocorréncias de danos
foliares e, da mesma forma, durante o inverno, estacdo com as mais altas concentracdes de O;
de 2008, houve a maior freqiiéncia de danos foliares (Fig. 4.3 e Tab. 2). Sant’Anna (2007)
observou a mesma resposta qualitativa sazonal em seu estudo realizado em 2002 e 2003, o
qual objetivou avaliar o potencial bioindicador de O3 em plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ em
diversas regides da cidade de Sdo Paulo. A autora verificou que as maiores porcentagens de
danos induzidos por O3z ocorreu nas estacdes da primavera e verdo e que a intensidade de
danos acompanhou a sazonalidade observada nos niveis de Os, ressaltando novamente o
potencial de N. tabacum ‘Bel-W3’ para avaliar qualitativamente a contaminac¢do atmosférica
nas diferentes dreas de seu estudo.

Porém, Sant’Anna (2007) encontrou baixa explicabilidade do modelo linear
estabelecido entre danos tipicos e concentracdes de Os, concluindo que uma avaliagdo
quantitativa da contaminac¢do atmosférica por intermédio da andlise da drea foliar coberta com
necroses seria invidvel. Klumpp et al. (2006), em um estudo realizado em diversos paises da
Europa, também observaram relacdo linear fraca entre danos em plantas de N. tabacum ‘Bel
W3’ e concentracdes de O3 na grande maioria dos locais estudados, exceto em duas cidades
que apresentaram condi¢des ambientais bem homogéneas. Esses resultados demonstram que a
baixa eficiéncia dessa cultivar para o biomonitoramento quantitativo de oz6nio parece nao
estar restrita as regides de clima sub-tropical, como € o caso de Sao Paulo, onde se espera que
as variacOes climdticas sejam menos marcadas sazonalmente e mais intensas em um curto
periodo de tempo do que nas regides de clima temperado.

De fato, diversos autores, que realizaram estudos com a cultivar ‘Bel-W3’ de N.
tabacum em diferentes regides de clima temperado (Ball et al. 1998, Davison et al. 2003,
Klumpp et al. 2006, Krupa et al. 1993, Muné-Bosh & Alegre 2002 e Pefiuelas et al. 1998),
apontam que outros fatores, tanto ambientais como bioldgicos, dentre estes se destacam os
antioxidantes, influenciam na relacdo linear entre injurias foliares e O3.

As variacdes sazonais no sistema antioxidante e as associagdes indicadas pelas
correlacdes de Pearson, (Figs. 4.5 a 4.15 e Tab. 4.3) apontam para uma mudanca no perfil do
ciclo ascorbato-glutationa das plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas ao longo do periodo

experimental, em resposta as oscilagdes nas condi¢cdes ambientais, tanto nas concentracdes de
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ozOnio quanto nas varidveis climdticas. Essas mudangas no perfil antioxidativo ja foram
apresentadas por diversos autores (Dizengremel et al. 2008, Halliwell & Gutteridge 2007,
Mittler 2002, Noctor & Foyer 1998).

As mudancas no perfil de antioxidantes observadas no presente estudo,
particularmente em resposta ao 0zOonio, pareceram coerentes € podem ser inferidas a luz do
esquema didatico apresentado por Sharma & Davis (1997) (fig. 1.3). Primeiramente, parece

ter ocorrido queda nas atividades das enzimas SOD e APX (apontada pelas correlacdes

negativas com Os), que participam da seqiiéncia de reagdes que promove a dismutag¢do do O,

em H,O, (SOD) e a conversao deste em H,O (APX). A APX utiliza como substrato o AA,
que é oxidado a DHA. Portanto, a queda da atividade de APX pode ter resultado no acimulo
de AA (correlagdo positiva com O3), que permanece nesta forma reduzida e assim mantém
baixos os niveis de DHA (correlacdo negativa com Os3). O DHA, por sua vez, € regenerado
através da enzima dehidroascorbato redutase (DHAR), que oxida GSH a GSSG. Portanto,
com niveis baixos de DHA, a GSH nao deve ter sido utilizada nos momentos de maior
contaminagdo por ozodnio, podendo explicar a correlagdo positiva com O3, enquanto que a
GSSG se mantém baixa (correlacdo negativa com Os3), juntamente com os niveis baixos de
DHA. Por fim, os baixos niveis de GSSG explicariam a baixa atividade da enzima GR sob
condi¢des de maior exposi¢do das plantas ao 0zonio (correlacdo negativa com O3).

Contudo, considerando essa alta complexidade do sistema antioxidante (Mancini et al.
2006) e a reconhecida influéncia de fatores ambientais sobre a planta exposta ao O3 (Klumpp
et al. 2006, Krupa et al. 1993, Pefiuelas et al. 1998), a compreensdo das mudancas no sistema
antioxidante, resultando ou ndo no aumento da tolerincia das plantas ao estresse oxidativo,
deve ser estabelecida dentro do um contexto ambiental local. Por esse motivo, realizaram-se
as andlises multivariadas, que permitem identificar efeitos combinados e significativos de
variaveis independentes sobre varidveis dependentes.

Os modelos de regressao encontrados nas andlises de regressao (tab. 4.4) confirmaram
a influéncia dos fatores ambientais no sistema antioxidante de plantas de N. tabacum expostas
no local de estudo durante o periodo experimental e apontaram, realmente, para uma baixa
eficiéncia do sistema antioxidante, contribuindo para explicar a alta sensibilidade da cultivar
‘Bel W3’ ao estresse oxidativo induzido por Os, entre outros fatores ambientais.

As alteragdes no perfil de alguns antioxidantes nas plantas utilizadas ocorreram em
resposta a picos médios horarios de concentragdo de Oz nos 4 a 6 dias que antecederam as
amostragens. Nesse caso, incluem-se a SOD, as formas reduzidas de 4cido ascorbico e de

glutationa e o estado redox dessas duas substancias. As mudancas nos padrdes dos demais
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indicadores do sistema antioxidante analisados foram mais evidentemente decorrentes da
exposicao total ao O3 (AOTzero de 4 a 6 dias anteriores).

O crescente aciumulo de peréxido de hidrogénio no mesofilo mostrado por Pedroso
(2009) e a reducdo da atividade das enzimas SOD e APX em resposta a maiores
concentracoes de O3 (relacdo negativa também identificada nas andlises de regressdo)
parecem indicar inibi¢do destas pelo acimulo de H,O,, como foi mencionado por Mancini et
al. (2006). Com a redugdo na atividade de APX, em particular, é esperado um aumento do
potencial redox do 4cido ascorbico, devido a um aumento dos niveis do acido ascorbico em
sua forma reduzida e/ou uma reduc¢do dos niveis do composto oxidado, como apontado pelas
andlises de regressdao multivariada. Em qualquer um desses casos, a razdo entre AA/AAtot
aumentaria em plantas submetidas a um gradiente crescente de concentracdes de Os;. Essa
relacdo positiva foi apontada neste estudo.

Ainda, pode-se levantar a hipétese de que houve um aumento na sintese de AA e
GSH, uma vez que a correlacio com o O3z se mostrou positiva para ambos e a eficiéncia do
ciclo teria sido comprometida pela perda na atividade das enzimas e da capacidade de reduzir
0 H,O, em agua. Contudo, considerando que o conteudo total de 4dcido ascorbico nas plantas
de N. tabacum nao foi afetado por 0zdnio, de acordo com o modelo de regressdo encontrado,
a mudanca das proporg¢des entre AA e DHA explicariam melhor o aumento do estado redox
do 4cido ascérbico nas plantas que cresceram sob concentragdes mais altas do Os. Esposito et
al. (2009), em trabalho realizado com exposicdo de N. tabacum ‘Bel W3’ também no Instituto
de Boténica, no ano de 2004, mensurou o dcido ascorbico total e obteve relacao negativa deste
com as concentragcdes de O3 de 5 dias anteriores. Deve-se considerar que as plantas utilizadas
por essas autoras estiveram expostas a concentragdes médias de ozonio mais altas do que foi
observado no presente estudo. Assim, no experimento realizado em 2004, seria razoavel
esperar um consumo do 4cido ascorbico nas plantas, em resposta ao aumento dos niveis de
0z0nio, indicando maior perturbacao ao ciclo ascorbato-glutationa.

Burkey et al. (2002 e 2006) defendem que o AA apopléstico € o primeiro antioxidante
utilizado na defesa contra espécies ativas de oxigé€nio. Seus estudos realizados com varias
espécies de plantas tolerantes e sensiveis ao Oz demonstraram diferentes alteracdes nos
conteddos de AA em resposta ao Os. Os autores discutem que a ocorréncia de diferentes
respostas nas concentragdes de AA estd relacionada a trés aspectos distintos: 1.° sintese de
quantidades suficientes de AA, 2.° manutenc¢do do estoque de AA reduzido e 3.° a capacidade
de acumular AA reduzido no apoplasto foliar. Assim, altas concentracoes de AA ndo
significam diretamente maior tolerdncia ao O3, uma vez que a localizacdo deste € tao

importante quanto a capacidade de sintese. Os mesmos autores salientam que o O3 em plantas
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sensiveis aumenta a sintese de AA, que € realizada no interior da célula, porém a sensibilidade
destas plantas estd associada as menores quantidades de carregadores de AA em suas
membranas e, assim, estas plantas tém menores quantidades de AA apoplastico. Por outro
lado, as plantas tolerantes ao O3 sdo capazes de repor rapidamente as concentracdes de AA
apopléstico. Assim, a determinacdo das concentracdes de AA especificamente no apoplasto de
plantas de N. tabacum ‘Bel-W3’ expostas a um gradiente crescente de contaminagdo
atmosférica por 0zonio poderd contribuir para definir mais precisamente o papel do 4cido
ascorbico na tolerancia destas ao estresse oxidativo.

De qualquer modo, em conseqiiéncia das alteragdes nas reacdes que envolvem o acido
ascorbico no ciclo ascorbato-glutationa, € possivel esperar que o estado redox da glutationa
seja também maior em plantas submetidas a maiores concentracdes de O3, mesmo que a
atividade da GR ndo tenha sido alterada por maiores niveis de Os. As andlises de regressdao
multivariada parecem ter apontado para esse caminho no presente estudo, por meio das
relagdes positivas com GSH e negativas com GSSG. Isto porque seriam observados
proporcionalmente maiores niveis da forma reduzida e menores niveis da forma oxidada de
glutationa em decorréncia da diminui¢do da oxi-reducdo do acido ascérbico. Além disso, o
contelido de glutationa total foi reduzido nas plantas expostas a maiores niveis de Os,
indicando igualmente uma perda potencial da eficiéncia do ciclo ascorbato glutationa. Baccio
et al. (2008), ao exporem plantas de clones sensiveis e tolerantes de dlamo por 15 dias a 60
ppb de O3, por 5 horas ao dia, observaram maiores quantidades de GSH nos clones tolerantes,
pois estes apresentavam maior expressdo do gene y-ECS, um dos principais responsaveis pela
sintese de GSH. Partindo deste fato, podemos novamente inferir que a sintese de glutationa
(GSH) em N. tabacum nio seria intensificada, por esta ser uma espécie sensivel ao O3, com
menor expressdo do gene y-ECS. No presente estudo, a glutationa total diminuiu com
aumento de 0zOnio, sugerindo justamente essa suposta diminuicao da sintese de glutationa.

Denota-se que as alteracdes no ciclo ascorbato glutationa foram evidentes mesmo
considerando que, durante o periodo de estudo, as concentracdes atmosféricas de O3 foram
atipicamente baixas no local de estudo, em comparagdo com os niveis de contaminagdo
observados em trabalhos anteriores realizados no mesmo local (Esposito et al. 2009,
Sant'Anna 2007, Souza et al. 2009), ressaltando a alta sensibilidade dessa cultivar ao Os.

Outros fatores ambientais contribuiram para as mencionadas alteragdes, dentre eles os
principais sdo temperatura, umidade relativa e radiagdo solar, que interferem diretamente no
processo fotossintético. Isto ocorre, por exemplo, por influéncia destes sobre a abertura e
fechamento estomatico. Consequentemente, o sistema antioxidativo também seria afetado,

z

visto que o processo fotossintético é uma fonte natural de espécies reativas de oxigénio,
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conforme indicado por diversos autores (Iriti & Faoro 2007, Larcher 2000, Mittler 2002,
Moraes et al. 2004, Pefiuelas et al. 1998, Sharma & Davis 1997).

Estas trés principais varidveis climaticas demonstraram influenciar as respostas
antioxidativas de plantas da cultivar ‘Bel W3’ em conjunto com as varidveis de O3 nos
modelos apresentados no presente estudo (Tab. 4.4). A temperatura alta acelera os
movimentos das moléculas, aumentando as atividades metabodlicas e auxiliando na atividade
enzimdtica, enquanto que as temperaturas mais baixas diminuem os processos metabolicos,
uma vez que aumenta a energia de ativacao necessdaria para realizar os processos bioquimicos.
A umidade relativa elevada propicia a abertura estomadtica, favorecendo as trocas gasosas,
porém ao mesmo tempo permite a entrada de maiores quantidades de Oz na célula. Este dois
fatores em conjunto alteram a transpiracdo na medida em que alteram a diferenca de pressao
de vapor entre a superficie da planta e o ar que a envolve. Portanto, a transpira¢do intensifica-
se com a diminui¢do da umidade relativa do ar e com o aumento da temperatura (Larcher
2000, Peiiuelas et al. 1998). A radiacdo intensa pode sobrecarregar o aparato fotossintético,
principalmente diminuindo a eficiéncia do fotossistema II (FSII), onde, como uma medida de
protecdo, o aporte excessivo de radiacdo € desviado via florescéncia para evitar danos ao
centro de reacao do FSII (Bray er al. 2000, Larcher 2000). Desse modo, um efeito associado
dessas varidveis climéticas e do 0zonio sobre o sistema de defesas das plantas é um resultado
esperado.

Cabe ainda ressaltar que houve uma relacdo temporal evidente entre as mudancas nas
condi¢cdes ambientais e seus reflexos sobre o sistema antioxidante, o que contribui para
explicar o fato de que as primeiras necroses foliares sempre surgem ap6s alguns dias do inicio
da exposicdo. Em tese, a morte celular em grande extensdo, a ponto de se visualizarem 4reas
da folha necrosadas, deve ocorrer apds o rompimento do equilibrio pro-oxidante/antioxidante
(Bray et al. 2000). Sendo assim, espera-se que haja um intervalo de tempo entre a ocorréncia
de niveis toxicos de ozonio na atmosfera, a mudanca do sistema antioxidante, o0 rompimento
desse equilibrio e o surgimento de injdrias visiveis. Essa defasagem de tempo parece variar
em funcdo das condi¢des ambientais como um todo durante 0 monitoramento, € ndo somente
em funcdo dos niveis de contaminagdo atmosférica por Os. Esposito et al. (2009) confirmaram
haver essa relagdo temporal entre injurias foliares e antioxidantes em plantas de N. tabacum e
concentracdes de O3 em seu estudo realizado em condi¢des de campo. As autoras mostraram
que o aumento da porcentagem de drea foliar com necroses ao longo da exposicdo foi
explicado pela diminui¢@o dos niveis de dcido ascorbico total 2 dias antes do dia de andlise da

injuria e por maiores concentracdes de ozodnio cinco dias antes. Souza et al. (2009), em
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trabalho também realizado com N. tacabum ‘Bel W3’, confirmou que as necroses foliares
tipicas foram associadas a picos de concentracdao de Oz nos 5 dias anteriores.

Klumpp et al. (2006) salientam que o retardamento das respostas bioldgicas € devido
ndo somente as alteracdes nas condi¢cdes ambientais, mas também a demora no préprio
desenvolvimento da injuria, que se inicia no nivel microscopico. Predoso (2009), em paralelo
ao estudo aqui apresentado, pode comprovar essa suposicdo de que danos microscopicos
antecedem os macroscopicos. A autora, por meio de técnica histoquimica, verificou a
ocorréncia de células mortas em tecido foliar aparentemente sadio das mesmas plantas
utilizadas neste trabalho. Em geral, o nimero de células mortas aumentou no decorrer das
exposicoes € esse aumento foi significativamente relacionado com o aumento das
concentracdes de 0zonio.

No presente estudo, houve evidéncias de que a sazonalidade nas respostas do sistema
antioxidante das plantas pode também ter interferido na intensidade de injurias visiveis
tipicamente induzidas por Os.

Por exemplo, durante as exposicdes de verdo, observaram-se a menor ocorréncia de
injdrias foliares, porém foram medidos altos picos hordrios de concentragdo e concentragdes
médias de Oz (20ppb/h) proximas as encontradas nas estacdes inverno € primavera, estacoes
em que foram observadas as maiores ocorréncias de danos. Justamente nas exposicdes do
verdo evidenciaram-se as maiores atividades de APX, SOD e GR, e as maiores concentragdes
de AA e GSH, assim uma maior capacidade de oxi-reducgdo, fato que poderia explicar a menor
ocorréncia de danos foliares. De forma oposta, na 5.* exposi¢do de inverno registraram-se a
maior porcentagem média de drea foliar com injirias visiveis (19,9%), a méxima
porcentagem de drea foliar danificada (87,5%) e também as mais baixas atividades de
enzimaticas (APX, SOD e GR) e concentracoes de AA e GSH, evidenciando a perda da
capacidade oxidativa destas plantas, que parece ter se refletido na maior ocorréncia de injdrias
foliares.

O grédfico gerado pela andlise de componentes principais (Tab. 4.3 e Fig. 4.16)
comprovou a associacao entre a perda da capacidade antioxidativa e a visualiza¢do dos danos
foliares induzidos por Oz em um contexto mais abrangente. Verifica-se que os vetores
relativos aos antioxidantes apresentam-se opostos aos vetores relativos aos danos, sugerindo
que a maior eficiéncia antioxidativa ocorreu no verdo e outono, quando houve menos
ocorréncia de danos foliares.

Mancini et al. (2006), através da expressao e supressao de genes em células de tabacos
trangénicos, inibiram a atividade das enzimas catalases, ou ativaram uma alta expressio de

SOD, o que acabou sinalizando a morte celular pelo actimulo de peréxido de hidrogénio.
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Mittler (2002) discute a importancia da atividade da APX em plantas sensiveis ao O3z, em
manter o H,O, abaixo de um limiar critico, em estado de homeostase. Quando este equilibrio
¢ quebrado, o H,O, passa a ser um sinalizador da morte celular. Pedroso (2009), utilizando
técnica histoquimica, observou crescente acimulo de H,O, no parénquima pali¢adico das
mesmas folhas de plantas aqui analisadas, no decorrer da exposicdo destas no ambiente do
PEFI, principalmente na estacdo da primavera. Este acimulo observado por Pedroso (2009),
acompanhado por baixas atividades da enzima APX durante as mesmas exposicoes de
primavera, indica que o H,O, deve ter atuado como sinalizador de morte celular, que
inclusive foi detectada de forma pronunciada pela autora nessa estacdo. Os dados deste estudo
confirmam que, durante o periodo da primavera, as plantas de tabaco estiveram realmente sob
estresse oxidativo, evidenciando alteracdes no ciclo ascorbato-glutationa, que podem estar
relacionadas ao aumento dos niveis de O3, culminando com o surgimento de danos foliares.

E preciso lembrar, finalmente, que as injirias foliares induzidas por O3z em plantas
sensiveis diminuem a drea foliar sadia, gerando perda da capacidade fotossintética e queda na
assimilacdo liquida de carbono, podendo acarretar distirbios em diversos processos
bioquimicos, inclusive levando a queda da capacidade antioxidativa (Clark et at. 2000, Heath
1996, Pefiuelas et al. 1998). Silva, D.T & Moraes, R.M. (comunicagdo pessoal) observaram
tais relagdes opostas, ao realizarem as andlises de trocas gasosas nas mesmas folhas do
mesmo conjunto de plantas deste estudo e nos mesmos dias de amostragem (Projeto
Bioindicadores). As autoras identificaram, por intermédio de uma andlise de ACP, relag¢ao
oposta entre a assimilagdo do carbono (Asat) e a intensidade de danos e concluiram que o
surgimento de injurias foliares em N. tabacum pode reduzir a drea de tecido fotossintetizante e

consequentemente a assimilagdo de carbono.
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6. CONCLUSOES

A hipétese testada foi comprovada uma vez que as variacdes na capacidade de oxi-
reducdo de plantas de N. tabacum ‘Bel W3’, expostas em um local contaminado por Os,
ocorreram em resposta as variacdes condi¢des nas ambientais e foram capazes de interferir no
surgimento de injdrias foliares caracteristicas da exposicdo a esse poluente. Isso pode
diminuir a eficiéncia desta espécie para programas de biomonitoramento quantitativo em

regides urbanas brasileiras.

Dentro deste contexto, conclui-se que:

1.) Houve perda na capacidade de oxi-reducdo em plantas de N. tabacum Bel-W3,
expostas em ambiente contaminado por oz6nio a medida que as concentragdes totais de e/ou
picos deste poluente eram mais altos, em associacdo aos efeitos induzidos por alteracdes
climéticas durante o periodo de exposi¢cdes. Esse fato reforca a alta sensibilidade das plantas
de N. tabacum ‘Bel-W3’ a este poluente.

2.) Todos os fatores ambientais avaliados, exceto a precipitacdo, determinaram as
variagdes nos parametros indicadores da capacidade de oxi-redu¢do mensurados nessas
plantas e foram correspondentes a periodos entre 4 a 6 dias anteriores ao dia de amostragem.
As maiores concentracdes totais de 0zonio (AOTzero) promoveram: diminui¢do na atividade
da enzima APX e queda nas concentracdes de GSSG enquanto que os maiores picos de
0ozOnio (maximas didrias de O3) promoveram: queda na atividade da enzima SOD e aumento
nas concentracdes de AA e GSH. Os maiores valores de temperatura média promoveram
aumento na atividade das enzimas SOD e APX e das concentragdes de AA e DHA enquanto
que os maiores valores médios de umidade relativa promoveram decréscimo nas atividades de
APX e SOD e nas concentracdes de AA, DHA, GSH e GSSG. Os maiores valores médios de
radiacao solar global promoveram decréscimo na atividade de GR e nas concentracdes de AA
e DHA e GSH.

3.) Os antioxidantes que determinam preponderantemente a resposta ao Oz nas plantas
expostas neste estudo foram pela andlise de Pearson (ordem por maiores valores de r): 1.°)
GSSQG, 2°) GSH, 3.°) AA, 4.°) APX, 5.°) DHA, 6.°) GR e 7.°) SOD; e pela andlise de anélise
de regressdo (ordem por maiores valores de r?): 1.°) GSH, 2.°) DHA, 3.°) AA, 4.°) SOD, 5.°)
GSSG e 6.°) APX. A enzima GR ndo pode ser determinada pelo ozoénio quando considerada

todas as varidveis ambientais, apresentando correlagdo somente com irradiagdo solar global.
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4.) As variagdes na capacidade de oxi-redu¢do foram capazes de interferir no
surgimento e na intensidade de necroses foliares nas plantas expostas no ambiente
contaminado e, assim, na eficiéncia da cultivar para biomonitoramento de 0zdnio em dreas
urbanas brasileiras. Como se comprovou que as condicdes meteoroldgicas locais afetam a
capacidade antioxidativa de plantas de Nicotiana tabacum ‘Bel-W3’, sua efici€ncia para

monitoramento de O3 deve ser determinada em escala local ou no méximo regional.
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7. RESUMO

Na atualidade, um dos principais poluentes com ac¢do fitotéxica é o ozodnio (O3),
causando perdas na produtividade agricola e selecdo de espécies vegetais tolerantes em
detrimento das sensiveis, entre outras perturbacdes. A alta toxicidade de O3 estd associada ao
seu alto poder oxidativo, que leva a formacdo excessiva de espécies reativas de oxigé€nio
(EROs). Como a formagdo destas EROs é um fendmeno natural, houve a evolucdo de um
sistema de defesas que envolve reacdes de oxi-redu¢do, formado por diversos compostos,
entre os quais o dcido ascorbico (AA) e a glutationa (GSH), assim como as enzimas
superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), que
neutralizam substancias oxidativas e impedem danos celulares. Plantas que possuem
conteudos altos e/ou alta capacidade de oxi-reducio sdo mais tolerantes ao Oz. Em espécies
vegetais sensiveis, os efeitos oxidativos em nivel celular rapidamente se propagam nos tecidos
vegetais gerando sintomas foliares visiveis tipicos, que sdo indicadores efetivos do potencial
de toxicidade do poluente no ar. Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ planta bioindicadora sensivel
padronizada, vem sendo empregada para a qualificacdo dos niveis toxicos de O3 hd varias
décadas em paises do hemisfério norte. Contudo, sua capacidade de oxi-reducdo e a eficiéncia
do sistema celular antioxidativo em manter o equilibrio oxidante-antioxidante podem modular
a intensidade de danos em folhas dessa cultivar, dependendo das condi¢des ambientais nos
locais em monitoramento. Assim o presente estudo visou a verificar se hd variagdes na
capacidade de oxi-reducdo em plantas de N. tabacum ‘Bel-W3’, quando expostas em
ambiente contaminado por ozodnio na cidade de Sao Paulo; determinar quais fatores
ambientais preponderantemente causam mudancas nessa capacidade e verificar se estas
variagdes interferem no surgimento e na intensidade de necroses foliares nas plantas expostas
no ambiente contaminado e, assim, na eficiéncia da cultivar para biomonitoramento de 0z6nio
em areas urbanas brasileiras. As plantas de N. tabacum ‘Bel W3’ foram cultivadas a em casa
de vegetacdo sob ar filtrado e foram expostas em um local do Instituto de Botanica durante o
ano de 2008, onde outros autores ja4 comprovaram a presenga de Oz em concentragdo
fitotoxica. As condi¢des meteoroldgicas e as concentragdes hordrias de O3 e NOx foram
monitoradas durante o ano de estudo. Em cada estacdo do ano, foram realizadas exposi¢oes
consecutivas de plantas, com duracdo de 14 dias cada. Cada exposi¢do foi iniciada com 18
plantas e, em trés dias sorteados, eram retiradasO6 plantas igualmente sorteadas. Nas 6°. e 7%
folhas mais velhas dessas plantas, foram realizadas as andlises da porcentagem de drea foliar
afetada por injirias visiveis e determinadas as concentragdes de glutationa na sua forma

reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), concentragdes de dcido ascérbico na forma reduzida (AA)
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e oxidada (DHA), além das atividades de SOD, APX e GR. As concentracdes médias de O3
durante o periodo de luz apresentaram-se maiores nas exposicoes de inverno e primavera, em
relacdo as exposicoes de verdo e outono. Em geral, as concentracdes médias ficaram em torno
de 20ppb e foram atipicamente baixas para a regido. As injurias foliares visiveis foram
verificadas em todas as estacdes do ano, mas foram mais intensas no inverno e a primavera.
SOD, APX e GR apresentaram tendéncias semelhantes de queda na atividade no inverno e
primavera. Este padrdo foi o inverso ao analisar a razdo de concentragdo de GSH/GSH+GSSG
e de AA/AA+DHA, que indicam o estado redox desses antioxidantes, que se apresentaram
maiores durante o inverno e, para a razao de glutationa, também durante a primavera. Houve
perda na capacidade de oxi-reducdo nas plantas a medida que as concentragdes totais de e/ou
picos deste poluente eram mais alto, nos 4 a 6 dias que antecederam as amostragens,
revelando uma defasagem de dias entre a exposi¢do ao poluente e a resposta antioxidativa.
Houve efeitos induzidos por alteracOes climaticas durante o periodo de exposigdes, em
associacdo aos causados por Os.Plantas com necroses foliares possuiam baixa capacidade
antioxidativa. Durante o inverno e primavera, a menor eficiéncia antioxidativa poderia
explicar a maior ocorréncia de injurias nesses periodos. Como se comprovou que as condi¢oes
meteoroldgicas locais afetam a capacidade antioxidativa de plantas de Nicotiana tabacum
‘Bel-W3’, sua eficiéncia para monitoramento de Oz deve ser determinada em escala local ou

no méaximo regional.
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8. ABSTRACT

Actually, ozone (O3) is one of the main pollutants with phytotoxic action. It causes
losses in the agricultural productivity and promotes the selection of tolerant plant species in
detriment of the sensitive ones, among other disturbances. The high toxicity of Os is
associated with its high oxidative power, resulting from the intensified formation of reactive
oxygen species (ROS) in the plants. As the ROS are naturally formed during the
photosynthesis and respiration, a defense system was evolved in plants, which scavenges
these oxidative species and prevents cell damage. This system consists on oxidation-reduction
reactions, involving several compounds, among them ascorbic acid (AA) and glutathione
(GSH) and enzymes superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and
glutathione reductase (GR). Tolerant plant species generally have high contents and/or high
redox capacity. In sensitive plant species, the oxidative effects at cell level quickly spread in
leaf tissues, resulting in visible typical symptoms, which are effective indicators of ozone
pollution in the atmosphere. Nicotiana tabacum 'Bel W3', a standardized sensitive
bioindicator cultivar, has been employed for several decades in the northern hemisphere for
qualifying toxic levels of O3;. However, its oxi-reduction capacity and the efficiency of its
antioxidants in maintaining the oxidant-antioxidant balance may modulate the intensity of leaf
injury in plants growing in the field under varied environmental conditions. Thus the present
study aimed to determine whether the oxi-reduction capacity in plants of N. tabacum ‘Bel-
W3’ varies along their growth in a site contaminated by ozone in the city of Sdo Paulo; to
determine which environmental factors preponderantly cause the changes in such capacity and
to verify whether these changes affect the occurrence and the intensity of leaf necroses in the
plants and consequently the efficiency of N. tabacum 'Bel W3' for biomonitoring ozone in
Brazilian urban areas. Plants of N. fabacum 'Bel W3' were grown in a greenhouse under
filtered air and were exposed during the year 2008 in a site of the Institute of Botany, where
phytotoxic concentrations of O3 were previously measured. Meteorological conditions and
hourly concentrations of O3 and NOy were monitored during all the experimental period. Plant
exposures of 14 days each were continuously carried out in all seasons of the year. Each
exposure period started with 18 plants. Six plants were randomly sampled in three days
randomly chosen per exposure. The percentage of leaf area affected by necroses and the
concentrations of the reduced and oxidized forms of glutathione (GSH and GSSG
respectively) and ascorbic acid (AA and DHA), and the activity of SOD, APX and GR were
determined in the 6th. and 7th. older leaves of these plants. The average concentrations of O3

during the light period were higher in the winter and spring than in the summer and autumn.
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In general, the average concentrations were around 20ppb and were unusually low for the
region. Typical leaf necroses were observed in plants exposed during all seasons, but they
were more intense during winter and spring. SOD, APX and GR activities decreased in plants
sampled during winter and spring. Increased GSH/GSH+GSSG and AA/AA+DHA ratios
were estimated in the winter. The ratio of glutathione was also enhanced during spring. The
oxi-reduction capacity in the plants decreased while the ozone concentrations increased in the
4 to 6 days before the plant sampling, revealing a delay in the antioxidative responses to
changes in the atmospheric concentrations of ozone. Meteorological variations during the
exposure periods also induced changes in the levels of the leaf antioxidants. Leaf necroses
occurred in plants with low antioxidative capacity, an association that was mainly verified
during the winter and spring. As the local meteorological conditions also affected the oxi-
reduction capacity of plants of Nicotiana tabacum ‘Bel-W3’, its availability for biomonitoring

O3 should be determined in local or at maximum regional scales.
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ANEXOS

Anexo 1. Representacio molecular dos antioxidantes acido ascérbico e glutationa. Acido
ascorbico nas formas reduzida: AA e oxidada: DHA (deidroascorbato) e moléculas de
Glutationa nas formas reduzida: GSH e oxidada: GSSG. Observar: circulo vermelho —
hidrogénios removidos das moléculas AA e DHA apds o processo de oxidacdo resultando nas
moléculas DHA e GSSG. Retangulo vermelho — duas moléculas GS ligam-se apds a perda do
hidrogénio (GS-SG).

FH‘_DH |C'H‘—DH
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Anexo 2. Catalogo fotografico de N. tabacum ‘Bel W3’. Injurias foliares induzidas por O3
apresentadas no Método para Padronizacdo da Exposi¢do de Plantas de N. tabacum ‘Bel W3’
proposto por VDI (2003).
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