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1. Introducao

O crescimento da populagdo humana e, conseqiientemente, o uso cada vez mais intenso dos
recursos naturais do planeta, sdo a causa central da crise ambiental ocorrente nos dias de hoje
(Mayer 1999). O impacto antropogénico acumulativo na biosfera é uma funcido de dois fatores: o
tamanho da populacdo humana e o impacto ambiental por pessoa, o qual varia muito entre paises,
dependendo da natureza, grau de industrializa¢do, gerenciamento ndo apropriado e super exploracao
dos recursos, que pode ter conseqiiéncias irreversiveis (Freedman 1995, Fenger 1999).

O efeito ecoldgico do estresse provocado pelo homem no meio ambiente € definido por
Freedman (1995) como “influéncias no ecossistema que causam mudangas ecoldgicas mensuraveis
ou que limitam o desenvolvimento ecoldgico”. Dentre os estresses ambientais destaca-se a poluigao,
que ocorre quando um agente quimico esta presente no ambiente em concentracdo suficiente para
induzir respostas fisiolégicas em organismos vivos, causando mudancas ecoldgicas (Freedman,
1995).

Embora a poluicdo do ar possa ser decorrente de fontes naturais como vulcdes, queimadas
naturais e desprendimento de gases de pantanos anaerdbicos que, em alguns casos, podem exceder
as emissOes produzidas pelo homem, as fontes antropogé€nicas sdao muito importantes,
principalmente quando se leva em conta o local onde o poluente esta sendo emitido (Freedman
1995).

O homem vem gerando poluicdo aérea desde os tempos pré-historicos: as fogueiras acesas
dentro das cavernas j4 prejudicavam a qualidade do ar dentro destas (Cancado et al. 2006). Milénios
depois, com a revolucao industrial e a queima intensa do carvao, a polui¢do aérea se tornou muito
expressiva em cidades da Europa, principalmente pela presenca de didxido de enxofre e fuligem.
Este problema se tornou critico no século XIX, quando concentracdes elevadas de poluentes
atmosféricos foram entdo vinculadas a problemas de satide humana (Croce et al. 1998, Kan et al.

2004, Abrantes et al. 2005). Hoje se sabe que os poluentes também trazem danos a flora e a fauna,
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além da destruicdo de monumentos histéricos e outras construgdes. Tais efeitos ocorrem com alta
freqiiéncia em aglomeracdes urbanas, uma vez que uma grande quantidade dos mais diversos
poluentes estd sendo emitida em uma area relativamente limitada (Klumpp et al. 2001).

Os principais poluentes aéreos ligados as atividades humanas sdo gases como o mondxido
de nitrogénio (NO), diéxido de nitrogénio (NO;), 0zonio (O3), mondxido de carbono (CO) e metano
(CHy) (Cox 2003). O NO e o NO, formam os 6xidos de nitrogénio (NOx). O NO é um gés incolor,
inodoro e insipido enquanto que o NO, tem coloracdo marrom, e sua principal fonte de emissao
antropogénica estd associada a queima de combustiveis fosseis, que produzem NOx pela oxidacao
do nitrogénio organico, durante a combustao e pela oxidacdo do N, atmosférico em NOx. O NO é o
primeiro gds a ser produzido neste sistema, enquanto que o NO, é produzido secundariamente na
atmosfera pela oxidagdo do NO (Freedman 1995). A maior importancia dos NOx esta associada
com a sintese fotoquimica do O3. Tanto os NOx quanto o Oz formam plumas que sdo facilmente
misturadas com o ar ambiente e podem ser transportadas a longas distancias das fontes emissoras,
para regides rurais e dreas florestais (Krupa et al. 2001, Wenig et al. 2002, Boian & Kirchhorff
2005).

Além do ozbdnio, o nitrato de peroxiacetil (PAN), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e
aldeidos sdo poluentes secunddrios, ou seja, poluentes que reagem entre si ou com componentes

existentes naturalmente na atmosfera (Freedman 1995).

1.1. O ozonio troposférico

Diferentemente do O3z encontrado na estratosfera, que protege biologicamente a Terra da
radiacdo ultravioleta (UV), evitando que esta alcance a superficie terrestre, o O3 troposférico € um
poluente secundario fitotoxico de facil disseminacdo, sendo de longe o mais importante, danoso e
oxidante dentre os poluentes fotoquimicos (Krupa & Manning 1988, Klumpp et al. 2001, Krupa et

al. 2001, Ryerson et al. 2001, Lawson et al. 2002).
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Os primeiros registros relativos ao Oz s@o de 1840, quando o cientista alemdao C.F.
Schonbem (apud Krupa et al. 2001) sugeriu a existéncia de um constituinte atmosférico com odor,
notado em dias de tempestades com raios. Ele prop6s o nome 0zdénio para esta substancia, que foi
quimicamente provada por Houzeau em 1858 (apud Krupa et al. 2001). Somente em 1958, Richard
e colaboradores mostraram que o Oz era um constituinte do smog (smoke + fog = fumaca + neblina)
e causava injurias foliares em uvas, na Califérnia (apud Krupa et al. 2001).

O O3 € um gds azulado 1,6 vezes mais pesado que o ar e muito reativo como oxidante. O
mais importante mecanismo de formacdo do O; na superficie terrestre € decorrente do ciclo
fotoquimico. As suas substancias precursoras, hidrocarbonetos volateis (HCs) e NOx provém de
processos naturais e biolégicos mas, principalmente, da queima de combustiveis fésseis (Seinfeld
1989, Sawyer et al. 2000, Krupa et al. 2001).

Sabe-se que o O3 segue um ciclo didrio de concentracdes variadas. Emissdes de NOx e HCs
sao altas no come¢o da manha, como resultado do pesado trafico durante o horario de pico. Essas
emissoes veiculares destroem parte do O3z presente no momento, levando a conversao de NO a NO,.
As concentracdes de NO, atingem valores maximos quando a atmosfera desenvolve suficiente
capacidade de oxidar o NO sem consumir totalmente o Os, este processo envolve o segundo
precursor, os HCs e seus produtos de oxidacdo. Na presenca dos raios solares, o NO, quebra-se em
NO e oxigénio atdmico (O) e, a combinag@o posterior com uma molécula de oxigénio molecular
(Oy) produz entdo o Os. Em uma tipica atmosfera urbana, as concentracdes de Oz aumentam
rapidamente entre o periodo das 12 e 15 horas, quando a intensidade dos raios solares entra no
maximo e a razdo NO,: NO ¢ alta. A taxa de formacdo de Os; deve entdo decair, alcangando uma

estabilidade durante o fim da tarde e comego da noite (Krupa et al. 2001, Azevedo 2003).

1.2. A entrada do ozonio na planta e seus efeitos
A entrada do O3 na folha se da quando uma molécula desse gas é carregada por difusdo para

as proximidades da superficie foliar, onde encontra uma provavel camada laminar que age como
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uma primeira barreira; vencida tal barreira, o O3 se difunde pela superficie foliar e entra pelo
complexo estomadtico, alcan¢ando a cavidade subestomadtica (Parkhurst 1994) onde, sendo solivel
em matriz aquosa (LjubeSic & Britvec 2006), migra por difusdo molecular pelos complexos espacos
intercelulares do mesofilo (Gerosa et al. 2003). Devido a seu alto potencial oxidativo, o O3, ao
entrar na folha, causa a formacgao de diferentes espécies ativas de oxigénio (EAOQOs) incluindo H,O,,
superdxidos desmutase (O7), radicais hidroxila (OH*) e oxigénio livre (Ljubesic & Britvec 2006),
que reagem com as membranas lipidicas (Schraudner et al. 1998) causando um estresse oxidativo
inicial, danificando proteinas e levando a uma deficiéncia fisiol6gica, que pode provocar a morte
celular (Krupa et al. 2001, Vollenweider et al. 2003).

Processos fisiol6gicos e bioquimicos, incluindo sistemas de desintoxica¢do, demonstram
uma boa correlacdo entre tolerancia ao O3 e altos niveis endogenos de antioxidantes (Saitanis &
Karandinos 2002), tais como peroxido desmutase, glutationa peroxidase, substancias fendlicas
(taninos, flavandides) e antocianinas. A habilidade das plantas em sintetizar tais substancias confere
a estas mecanismos de defesa contra a expansdao das injurias induzidas pelo Os, até mesmo
impedindo a formacdo destas (Kolb et al. 1997, Gravano et al. 2004, Iriti et al. 2003, Pell et al.

1997).

1.3.  Sintomas microscopicos

O actimulo macico das EAOs ativa o processo de resposta de hipersensibilidade, que se
caracteriza por uma reagdo localizada de defesa, que ocorre em estruturas especificas e grupos
distintos de células (Vollenweider et al. 2003). Nas células, se observa a degradacao incompleta dos
seus componentes, que causa uma subita perda da integridade das membranas (Giinthardt-Goerg &
Vollenweider 2007) e a rdpida morte celular. Tal resposta ocorre preferencialmente no parénquima
palicadico (Evans et al. 1996, Gerosa et al. 2004).

Sao também caracteristicas do efeito do estresse oxidativo, protrusdes pécticas nas paredes

celulares como “verrugas”, que ocorrem normalmente nas paredes das células do parénquima
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lacunoso (Giinthardt-Goerg & Vollenweider 2007, Reig-Armifiana et al. 2004) e sao decorrentes de
um processo oxidativo intercelular lento e, também, de processos de desintoxicacdo (Giinthardt-
Goerg et al. 1997), indicando mudangas no metabolismo secunddrio da planta (Giinthardt-Goerg et

al. 2000).

1.4.  Sintomas visiveis

Plantas a serem empregadas em programas biomonitoramento, devem apresentar sintomas
facilmente observaveis, que indiquem, de uma maneira clara, a presenca do poluente. Portanto, é de
fundamental importancia estabelecer se os sintomas presentes nas folhas sdo causados realmente
por estressores abidticos, no caso poluentes, uma vez que existem diversos sintomas decorrentes de
fatores bidticos, como a ocorréncia de pontos isolados ou lineares nas folhas, sintomas sobre
nervuras, entre outros. A presenca de corpos de frutificacdo e vestigios de insetos sdo também
indicativos de sintomas causados pela a¢do de organismos vivos. J4 os sintomas visiveis provocados
por fatores abidticos apresentam caracteristicas importantes que os diferenciam dos causados por
agentes bidticos. Estes sintomas normalmente apresentam-se distribuidos uniformemente ou em
gradientes na folha, ocorrendo tanto em folhas expostas ao sol como naquelas expostas a sombra,
sendo oriundos de fatores estressantes provindos tanto do ar quanto do solo; necroses em direcdo as
bordas das folhas sdo relacionados a secas, geadas ou até déficit de nutrientes e ondulacdes nas
folhas podem estar vinculadas ao estresse hidrico; ja pontos entre nervuras, manchas difusas e
coloragao bronzeada estdo relacionados a sintomas provocados pelo Os;, mas podem ainda ter
relacdo com metais pesados e patégenos (Vollenweider et al. 2006). Portanto, existe a dificuldade
em se definir, dentre os sintomas causados por fatores abidticos, quais sdo aqueles causados
realmente pelo Os.

Novak et al. (2003) apresenta as diferencas entre os sintomas provocados pelo O3z e outros
decorrentes de outros fatores, evidenciando que os causados pelo Oz ocorrem exclusivamente entre

as nervuras e caracterizam-se, normalmente, como uma descoloracdo geral, com a presenca inicial
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de pontos menores que 1 mm; estes sintomas sao mais comuns em folhas totalmente expandidas do
que naquelas que estdo em processo de expansao. Muitos estudos confirmam que o estigio de
desenvolvimento da folha é determinante no aparecimento de sintomas causados pelo O3 (Kolb et
al. 1997, Vollenweider et al. 2003, Bassin et al. 2004) e tais respostas variam segundo Krupa et al.
(2001) de acordo com género, espécie, cultivar, variedade ou gendtipo, entre outros fatores
ambientais como as caracteristicas de exposicdo que a planta foi submetida.

Sintomas visiveis decorrentes do 0z6nio aparecem quando as defesas metabdlicas da planta
ndo sdo suficientes para impedir a progressdao destes. Nas angiospermas, esses sintomas ocorrem
normalmente na superficie adaxial da folha e em lados expostos a luz, incluindo: cloroses, como
manchas verdes claras ou amareladas, e, normalmente entre as nervuras secunddrias; pontos
avermelhados distribuidos aleatoriamente na folha, decorrente do acimulo de antocianinas, que
muitas vezes podem recobrir toda folha exceto as regides das nervuras; as folhas podem ainda
apresentar um tipo de bronzeamento ou, ainda, mostrar pontuac¢des prateadas (Krupa et al. 2001,
Evans et al. 1996, Vollenweider et al. 2003). Igualmente no que se refere ao ozonio, de uma
maneira geral, folhas adultas, totalmente expandidas, sdo mais sensiveis, uma vez que ndo sofrem
aclimatacdo, ao contrario do que se observa em folhas jovens, que se expandem no ambiente

poluido (Péddkkonen et al. 1995b, Vollenweider et al. 2003).

1.5. O monitoramento do ar com plantas

O monitoramento do ar com plantas complementa medidas fisico-quimicas das
concentracdes dos poluentes realizadas por redes de monitoramento, uma vez que estas nao
permitem avaliar os efeitos reais e visiveis dos poluentes sobre os seres vivos (De Temmerman et
al. 2004). O uso de plantas possibilita mostrar visualmente as respostas de individuos vivos,
evidenciando o estresse de forma eficaz e até mesmo didética.

Todo sistema biolégico, organismo, populacdo ou comunidade, aclimatou-se a um complexo

de fatores ambientais ao longo de sua evolucdo, conquistando um espago e um nicho ecoldgico,
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onde encontra as condicdes necessdrias e favordveis a sua manutengdo e reproducdo. Entretanto,
alteracdes dos fatores ambientais sob influéncia do estresse antropico levam a outros estados de
estabilidade. Os organismos reagem, alguns se aclimatam, porém quando sua capacidade de
aclimatacdo € ultrapassada, eles podem apresentar sintomas (Lima 2001). Sdo estes sintomas que,
de acordo com Arndt et al. (1991), definem os bioindicadores como ‘“organismos ou comunidades
de organismos que reagem a alteracdes ambientais com a modificacdo de suas fungdes vitais
normais e/ou da sua composicdo quimica, permitindo assim conclusdes a respeito das condig¢des
ambientais”.

Dentro do conceito de biomonitoramento com plantas Garrec & Van Haluwyn e Falla e
colaboradores sintetizaram a terminologia de maneira a diferenciaram os organismos biomonitores
como apresentado por De Temmerman et al. (2004):

° Bioindicadores: plantas que apresentam sintomas visiveis, como necroses, cloroses,
distdrbios fisiologicos como ndo producdo de flores e frutos e reducio de crescimento.

. Biosensores ou biomarcadores: plantas que reagem a presenca de poluicdo aérea
através de mudancas ndo visiveis, sendo a deteccdo dos efeitos feita por meio de equipamentos
especificos ou técnicas em fisiologia e bioquimica.

. Bioacumuladores: plantas que em geral sdo menos sensiveis a polui¢io, porém sio
capazes de acumular em seus tecidos particulas aereotransportadas.

. Indicadores ecoldgicos: populacdes de plantas ou comunidades com mudancas na
composicao e densidade de espécies.

O biomonitoramento € classificado por diversos autores como passivo, quando envolve as
plantas que crescem em seu ecossistema natural; estas sdo influenciadas diretamente ou
indiretamente pela polui¢do aérea durante um longo periodo de tempo, mostrando qualitativamente
e quantitativamente o impacto da poluicdo ambiental. No biomonitoramento ativo, as plantas sdao
introduzidas de forma padronizada no ambiente € o monitoramento € realizado ao longo de uma

série temporal. Normalmente, espécies ou cultivares especificos sdo usados e, dependendo do
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objetivo, podem ser utilizadas plantas sensiveis para avaliacdo de injurias ou, ainda, outras espécies
mais resistentes para avaliacdo do acimulo de substancias. Este método € bastante ttil para redes de
monitoramento, uma vez que varidveis como tipo de solo e disponibilidade de nutrientes e 4gua,

podem ser padronizadas. (De Temmerman et al. 2004, Klumpp et al. 2001, Lima 2001).

1.6.  Aplicabilidade do biomonitoramento

Como ja se viu, o biomonitoramento da polui¢do aérea feito com plantas oferece a
possibilidade de se obter uma resposta integrada, mesmo quando hd uma complexa mistura de
poluentes ocorrendo simultaneamente. Reagindo especificamente em diferentes niveis de
organizacdo, desde os que abrangem uma tnica planta (folhas ou até células), até os que abrangem a
associacdo de plantas e o ecossistema, o biomonitoramento ainda permite a delimitacdo de
populagdes de risco, viabilizando a avaliagdo de efeitos sinérgicos e aditivos (Klumpp et al. 2001),
além de propiciar a criacdo de redes de monitoramento em dreas urbanas e industriais, importantes
no monitoramento de dreas remotas e uteis em estudos de impacto ambiental (EIA) (Iriti et al.
2006).

Muitos destes atributos fazem com que o biomonitoramento seja apropriado em paises em
desenvolvimento, onde geralmente existem limitadas redes de monitoramento, oferecendo a
oportunidade de determinar em larga escala o padrio de distribuicdo dos poluentes (De
Temmerman et al. 2004).

Para que o uso de bioindicadores siga uma metodologia adequada, é necessdria a coleta
sistematica de dados, permitindo a criagdo de um inventdrio de respostas a poluicdo. A
padronizacdo das técnicas, desde o cultivo e exposi¢do das plantas, até a medicdo de efeitos e
avaliacdo dos resultados, ¢ um requisito fundamental para a validade e a aplicabilidade dos dados
obtidos (Klumpp et al. 2001).

Dentre as espécies bioindicadoras de ozonio, tradicionalmente se empregam cultivares de

Nicotiana tabacum L., especialmente a cultivar sensivel Bel-W3 (Heggestad 1991, Saitanis &
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Karandinos 2002, Vergé et al. 2002). Em estudos realizados no Brasil o tabaco, ndo respondeu de

forma linear em relagdo a concentracio de O3 no ambiente (Sant’Anna 2007), portanto outras

espécies devem ser testadas, levando-se em conta também varidveis qualitativas,

1.7.  Justificativa

Muito do que conhece sobre os efeitos do O3 em plantas derivam de estudos realizados em
ambientes controlados, como camaras de fumigagao; estes estudos sao muito importantes, uma vez
que permitem avaliar os efeitos dos poluentes sem a interferéncia de fatores ambientais, que podem
ser controlados, porém os resultados de tais estudos nao podem ser extrapolados diretamente para o
ambiente, que impde as plantas multiplas interferéncias (Krupa et al. 2001).

Considerando que as observacdes microscopicas ocorrem simultaneamente ou mesmo
antecedem os primeiros sintomas visiveis (Vollenweider et al. 2003), estas representam uma
importante ferramenta para a deteccao precoce dos sintomas provocados pelo Os; e sdo necessarias
quando se pretende avaliar o potencial bioindicador de uma espécie.

O estudo aqui desenvolvido, no qual se empregou a cultivar Scarlet O’Hara de Ipomoea nil
L. (Convolvulaceae), foi proposto visando investigar, ao nivel celular, os efeitos oxidativos
provocados pelo O3 nessa cultivar, contribuindo para a viabilizagdo do seu uso em programas de
biomonitoramento da qualidade do ar em locais submetidos ao O3, na cidade de Sao Paulo-SP.

Ipomoea nil L. cv. Scarlet O’Hara foi escolhida uma vez que, sob fumigacdo com Os,
apresenta sintomas foliares tipicos, como pontos cloréticos e necroses intervenais (Nouchi & Aoki
1979). Em exposicdes in situ, realizadas na regido de Cubatio-SP (Domingos et al. 1998), a cultivar
apresentou pigmentacdes, cloroses ou necroses em ambiente submetido ao O;. Além dos sintomas
caracteristicos, e da inexisténcia de estudos estruturais com a planta submetida ao Os, a espécie
apresenta diversos aspectos positivos no que diz respeito a sua utilizacdo em programas de

biomonitoramento: cresce com facilidade; produz muitas folhas durante todo seu ciclo de vida;
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produz folhas novas mesmo quando apresenta danos acentuados em folhas mais velhas e € muito

sensivel a oxidantes fotoquimicos.

1.8.  Objetivos

Considerando as altas concentragdes de Os presentes na cidade de Sao Paulo, o estudo teve
como objetivo ampliar anélises em Ipomoea nil cv. Scarlet O’Hara e validar os sintomas presentes
nesta como decorrentes do estresse oxidativo provocado pelo Os, observdveis em microscopia
fotdnica, além de contribuir com dados que possam auxiliar no estabelecimento da viabilidade de se

empregar a cultivar como bioindicadorado de O3 na cidade de Sao Paulo.
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1. Material e métodos

1.1.  Cultivo
Um lote de sementes de plantas de Ipomoea nil cv. Scarlet O’Hara foi adquirido de

fornecedor comercial (CN Seeds LTD, www.cnseeds.co.uk). Estas foram colocadas para germinar

em caixa pléstica transparente (gerbox) com 100 cm? (figura 1).

Como substrato para germinagao, utilizou-se uma mistura de produto comercial produzido a
base de casca de Pinus (Plantimax-Eucatex) e de vermiculita fina, na propor¢cdo de 3:1,
respectivamente. As plantulas se desenvolveram nessas caixas até o surgimento da segunda folha
cotiledonar, sendo, entdo, transplantadas para 24 vasos pldsticos com uma planta em cada vaso,
contendo o mesmo substrato. Nesse momento, fincou-se uma pequena estaca de madeira para
suportar as plantas durante o seu crescimento.

Desde a germinagdo até as exposi¢Oes in situ, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo instalada no Instituto de Boténica, localizado na regido sudeste da cidade de Sao Paulo,
entre as coordenadas 23°38°087-23°40’18”S e 46°36’°487-46°38’00"W (Fernandes et al. 2002)
figura 4 A e B). A casa de vegetacdo possui sistema de filtros para poluentes particulados e gasosos
e equipamento de ar condicionado para controle de temperatura, que foi regulada para acompanhar
as variacdes ao longo das estacdes do ano, simulando, dessa forma, aquelas do ambiente externo.
Nesse local, a temperatura ¢ a umidade do ar foram monitoradas continuamente por meio de
termohigrégrafo e o ar foi avaliado periodicamente, empregando-se equipamentos que medem
material particulado (High-Vol 10 pL) e gases (Trigas), ambos da marca Energética, confirmando
sua boa qualidade.

Para garantir o suprimento hidrico adequado as plantas, estas foram irrigadas por
capilaridade, por intermédio de corddes de ndilon inseridos na base dos vasos, sendo que uma de
suas extremidades permaneceu em contato com as raizes e a outra extremidade esteve mergulhada

em 4gua de torneira contida na caixa pldstica coberta com tela de arame galvanizado (figura 2),
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seguindo modelo proposto por VDI (2003).

Semanalmente, a partir do transplante até o término do experimento, todas as plantas
receberam 100 ml de solucdo nutritiva de Hoagland descrita em Epstein (1975). Quinze dias apds o
transplante, a quarta folha mais velha do ramo principal de cada vaso foi marcada com barbante
para servir como referéncia. No estudo foram analisadas a quinta, sexta e sétima folhas do ramo
principal da planta, de acordo com a metodologia sugerida pelo VDI (2003) para Nicotiana

tabacum (figura 3).

1.2.  Exposicdo das plantas

Ipomoea nil cv. Scarlet O’Hara foi exposta no Parque do Ibirapuera (23°34°55”S e
46°39°25”W), junto a Estacdo Ibirapuera da Companhia Estadual de Saneamento Ambiental
(CETESB) (figura 4 A-C), local submetido a altas concentracdes de 0zonio e que é monitorado
continuamente pela mesma estagcdo, que disponibiliza, ndo apenas a concentracao de poluentes mas,
também, dados meteoroldgicos.

Doze vasos foram expostos sobre caixas pldsticas preenchidas com &dgua de torneira e
cobertas com arame galvanizado. Estas foram colocadas em suportes de ferro galvanizado, cobertos
com tela para sombreamento de 50% e irrigacdo garantida por capilaridade, enquanto os outros
doze vasos permaneceram na casa de vegetacdo como referéncia para as andlises posteriores (figura
4 B).

Foram realizadas duas exposi¢des, uma delas no inverno (25/08 a 22/09/2006) e outra na
primavera (14/11 a 11/12/2006). A duracdo da exposicdo (28 dias) foi determinada com base em
estudos preliminares sobre o crescimento da planta realizados por M.L. Ferreira (comunicacao

pessoal).
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1.3.  Coleta e processamento

Foram feitas coletas semanais da 5%, 6" e 7* folhas em trés individuos. Para se obter uma
amostragem significativa, foram retirados, de cada folha, seis fragmentos com cerca de 2 cmz,
selecionados de modo aleatdrio, de acordo com a metodologia sugerida por Kubinova (1994). As
amostras foram fixadas, sob vacuo, em FGAA (Lersten & Curtis 1988 apud Kraus & Arduin 1997),
permanecendo no fixador por 48 horas, para serem posteriormente estocadas em dlcool a 70%.

Parte do material foi incluido, apds hidratagdo, em polietileno glicol 2000 (Richter 1981,
modificado) e seccionado transversalmente em micrétomo rotativo marca Olympus (Cut 4055) com
5 um de espessura; as seccdes foram coradas com azul de astra e safranina 1% (9:1) e montadas em
glicerina a 66%.

Parte do material foi incluido em glicol-metacrilato (GMA) (historresina marca Leica), de
acordo com recomendagdes do fabricante. As sec¢des, com 5 um de espessura obtidas com o
mesmo micrétomo, foram coradas com azul de toluidina 0,05%, preparado em tampao acetato
0,1M, pH 4,7 (O’Brien et al. 1965 apud Kraus & Arduin 1997).

Para a anélise da superficie paradérmica, parte do material foi diafanizado de acordo com
Strittmatter (1973), onde o material é aquecido em dlcool 95% por 1 minuto sendo transferido para
o hidréxido de sédio 5% e aquecido novamente por mais 1 minuto sendo, posteriormente, colocado
em hipoclorito de sédio 20% para clarificacdo; apds o procedimento de diafanizacdo, as amostras
foram coradas com azul de astra e safranina 1% (9:1), desidratadas em etanol e montadas em resina

Permount®.

1.4.  Andlise anatémica

As observacdes das seccOes foliares foram realizadas em microscépio Olympus BX41-BFIII
equipado com sistema para captura de imagens e sistema semi-automdtico de medic¢des, software
Pro-Express versao 4.0.1, Media Cybernetics.

Foram realizadas, nas sec¢des transversais das folhas, andlises qualitativas com o intuito de
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se observar danos microscopicos relacionados ao estresse oxidativo descritos na literatura.

Além das andlises qualitativas, foram avaliadas quantitativamente, em secc¢des transversais
da folha, as varidveis: espessura do limbo, espessura das células epidérmicas em ambas as
superficies, espessura do parénquima palicaddico e lacunoso (figura 5), tendo sido realizada uma
medida em cada um dos seis fragmentos de cada folha amostrada, sendo feita posteriormente a
média por folha. O mesmo procedimento amostral foi realizado para os demais parametros
quantitativos descritos a seguir.

Ainda nas secgOes transversais, foi determinada a porcentagem relativa dos tecidos foliares
utilizando-se técnica estereoldgica de contagem de pontos de acordo com Parkhurst (1982). Com o
auxilio do software Pro-Express versdo 4.0.1, projetou-se, sobre a imagem da folha, uma mdscara
com 100 pontos espalhados aleatoriamente e contou-se o nimero de pontos que caiu em cada um
dos tecidos foliares (epiderme, parénquima palicddico e parénquima lacunoso) ou nos espagos
intercelulares. A razdo entre o nimero de pontos posicionados sobre cada tecido e o nimero de
pontos posicionados sobre toda a imagem da folha forneceu a porcentagem relativa de cada tecido,
além da propor¢do de espagos intercelulares, permitindo, assim, uma estimativa da fracdo
volumétrica de cada componente (figura 6).

Nas sec¢des paradérmicas foram determinados a densidade e o indice estomdtico (IE)
projetando-se, sobre as imagens das folhas, um quadrado de ZOOpm2 e determinando-se nessa drea o
nimero de estdmatos e o nimero de células estomaticas (figura 7). O indice estomético (IE) foi
estabelecido por meio da férmula IE= Et x 100/Ep+Et (Salisbury 1927 apud Wilkinson 1979),
onde Et corresponde ao nimero de estomatos por unidade de drea e Ep ao nimero de células

epidérmicas na mesma area.

1.5.  Andlises estatisticas
Para os dados quantitativos, inicialmente, procuraram-se diferencas significativas nos

aspectos estruturais nas folhas 5, 6 e 7, em cada amostragem e em cada esta¢do do ano. Para tanto,



Material e Métodos 20

aplicou-se a andlise de variancia com um fator. Em seguida, foram realizadas andlises de variincia
com dois fatores com todo o conjunto de dados, de modo a identificar diferencas entre as estagdes
(fator 1) e ao longo do tempo em cada estacdo (fator 2). Em todos os casos, as andlises de variancia,
quando indicaram diferencas significativas, foram seguidas por testes de comparacdo multipla
(Student-Newman Keuls). Igualmente, em todos os casos, verificou-se a normalidade e a igualdade
de variancias dos dados.

Em seguida, foram realizadas anélises de componentes principais (ACP) a fim de avaliar a
variabilidade conjunta dos aspectos estruturais em folhas de Ipomoea nil, ao longo das duas
estacdes do ano, procurando evidenciar se houve sazonalidade marcante.

Realizaram-se, também, correlagdes de Pearson para determinar as relacdes entre os fatores

estruturais e as diferentes estagdes do ano.
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Figura 1. Plantulas de Ipomoea nil cv. Scarlat O’Hara se desenvolvendo em gerbox com
substrato padronizado. Fonte: Ferreira 2007.

Figura 2. Plantas de Ipomoea nil cv. Scarlat O "Hara se desenvolvendo em casa de vegetacdo. A.
Vasos plésticos com corddes de ndilon; B. Irrigagdo das plantas garantida por capilaridade.
Fonte: Ferreira 2007.

Figura 3. Ilustracdo referente a marcagdo da quarta folha mais velha do ramo principal, ponto de
referéncia para a quinta, sexta e sétima folhas analisadas neste estudo. Fonte: Ferreira 2007.
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vegetacdo (@), Parque do Ibirapuera (e). B. Casa de vegetacao instalada no Instituto de Boténica
(Sao Paulo) com filtros para poluentes particulados e gasosos e sistema de ar condicionado para
controle da temperatura C. Estacdo de monitoramento da CETESB no Parque do Ibirapuera, onde
foram mantidos os suportes para as plantas de Ipomoea nil. Fonte: Ferreira (2007).
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Figura 5. Seccdo transversal da folha de Ipomoea
nil cv. Scarlat O’Hara, exemplificando como foram

realizadas as medidas de espessura dos tecidos. ®
= espessura do limbo, m = espessura da célula
epidérmica da superficie adaxial, m = espessura do
parénquima palicadico, m = espessura do
parénquima lacunoso, = = espessura da célula
epidérmica da superficie abaxial. Escala = 50pum

Figura 6. Seccdo transversal da folha de Ipomoea
nil cv. Scarlat O’Hara, exemplificando como foi

calculada a propor¢do dos tecidos foliares. = %
de células epidérmicas da superficie adaxial, ® = %
de parénquima palicddico, ® = % de parénquima
lacunoso, ® = % de células epidérmicas da
superficie abaxial, ® = % de espago intercelular no
parénquima palicddico, ® = 9% de espaco
intercelular no parénquima lacunoso, © = pontos

posicionados fora da drea de contagem. Escala =
50um

Figura 7. Sec¢Oes paradérmicas da folha de Ipomoea nil cv. Scarlat O’Hara, exemplificando
como foram calculados a densidade e o indice estomdtico. A. superficie adaxial, B. superficie

abaxial. Escala = 50pum
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo do ambiente de exposicdo em que a planta foi exposta

Na tabela 1 sdo apresentadas as concentragdes médias de Os e seus precursores (NO e NO,)
e valores médios de varidveis climdticas como umidade, temperatura e radiacdo global, nas esta¢des
do ano nas quais ocorreram as exposicoes de Ipomoea nil em Sao Paulo: inverno (25/08 a
22/09/2006) e primavera (14/11 a 11/12/206). Observa-se que as varidveis climdticas nao
apresentaram diferencas marcantes entre as duas estagdes, porém nota-se que o inverno, quando
comparado a primavera, apresentou maior concentragcdo média de O; e maiores concentragdes dos
seus precursores.(melhorar tabela e texto)

Nas figuras 8-10 sd@o indicadas as variacdes didrias médias de parametros climéticos
(umidade relativa do ar, temperatura e radiacdo global) nos periodos de exposi¢do: 25/08 a
22/09/2006 (inverno) e 14/11 a 11/12/2006 (primavera). Na figura 11, registra-se a média horaria de
NO, (ug m~) NO (ug m>) e O3 (ug m™) no Parque do Ibirapuera durante os mesmos periodos
(CETESB 2007). Como se V&, ao longo de 24 horas, o NO e o NO,, apresentam concentragdes
elevadas no periodo da manha, diminuindo no periodo da tarde, quando, devido a alta radiacgao,
formou-se grande quantidade de Os.

Na casa de vegetacdo, nos mesmos periodos, os valores médios de temperatura e umidade
indicam que as plantas foram submetidas a faixas tolerdveis desses parametros meteorol6gicos nos

dois periodos de exposicao (tabela 2).

3.2.  Andlise qualitativa

Em nivel celular, nas plantas expostas no Parque do Ibirapuera, foram observadas alteragdes
indicativas do estresse oxidativo gerado pelo ozdnio. Tais alteragdes foram observadas
indiferentemente nas folhas 5, 6 e 7 (figura 12 E-H) e ndo foram encontradas nas plantas mantidas

em casa de vegetacao, sob ar filtrado (figura 12 A-D). As alteracdes foram observadas no mesofilo,
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enquanto que a estrutura do tecido vascular permaneceu intacta. Em tecidos sem sintomas visiveis,
tanto nas plantas expostas no inverno quanto na primavera, foi observada plasmoélise em células
isoladas do parénquima pali¢ddico, o que representa uma cldssica resposta de hipersensibilidade,
tipica do ozonio. A morte celular aparentemente ocorreu de forma rapida, uma vez que foi possivel
notar a permanéncia de cloroplastos mesmo em células necrosadas (figura 12 H), tais sintomas
foram encontrados somente nas plantas que permaneceram no Parque do Ibirapuera. Na parede
celular foram observadas protrusdes, principalmente nas células do parénquima lacunoso,
evidenciadas pela coloracao intensa (figura 13 C-F). As protrusdes apresentaram-se distribuidas por
todo tecido fotossintético nas plantas expostas ao 0zOnio, enquanto que naquelas que permaneceram
na Casa de vegetacdo, as mesmas nao foram evidenciadas (figura 13 A-B).

Em amostras coletadas em areas da folha com sintomas visiveis (necroses), foram
observados: o colapso da parede celular, o rompimento das células epidérmicas e parenquimaéticas,
bem como o desarranjo dos cloroplastos. Tais sintomas foram observados em grupos maiores de

células, porém apresentaram-se isoladamente no tecido (figura 14 A-B).

3.3.  Avaliacdo quantitativa

A andlise quantitativa das folhas 5, 6 e 7, ao longo do tempo e nos dois locais de exposicao,
foi realizada buscando explicar, com base na estrutura, resultados obtidos por Ferreira (2007), que
evidenciou, nas mesmas plantas, maior quantidade de necroses naquelas expostas durante o inverno.
Para tanto foram avaliados, como apresentado no item Material e Métodos, os seguintes parametros
foliares: espessura dos tecidos: limbo, células epidérmicas das superficies adaxial e abaxial,

parénquima pali¢adico e lacunoso; porcentagem dos tecidos; densidade e indice estomético.

3.3.1. Andlise comparativa das folhas 5, 6 e 7
Quando se comparou, por meio andlise de varidncia (ANOVA), a espessura média dos

tecidos foliares da quinta, sexta e sétima folhas que se desenvolveram durante o inverno (25/08 a
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22/09/2006), observaram-se poucas diferencas entre as folhas 5 e 7 e nenhuma diferenca entre as
folhas 5 e 6 e 6 e 7. Esta dltima (folha 7) apresentou limbo menos espesso, tanto nas plantas
expostas no Parque do Ibirapuera quanto naquelas que permaneceram na Casa de vegetacdo (figura
15A-B). Nas plantas do Parque do Ibirapuera foi possivel relacionar tal redu¢do com a menor
espessura do parénquima palicddico (figura 15A). Quanto aos demais parametros avaliados, as
folhas 5, 6 e 7 ndo apresentaram diferencas (figura 15 C-E), exceto quanto a densidade estomética
da superficie abaxial da folha 7, nas plantas mantidas em Casa de vegetacdo, que se apresentou
maior, embora o indice estomdtico ndo tenha variado entre as diferentes folhas (figura 15F).

Na exposi¢ao da primavera (14/11 a 11/12/206), as folhas 5, 6 e 7 também apresentaram
poucas diferencas, tanto nas plantas mantidas no Parque Ibirapuera quanto na Casa de vegetacao
(figura 16A-F). No Parque do Ibirapuera, a folha 5 apresentou menor porcentagem de parénquima
lacunoso (figura 16C) e na Casa de vegetacdo a folha 7 apresentou menor espessura do limbo e do
parénquima palicddico (figura 16B), além de maior densidade estomadtica, quando comparada a
folha 5 (figura 16F).

As diferencas constatadas entre as folhas 5, 6 e 7 ndo foram acentuadas, porém a folha 7
apresentou-se mais delgada e com maior densidade de estdmatos na superficie abaxial em relagdo a

folha mais velha.

3.3.2. Andlise individualizada das folhas 5, 6 e 7 ao longo do tempo (inverno e primavera)

Foi feita separadamente, ao longo dos dois periodos de exposi¢do, a comparacdo dos
parametros quantitativos das folhas 5, 6 ou 7, tanto nas plantas do Parque do Ibirapuera como
naquelas da Casa de vegetacdo. Empregou-se, para tanto, andlise de varidancia (ANOVA).

Os resultados mostraram apenas diferencas individuais entre as 24 plantas analisadas e
nenhuma tendéncia quanto a um padrao de desenvolvimento das folhas 5, 6 e 7 — (resultados
apresentados no Anexo 1). Dessa forma optou-se por reunir, nas andlises subseqiientes, os dados

conjuntos dessas folhas.
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Foi feita entdo a andlise ao longo do tempo, considerando a média das trés folhas, ndo sendo

encontrada, da mesma forma, nenhuma tendéncia (Anexo 2).

3.3.3. Andlise comparativa das plantas do Parque Ibirapuera e da Casa de vegetacdo no
inverno e na primavera

Considerando os valores médios conjuntos das folhas 5, 6 e 7 das plantas de /. nil analisadas,
numa mesma estacio do ano, ndo houve diferencas estatisticamente significativas quanto aos
parametros avaliados, tanto nas plantas mantidas no Parque do Ibirapuera como nas Casa de
vegetacdo (ANOVA fatorial) (figuras 17, 18 e tabela 3). Contudo tais diferencas foram observadas
quando se compararam as plantas das duas estagdes (figuras 17-19 e tabela 3).

As folhas que se desenvolveram no inverno apresentaram menor espessura do limbo, das
células epidérmicas das duas superficies e dos parénquimas palicidico e lacunoso, quando
comparadas aquelas expostas na primavera (figura 17).

Além disso, as plantas expostas durante o inverno apresentaram maior porcentagem de
células epidérmicas, menor propor¢ao de tecidos fotossintetizantes, tanto no que diz respeito ao
parénquima pali¢ddico quanto ao lacunoso, além de maior proporcao de espagos intercelulares, em
relagcdo as que cresceram na primavera (figura 19).

Ao se comparar as plantas expostas no inverno e na primavera, notou-se, nestas ultimas,
maior densidade estomadtica e maior indice estomatico, em ambas as superficies (figura 18).

A andlise de componentes principais (ACP) realizada para a espessura dos tecidos, explicou
84,08% da variabilidade dos dados nos eixos um e dois, sendo que o eixo um explicou 70,82%
desta variabilidade e o eixo dois 13,26%. A espessura do limbo, do parénquima palicddico e do
parénquima lacunoso apresentou uma forte relagdo com o eixo um, enquanto a espessura das células
epidérmicas, tanto na superficie adaxial quanto na abaxial mostrou maior relacio com o eixo 2
(tabela 4).

A andlise dos componentes principais (figura 20) mostra que existe uma sazonalidade
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marcante para todas as varidveis. As unidades amostrais da primavera estiveram associadas a
valores mais altos de todas as varidveis analisadas, enquanto que as do inverno estiveram associadas
aos baixos valores destas. Nota-se uma distin¢do clara entre o grupo de valores da primavera e do
inverno, podendo-se separar claramente as duas estacoes.

Para a porcentagem de tecidos foliares, a ACP explicou 74,72% da variabilidade dos dados
nos eixos um e dois, sendo que o eixo um explicou 52,36% desta variabilidade e o eixo dois
22,36%. Os valores de espaco intercelular do parénquima palicddico apresentaram uma forte
relacdo com o eixo um, enquanto que outros valores apresentaram relagdo variada entre os eixos um
e dois (tabela 5).

A andlise dos componentes principais mostrou que existe uma sazonalidade marcante para
todas as varidveis. As unidades amostrais da primavera estiveram associadas a altos valores quanto
as propor¢des de parénquima palicddico e lacunoso, enquanto que as do inverno estiveram
associadas a valores mais altos dentre as outra varidveis analisadas. Nota-se novamente uma
distin¢do clara entre o grupo de valores da primavera e do inverno, podendo-se separar claramente
as duas estagoes (figura 21).

A andlise de componentes principais (ACP) realizada para a densidade estomética e o indice
estomdtico explicou 96,24% da variabilidade dos dados nos eixos um e dois, sendo que o eixo um
explicou 75,72% desta variabilidade e o eixo dois 20,52%. Os valores de densidade estomética e
indice estomadtico na superficie adaxial apresentaram uma forte relacdo com o eixo um, enquanto
que densidade estomatica e indice estomético na superficie abaxial apresentaram forte relagdo com
o eixo dois (tabela 6).

A andlise dos componentes principais mostrou a existéncia de uma sazonalidade para todas
as varidveis. As unidades amostrais da primavera estiveram associadas a altos valores de todas as
varidveis analisadas, enquanto que as do inverno estiveram associadas aos baixos valores destas.
Nota-se uma distin¢d@o entre o grupo de valores da primavera e do inverno, podendo-se separar duas

estacoes (figura 22).
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Tabela 1. Valores médios (minimo — méximo) de O; (ug m3), NO, (ug m3) NO (ug m3), umidade
relativa do ar (%), temperatura (°C) e radiacéo global (W m?) no Parque do Ibirapuera durante as
campanhas realizadas: inverno (25/08 a 22/09/2006) e primavera (14/11 a 11/12/2006). Fonte
CETESB (2007).

Inverno Primavera
O, 39,3 (0-192) 30,2 (0-221)
NO, 63,7 (8 — 248) 49,3 (12 -164)
NO 29,1 (0-714) 12,3 (0 -154)
Umidade relativa do ar 75,2 (26,6 — 98,3) 83,0 (41,1 —99)
Temperatura 21,1 (9,7 -32,2) 21,3 (12,7 -30,9)
Radiacdo Global 172,77 (1 —958) 186,8 (1 —1074)

Tabela 2. Valores médios (minimo — maximo) de umidade relativa do ar (%) e temperatura (°C) na
Casa de vegetacdo durante o inverno (25/08 a 22/09/2006) e a primavera (14/11 a 11/12/2006).
Fonte: Ferreira (2007).

Inverno Primavera

Umidade relativa do ar 66 (18 - 87) 72 (28 - 87)

Temperatura 23,4 (16,1 - 34,5) 27,9 (19,2 - 34,0)
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Figura 8. Média hordria da umidade relativa do ar (%) no Parque do Ibirapuera durante os
periodos de 25/08 a 22/09/2006 (inverno) e 14/11 a 11/12/2006 (primavera). Fonte CETESB

(2007)
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Figura 9. Média horéria de temperatura (°C) no Parque do Ibirapuera durante os periodos de 25/08
a 22/09/2006 (inverno) e 14/11 a 11/12/2006 (primavera). Fonte CETESB (2007)
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Figura 10. Média hordéria de radiagdo global (W m-2) no Parque do Ibirapuera durante os periodos
de 25/08 a 22/09/2006 (inverno) e 14/11 a 11/12/2006 (primavera). Fonte CETESB (2007)
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Figura 11. Média hordria de NO, (ug m3) NO (ug m~) e O; (ug m) no Parque do Ibirapuera
durante os periodos de 25/08 a 22/09/2006 (inverno) e 14/11 a 11/12/2006 (primavera). Fonte
CETESB (2007)
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Figura 12. Seccdo transversal da folha de Ipomoea nil cv. Scarlat O "Hara. A-D. folhas de plantas
que permaneceram em Casa de vegetacdo com células do parénquima palicddico sem sintomas de
estresse oxidativo (A e C inverno, B e D primavera), E-H. folhas de plantas que permaneceram no
Parque do Ibirapuera evidenciando resposta de hipersensibilidade decorrente de estresse
oxidativo (elipses) (E e G inverno, e F e H primavera). A, B, e E , F. Escala =50 um. C, D, G, H
Escala =20 ym.
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Figura 13. Seccdo transversal da folha de Ipomoea nil cv. Scarlat O’Hara. A. folhas de plantas
que permaneceram em Casa de vegetacdo com células do parénquima lacunoso sem protrusdes
nas paredes, em B. seta evidenciando a parede celular. C-E. folhas de plantas que permaneceram
no Parque do Ibirapuera, em D e F, detalhes das protrusdes nas paredes celulares como resposta
decorrentes de estresse oxidativo. A, C e E Escala =20 um B, D e F Escala = 10um
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Figura 14. Secc¢ado transversal da folha de Ipomoea nil cv. Scarlat O Hara evidenciando necroses
decorrentes de estresse oxidativo (elipses) em plantas mantidas no Parque do Ibirapuera. A.
inverno e B. primavera. Escala = 50pm
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Figura 15. Diferenca entre as 5* ( 0 ) 6* (
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) e 7* ( m ) folhas amostradas no inverno. A — B.
espessura dos tecidos. C — D. % de tecidos. E — F. densidade e indice estomatico. Legendas: Ib =
limbo; ad = superficie adaxial; pp = parénquima pali¢ddico; eipp = espaco intercelular do
parénquima pali¢ddico; pl = parénquima lacunoso; eipl = espaco intercelular do parénquima
lacunoso; ab = superficie abaxial; eit = espacgo intercelular total; deab = densidade estomadtica na
superficie adaxial; dead = densidade estomdtica na superficie adaxial; iead = indice estomdtico na
superficie adaxial; ieab = indice estomdtico na superficie abaxial. Letras diferentes significam
diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05).
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Figura 16. Diferenca entre as 5* (0 ) 6* ( m ) e 7* ( m ) folhas amostradas no inverno. A — B.
espessura dos tecidos. C — D. % de tecidos. E — F. densidade e indice estomatico. Legendas: Ib =
limbo; ad = superficie adaxial; pp = parénquima palicddico; eipp = espaco intercelular do
parénquima palicddico; pl = parénquima lacunoso; eipl = espago intercelular do parénquima
lacunoso; ab = superficie abaxial; eit = espacgo intercelular total; deab = densidade estomética na
superficie adaxial; dead = densidade estomdtica na superficie adaxial; iead = indice estomadtico na
superficie adaxial; ieab = indice estomdtico na superficie abaxial. Letras diferentes significam
diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05).
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Figura 17. Espessura dos tecidos das plantas amostradas nas diferentes estagdes do ano. ~ Parque
do Ibirapuera — inverno, m Casa de Vegetagdo — inverno, = Parque do Ibirapuera - primavera, m
Casa de vegetacdo — primavera. Legendas: Ib = limbo; ad = superficie adaxial; pp = parénquima
palicddico; pl = parénquima lacunoso; ab = superficie abaxial. Letras diferentes significam
diferencas estatisticamente significativas, mintdsculas comparam os diferentes locais de exposi¢ao
e maiusculas as estacdes do ano (P < 0,05).
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Figura 18. Densidade e indice estomadtico das plantas amostradas nas diferentes estacdes do ano.
Parque do Ibirapuera — inverno, m Casa de Vegetacdo — inverno, = Parque do Ibirapuera -
primavera, m Casa de vegetacdo — primavera. Legendas: deab = densidade estomdtica na
superficie adaxial; dead = densidade estomadtica na superficie adaxial; iead = indice estomatico na
superficie adaxial; ieab = indice estomdtico na superficie abaxial Letras diferentes significam
diferencas estatisticamente significativas, mindsculas comparam os diferentes locais de exposicdo
e maiusculas as estacdes do ano (P < 0,05).
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Tabela 3. Proporcao de tecidos das plantas amostradas nos diferentes locais de exposicdo. Letras
diferentes significam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05).

% de tecidos

Parque do Ibirapuera Casa de vegetacao

Inverno
ad 104+13a 10.7+0.7 a
pp 29.2+3.7a 29.2+15a
eipp 57+11a 58+1.2a
pl 264+29a 254+12a
eipl 199+18a 19.7+11a
ab 84+05a 86+04a
eit 25.5+1.8a 25.6+2.1a
Primavera
ad 6.6+15a 7.0+0.7a
pp 31.1+1.0a 351+1.0a
eipp 48+0.6a 41+05a
pl 28.1+22a 29.2+1.2a
eipl 20.0+x14a 16.8+1.0a
ab 9.0+04a 79+08a
eit 249+18a 20.8+ 0.7 a

ad = superficie adaxial; pp = parénquima pali¢ddico; eipp = espago
intercelular do parénquima pali¢adico; pl = parénquima lacunoso; eipl =
espaco intercelular do parénquima lacunoso; ab = superficie abaxial; eit =
espaco intercelular total.

Inverno Primavera

= b oOad

b a Opp
- o - S— meipp

b a apl

a Oeipl

b
2 b Dab
: b Oeit

Figura 19. Proporcdo de tecidos das plantas amostradas nas diferentes estacdes do ano. = ad =
superficie adaxial; pp = parénquima palicddico; m eipp = espaco intercelular no parénquima
palicadico; = pl = parénquima lacunodo; m eipl espaco intercelular no parénquima lacunoso; = ab
= superficie abaxial; O eit = espacgo intercelular total. Letras diferentes significam diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05).
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Tabela 4. Relacao dos valores médios da espessura dos tecido com os eixos um e dois da andlise

de componentes principais.

Eixo 1 Eixo 2
ms 0.4883 -0.0282
pp 0.6699 -0.3281
pl 0.4775 -0.0756
ad 0.2384 0.8539
ab 0.1671 0.3959

ms = mesofilo; ad = superficie adaxial; pp = parénquima
palicddico; pl = parénquima lacunoso; ab. superficie abaxial

Espessura dos tecidos

S
E Grupos
80 1 o AT4 cv A Inverno
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T1 Ib E A
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A @ ATCV
A%TIIb
T4 1b T3 CV
A A
T11Ib T4 CV 60 1 T4 CV T3 CV
A A T2 lb Tl CV A A
T2CV TIlb 4Aa T2CV
A T4 CV ab A A
—_— A 3 T31b AT3 cv -
A AA b T11Ib pl b A 70,82%
' CV' &TICV ' y T4 1b
0 T3CV & A AT4Ib T4CV 40 PP 80 AT4Ib
T2 b A
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N AT4 Ib 40
T3 Ib T3CV  T2Ib
T2 1b B3 ey A AT3b A T4 CV
A A A
A T4 b A
4 A
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A A
20
T2CV
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Figura 20. Andlise de componentes principais para espessura dos tecidos em folhas de plantas de

Ipomoea nil ‘Scarlat O’Hara em quatro coletas (T1 — T4). Ib

= Ibirapuera; CV = Casa de

vegetacdo. ms = mesofilo ad = superficie adaxial; pp = parénquima palicadico; pl = parénquima

lacunoso; ab = superficie abaxial.
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Tabela 5. Relagdo dos valores médios da porcentagem de tecidos com os eixos um e dois da
andlise de componentes.

Eixo 1 Eixo 2

ad -0.3866 0.0966
pp 0.3106 0.1026
eipp -0.6703 -0.3812
pl 0.1970 -0.1438
eipl -0.1356 -0.2521
ab -0.4182 0.8185
eit -0.2891 -0.2841

ad = superficie adaxial; pp = parénquima pali¢adico; eipp =
espaco intercelular do parénquima palicadico; pl = parénquima
lacunoso; eipl = espaco intercelular do parénquima lacunoso;

ab = superficie abaxial; eit = espago intercelular total.
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Figura 21. Andlise de componentes principais para espessura dos tecidos em folhas de plantas de
Ipomoea nil ‘Scarlat O’Hara em quatro coletas (T1 — T4). Ib = Ibirapuera; CV = Casa de
vegetacdo; ad = superficie adaxial; pp = parénquima pali¢ddico; eipp = espago intercelular do
parénquima palicadico; pl = parénquima lacunoso; eipl = espaco intercelular do parénquima
lacunoso; ab = superficie abaxial; eit = espago intercelular total.
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Tabela 6. Relacao dos valores médios da espessura dos tecido com os eixos um e dois da andlise

de componentes.

Eixo 1 Eixo 2
dead 0,5468 -0.1867
iead 0.6676 -0.4896
deab 0.4033 0.6367
ieab 0.3043 0.5657

deab = densidade estomadtica na superficie adaxial; dead =
densidade estomadtica na superficie adaxial; iead = indice
estomdtico na superficie adaxial; ieab = indice estomdtico na

superficie abaxial.
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Figura 22. Andlise de componentes principais para espessura dos tecidos em folhas de plantas de
L. nil ‘Scarlat O’Hara em quatro coletas (T1 — T4). Ib = Ibirapuera; CV = Casa de vegetacdo;
dead = densidade estomdtica na superficie adaxial; deab = densidade estomadtica na superficie
abaxial; iead = indice estomatico na superficie adaxial; ieab = indice estomdtico na superficie

abaxial.
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4. Discussao

Antes de se discutir as respostas qualitativas e quantitativas observadas em plantas de
Ipomoea nil cv. Scarlet O Hara expostas na cidade de Sdo Paulo € importante caracterizar a situagao
ambiental as quais as mesmas foram submetidas.

Na cidade de Sao Paulo, a poluicdo do ar apresenta aspectos sazonais marcantes, altamente
influenciados pelas condi¢des meteoroldgicas. Destacam-se duas estacdes climaticas bem definidas:
uma estacdo chuvosa, centrada nos meses de primavera e verdo, quando ha uma elevacdo da
incidéncia de radiacdo solar e as concentragdes de ozoénio tendem a ultrapassar o padrio da
qualidade do ar, e uma estagcao seca caracterizada por concentracdes altas de poluentes, exceto o
0z0nio, devido a diminui¢ao da temperatura e da radiag@o solar incidente (CETESB 2005).

O ano de 2006 apresentou-se atipico quanto aos aspectos climdticos marcantes de cada
estacdo, uma vez que a radiagdo global nado diferiu acentuadamente no inverno e na primavera, o
mesmo acontecendo com a temperatura média. Apesar da primavera ter apresentado temperatura e
umidade relativa do ar médias, ao longo das 24 horas do dia, superiores a estacdo do inverno, neste
ultimo periodo houve uma maior concentragao de ozdnio e de seus precursores. Devido a essa
maior concentragdo de precursores no inverno, associada a valores altos de radiacdo, comparaveis
aos da primavera, ocorreram picos de 0zonio, que perduraram por um periodo maior durante todo o
dia.

Devido as altas concentragdes de ozoOnio existentes na regido do Parque do Ibirapuera
(cidade de Sao Paulo), foi possivel notar em plantas de Ipomoea nil cv. Scarlet O Hara ali expostas
a presenca de sintomas visiveis caracteristicos do Oz em diversas folhas. Grande parte das amostras
analisadas apresentava-se assintomadtica, porém, microscopicamente, foi possivel observar uma
resposta semelhante a de hipersensibilidade (“HR-like”, sigla em inglé€s), tanto nas plantas expostas

no inverno como na primavera; tal resposta foi encontrada em praticamente todas as amostras de
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plantas que permaneceram expostas no Parque do Ibirapuera, ndo sendo evidenciadas em nenhuma
das amostras das plantas que permaneceram na Casa de vegetacao.

De acordo com Giinthardt-Goerg & Vollenweider (2007) a resposta de hipersensibilidade é
um tipo de morte celular programada (MCP ou PCD, em inglés) e representa um mecanismo de
defesa das plantas contra estresses bidticos e abidticos. Esta pode ser observada em diferentes
interacOes planta-patégeno e consiste numa resposta intensa de plantas a infec¢des microbianas, no
sentido de restringir o desenvolvimento dos patégenos no tecido saudavel. Quando o indutor da
morte celular programada € um agente abidtico, a mesma € chamada de resposta semelhante a de
hipersensibilidade (“HR-like”). O ozo6nio tem sido descrito como um indutor de resposta
semelhante a de hipersensibilidade. Os mesmos autores definem os critérios para identificar a “HR-
like”: auséncia de patdgenos, restricilo da MCP a um pequeno grupo de células, ruptura dos
conteudos celulares, degeneracdo do nicleo e maxima condensacdo da cromatina, colapso das
paredes celulares e degradacdo incompleta dos remanescentes celulares e sua condensacdo em
corpos similares aos apoptéticos, como conseqiiéncia da morte celular rdpida. Muitos autores
descrevem a “HR-like” em plantas submetidas ao ozénio. Vollenweider et al. (2003) trabalhando
com Robinina pseudoacacia observaram o colapso das células do parénquima pali¢ddico e a
degradacdo incompleta dos componentes celulares, sendo que as organelas permanecem
identificaveis nas células necrosadas, ocorrendo, por fim, a morte celular. De acordo Gravano et al.
(2003) esse tipo de sintoma € observado normalmente em regides localizadas, especialmente no
parénquima pali¢ddico, ocorrendo em grupos isolados de células. Tal resposta vem sendo utilizada
de maneira a validar os sintomas microscopicos provocados pelo Os, sendo geralmente encontrada
em amostras assintomadticas.

Cabe ainda destacar que a morte celular decorrente da exposi¢ao a altas concentragdes de O3
pode ser detectada por meio de técnicas histoquimicas (Iriti & Faoro 2005) e é consequéncia de
alteracdes nos processos metabodlicos das plantas, onde muitas vezes pode ocorrer acimulo de H,O,

nos tecidos foliares (Iriti et al. 2003, Iriti et al. 2006, Thordal-Cristensen et al. 1997, Schraudner et
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al. 1998, Pellinen et al. 1999); além disso o O3 € capaz de desregular o metabolismo celular (Peters
et al. 1988), podendo modificar a atividade da rubisco, acarretando, em conseqiiéncia, um
decréscimo fotossintético (Pell ez al. 1992, Eckardt & Pell 1994).

A resposta de hipersensibilidade em Ipomoea nil ocorreu exclusivamente em células do
parénquima palicddico, nas folhas 5, 6 e 7 expostas no Parque do Ibirapuera, tanto no inverno como
na primavera, em por¢des distintas e isoladas de células, sendo possivel observar a presenga de
organelas distintas dentro das células colapsadas como se vé na figura 12H, o que esta de acordo
com a literatura. Nao foram observadas alteracdes no tecido condutor, o que demonstra que tais
sintomas ocorrem entre nervuras € nunca sobre elas.

Nas folhas 5, 6 e 7 de Ipomoea nil, tanto no inverno quanto na primavera. também foi
possivel observar a presenca de protrusdes nas paredes celulares.Tais protrusdes ocorreram
preferencialmente nas células do parénquima lacunoso e foram evidenciadas somente nas plantas
que permaneceram no Parque do Ibirapuera.

A presenca de protrusdes em plantas submetidas ao 0zonio € conhecida e citada por diversos
autores. Glinthardt-Goerg et al. (2000) relataram o aparecimento de protrusdes pécticas e
incrustacdes fendlicas em Prunus serotina submetida a niveis criticos de O3, descrevendo também
outros sintomas, como o aparecimento de invaginacdes nas paredes de células do parénquima,
presenca de conteido celular condensado, colapsado celular antes mesmo da realocacdo dos
conteudos celulares e plasmdlise das células. Reig-Armifnana et al. (2004), em Pistacia lentiscus
coletada em ambiente submetido a altas concentragdes de Os, na regido do Mediterraneo, também
descrevem o aparecimento protrusdes com o aspecto de “verrugas” nas paredes celulares de células
do parénquima pali¢addico e, também, a degeneragdao do tonoplasto e conseqiiente desorganizagcao
celular. Giinthardt-Goerg & Vollenweider (2007) relatam o aparecimento de HR-like e protrusdes
na parede celular em Sambucus racemosa como decorrentes do estresse oxidativo provocado pelo

Os. Os autores afirmam que as alteragdes microscopicas podem ser simultaneas ou anteriores aos
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primeiros sintomas visiveis, o que € de interesse, uma vez que permite prever precocemente a
sensibilidade da planta ao Os.

Na andlise de amostras sintomdticas de folhas de Ipomoea nil expostas no Parque do
Ibirapuera notou-se, em regides isoladas da folha, o desarranjo estrutural, tanto no parénquima
pali¢ddico e lacunoso quanto nas células epidérmicas. Com o crescimento progressivo das injurias
visiveis, as células apresentavam-se vazias, plasmolisadas, com paredes celulares invaginadas e
conteddo celular condensado.

De uma maneira geral, os sintomas observados em Ipomoea nil foram os mesmos descritos
pelos diferentes autores discutidos e permitem sua validacdo como decorrentes do ozonio. Cabe
destacar, contudo, como afirma Giinthardt-Goerg & Vollenweider (2006), que na validacdao de
danos provocados por agentes abidticos deve-se buscar um conjunto de marcadores. Muita atengao
deve ser dada a localizacdo dos sintomas nos tecidos celulares afetados e deve-se combinar
respostas microscopicas e fisioldgicas como, também, levar em conta os sintomas visiveis, para
melhor diagnéstico do agente causador do estresse. Segundo Holopainen et al. (1992), o 0zdnio é
provavelmente o fator de estresse em que a avaliagdo microscopia dos tecidos pode ser aplicada
com maior sucesso.

Considerando a avaliac@o quantitativa das folhas de Ipomoea nil, algumas poucas diferencas
foram observadas em certos parametros. A folha 7, a mais nova, tanto no ambiente exposto ao
ozOnio como naquele isento desse gds. apresentou limbo menos espesso e maior densidade
estomdtica, quando comparada a folha 5. Ferreira (2007) avaliando a producao de antioxidantes nas
mesmas plantas, nos mesmos periodos, notou, em determinadas amostragens, uma tendéncia para a
maior producdo de dcido ascérbico na folha 7, quando comparada as folhas 6 e 5. O autor afirma
que a folha mais nova apresentou, em média, um ritmo metabdlico mais elevado pelo fato de ainda
estar em desenvolvimento, o que favorece a formacdo de espécies ativas de oxigé€nio e exige uma

maior eficiéncia do sistema de defesa antioxidativo.
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Ao longo do tempo, cada uma das folhas de Ipomoea nil do mesmo ndé nao mostrou
alteracdo, indicando que, especialmente as folhas 5 e 6, ji tinham completado o seu
desenvolvimento e estavam num estagio apropriado e compardvel para serem avaliadas quanto a
presenca de sintomas decorrentes do 0zonio.

Em Ipomoea nil, embora ndo tenha havido uma diferenca evidente em parametros
quantitativos da folha numa mesma estacdo, como se viu nos resultados, quando se compararam as
folhas expostas no inverno e na primavera, algumas diferencas foram encontradas. De uma maneira
geral, as folhas que se desenvolveram no inverno apresentaram menor espessura em todos os
tecidos avaliados, menor porcentagem de tecido fotossintetizante, maior proporcdo de espagos
intercelulares e menores valores de densidade e indice estomaético.

Na literatura, hd muitos registros de alteracdes quantitativas em plantas decorrentes dos
fatores ambientais. H4 muito tempo se discute a intima relacdo existente entre a estrutura foliar e as
funcdes fisiologicas da planta (Toth 1982), Roderick et al. 1999). A relacdo entre estrutura e
fisiologia é particularmente importante quando se avalia o efeito de poluentes fitotoxicos na planta
como discutido por Oksanen et al. (2001) que relacionaram as caracteristicas estruturais de
diferentes clones de Betula papyrifera e, com base nos resultados, estabeleceram o grau de
sensibilidade ao Os dos diferentes clones.

Ljubesic & Britvec (2006), em folhas de Vitis vinifera, e Prozherina et al. (2003) em folhas
de Betula pendula, observaram maior espessura do mesofilo em plantas submetidas ao O3, o que
demonstra que plantas com folhas mais espessas apresentam aclimatacdo em situacdo de estresse,
uma vez que existe uma associacdo positiva entre a espessura da folha e a fotossintese (Slaton &
Smith 2002). Com base nessa informacao, e levando-se em conta que as plantas de Ipomoea nil que
se desenvolveram na estagdo da primavera se apresentaram mais espessas € com maior propor¢ao
de tecidos fotossintetizantes, entende-se que tal grupo de plantas apresentou maior capacidade de
metabolizar substancias que pudessem servir como inibidores dos processos de oxidacdo gerados

pelo Os. Ferreira (2007) confirmou tal suposicdo, uma vez que, ao analisar as mesmas plantas de 1.
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nil estudadas no presente trabalho, observou os maiores valores de antioxidantes nas plantas de
primavera, quando comparadas as de inverno.

Padkkonen et al. (1995b), trabalhando com Betula pendula Roth. sugeriram que uma menor
espessura do mesofilo e uma maior quantidade de espagos intercelulares podem estar relacionadas
com alta sensibilidade ao ozdnio. De acordo com Evans et al. (1996), plantas com mais espagos
intercelulares apresentam uma condi¢ao ideal para a difusdo uniforme dos gases, incluindo-se af os
poluentes, uma vez que os espagos intercelulares representam a real superficie de absorcao dos
gases. O desenvolvimento destes espacos estd correlacionado, segundo Rhizopoulou & Psaras
(2003) com as condi¢des de luminosidade presentes durante o periodo de crescimento da espécie.

Segundo Péddkkonen et al. (1995a), no processo de aclimatacdo, para tolerar os efeitos
oxidativos do Os, as folhas tendem a diminuir a drea relativa dos espagos intercelulares, como um
possivel mecanismo de compensacdo para reduzir a difusdo do Oz dentro da folha. Além disso,
outras alteracdes podem ser constatadas, como aquelas descritas por Pidkkonen ef al. (1995b) em
Betula pendula. Folhas dessa espécie apds exposicao, por longos periodos, a baixos indices de Os,
apresentaram reducdo na porcentagem de células epidérmicas na superficie adaxial e aumento da
densidade estomadtica, tanto em plantas mantidas em camaras de fumigagdo quanto em
experimentos em campo.

Ipomoea nil desenvolvida na primavera apresentou essas mesmas tendéncias, ou seja,
reducdo dos espacos intercelulares, da espessura das células epidémicas e maior densidade
estomdtica. Tais resultados explicam aqueles obtidos por Ferreira (2007) para as mesmas plantas,
que observou menor propor¢do de danos visiveis nas plantas da primavera em comparacdo com
aquelas que se desenvolveram no inverno. Essas ultimas, do ponto de vista estrutural, apresentaram
caracteristicas que representam uma menor capacidade de defesa, como menor propor¢ao de tecido
funcional (parénquima palicddico e lacunoso) responsavel pelo metabolismo de substancias como
antioxidantes, que neutralizam os danos gerados pelo 0zOnio, e mais espacos intercelulares por onde

os gases sdo difundidos com maior facilidade.
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Na literatura, hda estudos que relacionam o aumento na densidade estomdtica em plantas
submetidas ao ozdnio (Pddkkonen et al. 1995b, Vanhatalo et al. 2001). Contudo, em /. nil ndo
houve diferenca estatisticamente significativa quanto a densidade e indice estomadtico entre as
plantas expostas ao 0zdnio no Parque do Ibirapuera e aquelas mantidas em Casa de vegetacao com
ar filtrado, porém houve diferencas entre as plantas do inverno e da primavera. Lawson et al. (2002)
explicam que uma maior densidade estomética pode ser um mecanismo que propicia a planta uma
maior eficiéncia nos processos de trocas gasosas.

Com base nos resultados verificou-se que as plantas de I. nil, que se desenvolveram na
estacdo da primavera, apresentando maior densidade e indice estomdtico que as que se
desenvolveram no inverno, teriam uma maior capacidade de se aclimatar as diferentes variagdes
ambientais, incluindo-se as concentragdes de gases no ambiente; por meio de mecanismos
compensatorios ou aclimatacdo, teriam a capacidade de reduzir a condutancia estomadtica e, dessa

foram, aumentar sua tolerincia ao Os.
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5. Conclusoes

A partir do estudo realizado conclui-se que:

e Jpomoea nil cv. Scarlet O’Hara apresentou sintomas microscopicos especificos usados na

validacdo do estresse provocado pelo ozonio.

¢ Houve uma sazonalidade no desenvolvimento estrutural das folhas da espécie entre as duas
estacoes do ano avaliadas, decorrentes de variacdes nas condi¢des climdticas ou outros

estimulos ambientais.

® Jpomoea nil cv. Scarlet O’Hara, como planta bioindicadora de oz6nio troposférico na cidade
de Sao Paulo, pode vir a apresentar respostas ndo homogéneas ao longo de diferentes
situacdes climdticas, uma vez que pode apresentar variagdes estruturais que lhe conferirdo

maior sensibilidade ou tolerancia ao ozonio.
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5. Resumo

O o0zdnio troposférico é o mais importante poluente fotoquimico por ser muito reativo e
fitotoxico. O biomonitoramento com plantas possibilita a visualiza¢do dos efeitos provocados
por esse gas sendo que observagdes microscopicas representam uma importante ferramenta para
a deteccdo precoce de sintomas. Com o presente trabalho, objetivou-se ampliar andlises com
Ipomoea nil L. cv. Scarlet O’Hara, auxiliando no estabelecimento de sua viabilidade como
bioindicadora de 0ozonio em Sao Paulo. As plantas foram expostas por 28 dias no inverno e na
primavera de 2006, no Parque do Ibirapuera - SP, local com altos indices do 0zonio e em Casa
de vegetacdo com ar filtrado. Amostras das folhas 5, 6 e 7 foram processadas seguindo técnicas
usuais em anatomia vegetal, e parametros quantitativos e qualitativos foram avaliados. Testes
estatisticos foram utilizados a fim identificar diferengas entre amostras. Em nivel celular, nas
plantas expostas no Parque do Ibirapuera, foram observados sintomas caracteristicos descritos
na literatura como um tipo de morte celular programada, intitulada resposta semelhante a de
hipersensibilidade (“HR-like”, sigla em inglés), que abrange principalmente plasmélise em
células do parénquima palicddico; presenca de protrusdes pécticas nas paredes celulares
indicadoras de processos oxidativos foram observadas no parénquimalacunoso. Dentre as
caracteristicas qualitativas foi observado nas plantas que se desenvolveram no inverno,
comparada aquelas da primavera, uma menor espessura dos tecidos, menor porcentagem de
tecido fotossintetizante, maior propor¢do de espacos intercelulares e menores valores de
densidade e indice estomatico, caracteristicas estas relacionadas a uma maior sensibilidade ao
ozOnio. Embora a espécie apresente sintomas que validam o estresse provocado pelo ozdnio,
existe uma sazonalidade no desenvolvimento estrutural das folhas em diferentes estacdes do
ano, que pode acarretar respostas ndo homogéneas da planta se utilizada em programas de
biomonitoramento.

Palavras-chave: oxidante fotoquimico, anatomia da folha, bioindicador, biomonitoramento
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6. Abstract

The tropospheric ozone is the most important photochemical pollutant because it is very reactive
and phytotoxic. The biomonitoring with plants enables the visualization of the effects caused by this
gas and microscopic observations represent an important tool for early detection of symptoms. The
aim of the present work is to enlarge analyses with Ipomoea nil L. cv. Scarlet O'Hara, assisting in
the establishment of their viability as a bioindicator of ozone in Sao Paulo. The plants were exposed
for 28 days in winter and spring of 2006, in the Ibirapuera Park - SP, location with high rates of
ozone and also in a greenhouse with filtered air. Samples of the leaves 5, 6 and 7 were processed
according usual techniques in plant anatomy, and quantitative and qualitative parameters were
evaluated. Statistical tests were used to identify differences between samples. In cellular level, in
plants exposed in the Ibirapuera Park, were observed specific symptoms described in the literature,
as a type of programmed cell death, entitled hypersensitivity response - like ("HR-like"), identified
by the plasmolysis of the palisade parenchyma cells; presence of pectic protrusions in cell walls
indicating oxidative processes were observed in spongy parenchyma. Differences in qualitative
characteristics was observed in plants that had developed in the winter, compared to those of the
spring, a lower thickness of the tissue, the lower percentage of photosynthetic tissue, higher
proportion of the intercellular spaces and smaller values of density and stomatal index, these
characteristics were related to a greater sensitivity to ozone. Although the species present symptoms
that validate the stress caused by ozone, there is a seasonality in the structural development of the
leaves at different seasons of the year, which can cause not homogeneous responses of the plant
when used in biomonitoring programmes.

Keywords: photochemical oxidant, leaf anatomy, bioindicador, biomonitoring
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Anexo 1 59

Parque do Ibirapuera — Folha 5 — Inverno

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
ms 182.1+24.7a 177.1+28 a 180.5+11.5a 181.0+20.8 a
ad 21.8+26a 169+£00a 20.3+30a 203+54a
PP 56.2+25¢c 66.5+05b 66.0+28b 71.1+55a
pl 76.2+2.1a 78.1+23a 80.5+64a 77.6 £14.7 a
ab 16.3+0.8a 16.0+04 a 156+23a 124+24Db
% de tecidos
ad 11.2+37a 109+05a 79+15a 95+48a
PP 223+08b 27.8+15a 32.7+0.8a 281+1.1a
eipp 7.5+09a 6.7+£0.2a 6.0£0.7a 6.1+x18a
pl 32.1+32a 285+24a 224+22a 26.3+10.2a
eipl 18.1£35a 174+16a 212+25a 22.8+6.7a
ab 88x1.1a 87+10a 98+39a 72+30a
eit 25.6+43a 241+14a 272+27a 289+70a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.4+05a 1.1+£02a 1.6+£02a 1.1+£02a
iead 9.0+33a 6.3+08a 93+0.6a 6.7x1.1a
deab 36+05a 38+04a 32+08a 39+0.7a
ieab 21.5+32a 235+18a 21.3+£50a 247 +15a
Casa de vegetacdo — Folha 5 — Inverno
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
ms 178.2+0.0 a 172.3+£26.8a 181.8x152a 167.3+59a
ad 20.7+00a 220+£0.7a 204 +£32a 20.7+04 a
PP 643+00a 66.3 +10.7 a 63.5+98a 60.9+32a
pl 75.7+£00a 704 +£119a 82.1x45a 65.1£56a
ab 175+£00a 155+34a 16.6 £49a 21.0£39a
% de tecidos
ad 10.1£00a 115+1.1a 100£1.7a 93+37a
PP 291+00b 291+26Db 341+x14a 258+2.1a
eipp 6.6+0.0a 6.2+09a 30+£20a 6.7£19a
pl 255+00a 26.2+20a 28.1+x55a 29.0+4.0a
eipl 19.3+0.0a 19.1£0.7a 16.2+13b 19.3+2.0a
ab 8.9+0.0 7.9+£2.0 8.6+09 9.8
eit 26.0£00a 253+03a 192+23a 26.1+£3.8a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.1+£0.0a 0.7+£03a 0.8+04a 1.1+£0.8a
iead 6.3+00a 46+13a 44+2.1a 6.1x46a
deab 31+£00a 28+04a 32+05a 3.1£05a
ieab 19.7+£0.0a 19.0+1.0a 202+35a 199+3.7a




Anexo 1 60

Parque do Ibirapuera — Folha 6 — Inverno

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
b 1754 +21.7a 160.4+£93 a 1741+ 6.6 a 184.0+ 174 a
ad 223+31a 184+15a 20.2+32a 196+33a
PP 529+6.5a 57.8+34a 66.9+90.1a 65.8+6.6a
pl 84.5+212a 700£75a 70.3+£95a 849+125a
ab 17.5+£09a 15.1£20a 17.7+£6.0a 15.1+4.1a
% de tecidos
ad 11.7+13a 112+12a 10.1+£25a 114+10a
PP 242 +2.1a 29.0+2.1a 323+40a 27.6+0.6a
eipp 64+08a 6.0+£0.6a 64+08a 62+23a
pl 31.2+45a 27.6+4.7a 223+47a 219+28a
eipl 189+14a 182+40a 194+34a 235+£35a
ab 75+1.6a 8.1+x10a 95+13a 95+1.7a
eit 235+3.1a 241+45a 258+34a 296+26a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.2+£02a 1.1£02a 1.2+04a 1.2+05a
iead 75+18a 6.3+05a 6.7+22a 6.7+28a
deab 42+0.7a 36+02a 35+08a 37+£00a
ieab 255+14a 21.0+14a 21.8+3.7a 20.1+2.1a
Casa de vegetacdo — Folha 6 — Inverno
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 173.2+0.0 a 176.5+229a 1752+ 16.8 a 166.5+4.6 a
ad 20.2+0.0a 200+29a 213+1.7a 16.1+1.5a
PP 63.3+00a 629+t46a 61.1£24a 642+2.1a
pl 75.0+0.0a 770+ 163 a 79.0+11.7a 74.0+9.1a
ab 16.3+0.0a 180+29a 16.0+29a 154+2.6a
% de tecidos
ad 109+0.0a 10.5+2.8a 11.5+20a 11.1+20a
PP 29.1£00a 260+13a 256+t26a 31.2+20a
eipp 54+£00a 73+£0.7a 51+£1.7a 45+03a
pl 25.7+£00a 250+£32a 263+16a 279+59a
eipl 19.9+00a 223+24a 225+36a 183+27a
ab 8.6+0.0a 89+15a 90+£23a 7.0+£3.7a
eit 25.7+0.0a 296+24a 27.6+5.1a 22.8+29a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.2+£0.0a 1.1+£04a 1.3+£06a 1.8+£08a
iead 6.6+0.0a 64+23a 7.8+29a 89+32a
deab 35+0.0a 29+0.8a 32+03a 35+15a
ieab 20.0+£00a 18.0+52a 19.8+25a 185+50a




Anexo 1 61

Parque do Ibirapuera — Folha 7 - Inverno

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
1b 163.3+48a 161.8+4.6a 166.8 +6.3 a 1644+ 14.6 a
ad 208+1.1a 18.6£3.0a 213+0.7a 185+3.6a
pPp 51.0£94a 50.8+£8.2a 624+33a 599+63a
pl 77.6+£102a 63.8+145a 68.6£54a 68.0+8.1a
ab 16.7+£29a 152+£19a 155+44a 187+3.1a
% de tecidos
ad 129+1.8a 104+£22a 10.1£14a 144+15a
pPp 254+33a 2577+35a 31.5+24a 270+25a
eipp 63+13a 7.8+27a 42+37a 6.1+£28a
pl 305+19a 292+53a 274+36a 23.0£19a
eipl 156+24a 17723 a 21.3+06a 198+1.7a
ab 94+09 92+52 55+09 9.7+24
eit 218+1.7a 25.6£5.0a 255+33a 259+33a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.9+0.2 1.6 £0.1 1.0£0.0 1.0£0.0
iead 103 £2.3 8.0+0.9 55+£03 5.0+06
deab 33+12a 41+£04a 32+02a 40+£03a
ieab 20.5+45a 20.7+£0.3a 194+33a 224+3.1a
Casa de vegetacdo — Folha 7 - Inverno
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 1669 +0.0 a 156.6 £ 14.0 a 179.7+05a 149.7+5.7 a
ad 20.8+0.0a 18.6£09a 213+£20a 206+14a
pPp 61.0+0.0a 60.3+7.8a 63.5+0.6a 555+34a
pl 69.4 £+ 0.0a 61.6+59a 80.4+22a 53.2+109b
ab 165+0.0a 169+£22a 159+1.0a 18.1+£1.6a
% de tecidos
ad 11.0£0.0a 109£0.6 a 88+28a 132+£25a
PP 29.6+£0.0a 264+24a 33.0+x14a 309+33a
eipp 55+0.0a 69+10a 49+18a 46+22a
pl 25.10.0 a 26.60.6 a 24.00.1 a 25.143 a
eipl 198+0.0a 20.8£0.6 a 21.1£12a 199+1.6a
ab 84+00a 85+33a 82+1.6a 84+0.7a
eit 25.0+x00a 277+13a 26.0+x30a 224+6.1a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 14+0.0b 1.5+02b 1.2+02b 20+x05a
iead 7.1 £0.0 ab 8.0 +0.8 ab 6.0+x0.6b 93+1.1a
deab 4.0£0.0a 33+0.7a 40+£03a 45+05a
ieab 20.5+0.0a 19.8£2.8a 21.0£03a 208+19a




Anexo 1 62

Parque do Ibirapuera — Folha 5 - Primavera

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 1949+94 2254 +12.7 2303+ 18.4 239.0+19.7
ad 22.61.2 28.57.5 21.53.8 23.7+£1.3
PP 732+£54 89.1 +£13.5 95.5+14.9 100.9 £12.3
pl 79.2+£3.2 90.3+£2.1 95.3+£10.0 97.6 £5.8
ab 21.0+£3.7 18.1£4.9 204 £2.1 179+£2.6
% de tecidos
ad 100£1.1a 74+1.6a 84+02a 91%x14a
PP 286 +3.7a 32.1+45a 33.0+£0.7a 309+3.1a
eipp 55+19a 69+t14a 39+£06a 50+£05a
pl 25.8+0.8a 249+1.1a 286t25a 26.7+1.7a
eipl 202 +24a 229+19a 18.0+43a 228+35a
ab 10.0+04 a 59+14b 54+£05b 55+13b
eit 257+33a 208+24a 21.9+49a 27.8+3.0a
Densidade (200pm2) e indice estomaético
dead 1.3+£03a 1.3+£0.6a 1.3+£0.0a 1.5+04a
iead 87+£27a 8.8+35a 7.1+£0.8a 82+27a
deab 39+0.1a 3.7+£0.6a 3.8+0.2a 40+03a
ieab 22.1+58a 235+18a 23.1+08a 241+4.1a
Casa de vegatacdo — Folha 5 - Primavera
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 232.2+254a 229.1+7.1a 239.1£20.8 a 2350x11.3a
ad 224+40a 214+£95a 264 +t45a 21.6+£93a
pp 90.6 £17.0a 88.7+42a 97.1+£54a 96.0£59a
pl 98.6 £6.6a 99.0+125a 98.01+5.0a 994+49a
ab 21.2+29a 20.7+44a 182+12a 19.1+£92a
% de tecidos
ad 88+12a 6.8+19a 8.6+03a 75+18a
pp 326+3.7a 341+£36a 35.8+24a 369 £3.2a
eipp 39+13a 36+20a 39+12a 45+06a
pl 20.7+29a 29.7+32a 28124 a 272+32a
eipl 181+1.5a 193+38a 172+54a 176 1.0 a
ab 69+1.7a 6.7+24a 64+19a 63+3.1a
eit 220+1.8a 228+39a 21.1+£49a 221+13a
Densidade (200pm2) e indice estomaético
dead 1.2+04a 1.3+£03a 21+12a 21+02a
iead 79+26a 7.6+1.7a 10.7+£5.1a 10.3+£23a
deab 42+1.1a 43+08a 37+1.8a 54+14a
ieab 256+59a 246 £4.6a 19.2+6.7 a 26.8+72a




Anexo 1 63

Parque do Ibirapuera — Folha 6 - Primavera

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 208.5+10.5a 225.8+22.7a 2129+63a 228.4+10.8a
ad 21.6+2.0a 229+13a 174+23Db 239+16a
PP 78.7+6.6a 90.1£9.7a 86.8+6.0a 935+47a
pl 87.6 £4.8a 96.1+14.1a 96.0+56a 973+105a
ab 22.7+50a 184+08a 147+ 34a 145+16a
% de tecidos
ad 102+30a 82+13a 104+13a 91+29a
PP 30.1£43a 335+14a 205+19a 342+0.7a
eipp 55+03a 49+09a 39+0.1a 41+15a
pl 27.8+45a 26.6+15a 325+12a 28.6+28a
eipl 190+15a 20.1+1.7a 177+2.0a 190+19a
ab 73+£20a 6.7t15a 6.1£02a 50+£0.6a
eit 245+1.7a 250%x1.1a 21.5+19a 23.1+06a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.5+02a 1.3+03a 1.5+£02a 1.8+0.2a
iead 98+21a 69+19a 85+04a 86x10a
deab 37+0.7a 46+04a 38+02a 48+0.7a
ieab 243+18b 24.7+2.0b 234+1.6Db 30.7+23a
Casa de vegetacdo — Folha 6 - Primavera
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 229.1+£22.1a 228.8 £16.0 a 2285+20.0a 2329+27.0a
ad 254+29a 18.6+69a 21.9+39a 30.0x4.7a
pp 87.0+12.8 a 87.8+129a 89.1+14.8 a 949 +238a
pl 96.4+11.8a 1029+ 13.0a 98.1+109a 939+85a
ab 20.6+23a 19.8+32a 19.2+35a 147+49a
% de tecidos
ad 72+16a 41+29a 8.6x23a 7.6 £0.4a
pp 340+22a 35.0+1.9a 328+4.7a 36.8+1.3a
eipp 33+04a 38+0.8a 47+04a 44+15a
pl 20.0+2.1a 30.3+28a 31.7+58a 27.6+62a
eipl 194+29a 19.5+45a 147+£5.1a 16.0+3.8a
ab 72+19a 74+18a 76+24a 7.6 +4.0a
eit 227+27a 232+37a 194+54a 204 +£26a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.2+03a 30+x00a 28+14a 20x1.0a
iead 75+x1.7a 11.8+0.0a 128+ 1.2a 93+50a
deab 50+x13a 7.0£00a 57+25a 50£20a
ieab 27.1+6.1a 28.0+00a 26.3+84a 23.6+64a




Anexo 1 64

Parque do Ibirapuera — Folha 7 - Primavera

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 2174 +6.1a 206.8 +31.2a 220.0x21.6a 2129+ 154a
ad 239+06a 229+36a 230+27a 225+3.1a
PP 79.1+4.7a 80.0+139a 87.8+12.8a 81.1£9.0a
pl 97.9+55a 100.0+5.0a 938+95a 952+19a
ab 193+1.7a 170£0.8 a 15.8+22a 154+36a
% de tecidos
ad 6.8+32a 105+1.7a 7.6+05a 105+25a
PP 31.1+4.1a 296+2.1a 205+04a 31.1+48a
eipp 45+0.1a 44+02a 44+03a 44+0.1a
pl 283+3.1a 270+£36a 324+14a 27.7+04 a
eipl 182+30a 20.8+£29a 19.8+1.8a 21.1£33a
ab 89+25a 77+2.1a 6.4+09a 50+0.6a
eit 250+4.1a 252+30a 241+£21a 256+34a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.5+£05a 28+0.8a 1.5+£09 a 2105 a
iead 79+1.8a 13.0+42a 85+53a 94+1.7a
deab 33+£03b 52+04a 44 +0.7a 52+0.7a
ieab 203+16a 249+15a 252+33a 26.1£58a
Parque do Ibirapuera — Folha 7 - Primavera
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 2029+7.8a 200.5+32.6a 222.1+26.3a 221.5+203a
ad 263+15a 235+33a 224+45a 282+3.1a
pp 76.8+7.6a 80.2+12.8a 82.1+£95a 81.7+8.0a
pl 83.1+34a 785+184 a 844 +14.1a 946 +179a
ab 175+18a 188+1.7a 17.8+3.1a 181+15a
% de tecidos
ad 80x1.1la 94+27a 72+23a 10.8 £34a
pp 36.3+£1.8a 385+43a 341+37a 344+£50a
eipp 34+£06a 47+19a 49+25a 47+10a
pl 29.11.7a 29.13.2a 31.11.3a 27.7+45a
eipl 143+09a 146 £04a 144+£20a 16.11.0a
ab 89x16a 47+27a 83x44a 6.3 +1.5a
eit 177+14a 184+7.1a 19.3+45a 20.8+£04a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.3x15a 1.3x13a 1.8+£03a 1.8+£0.7a
iead 59+6.6a 58+52a 94+20a 87+21a
deab 63+x15a 45+28a 43+1.1a 51+14a
ieab 286 +4.8a 19.5+£9.7a 202+39a 23.6+4.7a




Anexo 2 65

Parque do Ibirapuera - Inverno

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 173.6 £9.5a 166.4+9.3 a 173.8+69a 176.1+4.7 a
ad 21.6+0.8 a 18.0+09b 20.6 £ 0.6 a 21.9+15a
PP 534+26Db 58.4+7.9ab 65.1+24a 654+21a
pl 79.2+4.7a 70.5+7.0a 729+6.1a 722+42a
ab 16.8 £0.6 a 154+£05a 16.3+12a 156+23a
% de tecidos
ad 11.9+08a 10.8 £04a 93%x13a 95+26a
PP 240+1.6c¢ 275+1.7b 322+0.6a 349+19a
eipp 6.7+0.7 a 6.9+09a 55+1.1ab 3.9+0.7b
pl 31.3+0.8a 28.4 + 0.8ab 24.0+29b 23.8+1.7b
eipl 175+1.7a 17.8+04 a 206+1.1a 194+21a
ab 8.6+x10a 87x05a 83+x24a 85+05a
eit 23.6+x19a 24.6+09a 26.2+09a 233+28a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.5+04a 1.3+£03a 1.2+£03a 1.2+04a
iead 89x14a 69+10a 7.1+£19a 7.0+25a
deab 37+05a 38+03a 33+02a 41+0.7a
ieab 22.5+2.7a 21.7+16a 20.8+13a 234+24a
Casa de vegetacdo - Inverno
4 dias 12 dias 20 dias 28dias
Espessura dos tecidos (um)
1b 172.8 £ 5.7 ab 168.5 £ 10.5 ab 1789 +34a 161.2+99b
ad 20.6 £0.3a 20.2+1.7a 21.0+05a 19.1+2.6a
PP 629+1.7a 63.2+30a 62.7+t14a 602+44a
pl 73.4 +3.4 ab 69.7 £7.7 ab 80.5+1.6a 64.1+£10.5b
ab 16.8 £0.6 a 16.8+13a 16.2+04a 170+ 14a
% de tecidos
ad 10.7+05a 11.0+05a 10.1+13a 11.2+19a
Pp 293+03a 272+1.7a 309+t46a 293+30a
eipp 59+£0.7a 6.8+£05a 43+1.1a 53+13a
pl 254+03a 259+08a 26.1+2.1a 273+20a
eipl 19.7+03a 207+16a 199+33a 19.2+08a
ab 8.6+x03a 84+05a 8.6+04a 84+14a
eit 25.6+0.5a 275+22a 243+44a 23.8+20a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.2+02b 1.1+04Db 1.1+03b 1.6+x05a
iead 6.7+£04a 63x1.7a 6.1+x1.7a 81x17a
deab 35+05a 30+03b 35+05a 37+0.7a
ieab 20.1 £ 0.4 ab 189+09b 20.3+0.6a 19.7 + 1.2 ab




Anexo 2 66

Parque do Ibirapuera - Primavera

4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 2069+ 11.3a 219.3+109a 221.1+8.8a 226.8+13.1a
ad 227+12a 248+32a 20.6£29a 234+£08a
PP 77.0+33a 86.4+56a 90.0+48a 91.8+10.0a
pl 88.2+94a 955+49a 950+1.1a 96.7+13a
ab 21.0x1.7a 17.8+0.7 a 17.0+3.0a 159+18a
% de tecidos
ad 90%x19a 87+16 a 88x15a 9.6+0.8a
PP 209+13a 31.7+£20a 30.7+£20a 321+18a
eipp 52+£06a 54+£13a 40+£03a 45+04a
pl 27.3+13b 26.2+1.1b 31.2+22a 27.7+10b
eipl 19.1+1.0a 213+15a 185+1.1a 21.0+19a
ab 87+13a 6.7£09b 6.0£05b 52+03b
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.4+£0.1a 1.8+0.8a 1.4+£0.1a 1.8+03a
iead 133+77a 145+84a 134+84a 14.1+£87a
deab 36x03a 45+08a 40+03a 47+0.6a
ieab 222+20a 244 +08a 239+1.1a 270+34a
Casa de vegetacdo - Primavera
4 dias 12 dias 20 dias 28 dias
Espessura dos tecidos (um)
Ib 2214 +16.1a 2195+ 164 a 2299+8.6a 2298+73a
ad 247+20a 21.2+25a 23.6x25a 26.6+44a
pp 84.8+7.2a 85.6+4.7a 89.4+75a 90.9+8.0a
pl 92.7+84a 9351+3.1a 935+79a 96.0+3.0a
ab 19.8+20a 19.8+1.0a 184+0.7a 173+£23a
% de tecidos
ad 8.0x08a 6.8+2.6a 8.1+08a 86x19a
pp 343+£19a 359+23a 342+15a 36.0x14a
eipp 35+03a 40+06a 45+06a 45+02a
pl 203+04a 20.7+06a 303+x19a 275+03a
eipl 173+2.7a 17.8+2.8 a 154+15a 16.6 £09 a
ab 7.7+1.1a 6.2+14a 7.4+09a 6.7+0.7a
eit 20.8+2.7a 21.5+£27a 199+10a 21.1£09a
Densidade (200pm2) e indice estomatico
dead 1.2+0.1a 1.9+1.0a 23+05a 20+02a
iead 71+11a 84+31a 110x1.7a 94+09a
deab 52+1.1a 53+15a 46+1.0a 52+02a
ieab 27.1x15a 24.0+43a 21.9+38a 247+19a




