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Resumo

O efeito téxico do 0zdnio sobre os seres vivos € bastante conhecido e depende de sua
concentracdo atmosférica, tempo de exposicdo e da sensibilidade do receptor. As plantas
geralmente sdo muito sensiveis a esse gds, o qual é absorvido predominantemente via
estomatos, promovendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o &nion
superéxido (0,™) e o radical hidroxila (OH") e criando uma situaciio de estresse oxidativo.
As EROs sdo extremamente nocivas a moléculas bioldgicas vitais, como lipidios, proteinas e
acidos nucléicos. A cultivar Bel W3 de Nicotiana tabacum € a planta bioindicadora sensivel
mais padronizada e mais amplamente utilizada para qualificacdo de niveis toxicos de 0zdnio
em regides de clima temperado. Diferentes estudos vém avaliando, sob varios aspectos, seu
potencial bioindicador para a cidade de Sao Paulo. No presente, levantou-se a hipdtese de
que as variacOes didrias na concentracdo de ozOnio atmosférico e/ou nas condigdes
meteoroldgicas encontradas na cidade de sdo Paulo podem alterar as respostas antioxidativas
didrias e, por conseguinte, a manifestacdo de necroses em folhas de N. tabacum Bel W3.
Portanto, os objetivos tracados foram: a) determinar, em experimentos de campo, as relagdes
entre as necroses foliares e respostas antioxidativas didrias (concentrac¢éo de dcido ascérbico
total - AA e atividade das enzimas superdxido dismutase - SOD e peroxidases - POD) em
plantas de tabaco em um local da cidade de Sdo Paulo contaminado por altos niveis de
ozonio atmosférico e entre essas medidas bioldgicas e variacdes em fatores ambientais ao
longo dos periodos experimentais; ») confirmar, em cimaras de fumigacio, a existéncia das
relacdes entre os mesmos indicadores de defesas antioxidativas e necroses foliares em plantas
de tabaco expostas a concentragdes conhecidas de ozdnio atmosférico, simulando a polui¢dao
atmosférica de Sdo Paulo. No estudo realizado em campo, a andlise de regressdo multipla
mostrou que 63% da variacdo na porcentagem de injurias foliares ao longo de todo periodo
experimental foi explicada por menores niveis de antioxidantes (AA e SOD) e por maiores

valores de concentragdo atmosférica de ozonio e temperatura do ar. J4 no estudo realizado



em fumigacdo, a reducio do contetido de acido ascérbico nas plantas de N. tabacum Bel W3
expostas a concentracdes crescentes de ozonio, acompanhando o aumento da drea foliar
afetada por necroses, indicou claramente a sensibilidade da cultivar ao 0zdnio. As respostas
antioxidativas dependeram do tempo de exposicdo e do nivel de ozdnio ao qual as plantas
foram expostas, sendo mais intensas apds dois dias de fumigacdo com 20 e 40 ppb de O3,
para SOD e AA total, respectivamente, apesar de ndo terem sido suficientes para conter
danos celulares e a ocorréncia de necroses foliares. Com tais resultados, fica evidente que M.
tabacum Bel W3 pode caracterizar os niveis de ozdnio em Sdo Paulo, porém sob baixas
concentracdes de ozonio e por um periodo de exposi¢do ideal que ainda precisa ser

determinado.



Abstract

The toxic effects of ozone on living organisms are well known and depend on ozone
concentration, time of exposure and sensitivity of the receiver. Usually the plants are very
sensitive to this gas, which is absorbed predominantly via stomata, promoting the formation
of reactive oxygen species (EROs), as anion superoxide (O,"), and hydroxyl radical (OH")
and creating a situation of oxidative stress. The EROs are extremely harmful to biological
molecules, as lipids, proteins and nucleic acids. The sensitive cultivar Bel W3 of Nicotiana
tabacum is the most standardized and widely used for qualifying toxic levels of ozone in
regions of temperate climate. Its bioindicator potential for biomonitoring ozone in the city of
Sdo Paulo has been evaluated in several studies. In the present, we raised the hypothesis that
variations in the concentration of atmospheric ozone and/or weather conditions in Sdo Paulo
can promote daily antioxidative responses and, consequently, can alter the occurrence of leaf
necroses in N. tabacum Bel W3. Therefore, the goals were: a) to determine, under field
conditions, the relationship between the extent of leaf area covered by necroses and daily
antioxidative responses (concentration of ascorbic acid - AA and activity of the enzymes
superoxide dismutase - SOD and peroxidases - POD) in plants of tobacco exposed in one
site of the city of Sdo Paulo affected by high levels of ozone and between these biological
measurements and variations in environmental factors during the experimental periods; b) to
confirm, in fumigation chambers, the existence of relations between the same indicators of
antioxidative defenses and leaf necroses in tobacco plants exposed to known concentrations
of atmospheric ozone, simulating atmospheric pollution.in Sdo Paulo. In the field study,
multiple regression analysis showed that 63% of the variation in the percentage of leaf injury
in the whole experimental period were explained by lower levels of antioxidants (AA and
SOD) and higher values of atmospheric concentration of ozone and of air temperature. In the
fumigation study, the reduction in the content of ascorbic acid in plants of N. tabacum Bel

W3 exposed to increasing concentrations of ozone was followed by the increase in leaf area



affected by necroses, being a clear indication of the sensitivity of the plant to ozone. The
antioxidative responses depended on the interval of exposure time and on the level of ozone
to which the plants were exposed. More intense responses were observed after two days of
exposure to 20 and 40 ppb Os;, for SOD and AA, respectively, although they were not
sufficient to avoid cell injury and the occurrence of leaf necroses. We concluded that
Nicotiana tabacum Bel W3 can characterize the levels of ozone in Sao Paulo, under low

concentrations of ozone and for an interval of exposure time that still remains undetermined.



CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL



A atmosfera é constituida por cinco camadas distintas, definidas com base na variagio
da temperatura ao longo de sua extensdo vertical desde a superficie terrestre, denominadas,
da mais externa para a mais interna, como exosfera, termosfera, mesosfera, estratosfera e
troposfera, as quais sdo mostradas na Figura 1 (Brasseur ef al. 1999, Domingos et al. 2002,
Mackenzie 2003).

A estratosfera, em particular, que se estende por 12 a 48 km de altitude, apresenta
extrema importancia para a manutengcdo da vida na troposfera. Nessa camada, a radiagdo
ultravioleta oriunda do sol, responsavel por causar danos nos seres vivos, ¢ absorvida pela
camada de ozdnio (O3), situada nos dois ter¢os superiores da estratosfera, aproximadamente
entre 24 e 49 km acima da superficie terrestre. Essa camada, além de proteger a vida do
planeta contra a radiagdo UV, também limita a intensidade luminosa na troposfera (Krupa &
Manning 1988, Mackenzie 2003).

A troposfera, a camada onde vivemos, por ser a mais baixa de todas (até
aproximadamente 12 km acima da superficie terrestre), € a mais quente e a mais densa, e
contém 90% de todo o ar da atmosfera. Logo acima hd uma camada limitrofe entre a
estratosfera e a troposfera, denominada tropopausa. A distincia da tropopausa em relagio ao
solo varia conforme as condi¢des climaticas da troposfera, da temperatura do ar e da latitude,
entre outros fatores. Se existe na troposfera uma agitagdo climdtica com muitas correntes de
convecgdo, a tropopausa tende a subir. Isto ocorre devido ao aumento do volume de ar na
troposfera, que provocard conseqiientemente o aumento da tropopausa, empurrando-a para
cima. Ao subir a tropopausa esfria, pois o ar acima dela é mais frio.

Na troposfera, os processos quimicos atmosféricos s@o intensificados, assim como ha

um acumulo de poluentes emitidos por diversas atividades antrépicas.
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Figura 1. Diagrama mostrando os sistemas de classificacdo da estrutura da atmosfera

em func¢do da pressdo. (Domingos et al. 2002).

Poluente pode ser definido como qualquer substincia que é adicionada na troposfera
em concentragdo suficientemente alta para causar efeito mensurdvel nos seres vivos e em
materiais (Freedman 1995). Eles podem ser emitidos por fontes naturais, como processos de
emissdo vulcinica, ou por fontes antrépicas, como a frota veicular e as industrias,

classificadas respectivamente como fontes mdveis e estaciondrias (Raven et al. 2007).



Compostos diretamente emitidos pelas fontes poluidoras, como 6xidos de enxofre,
nitrogénio e carbono, material particulado, entre indmeros outros, sdo referidos como
poluentes primdrios e aqueles formados na troposfera, a partir de reagdes entre poluentes
primadrios e constituintes naturais da atmosfera, como o 0zodnio e o 4cido nitrico (HNOj3), sdo
denominados poluentes secunddrios (Mayer 1999, Baird 2002, Domingos et al. 2002, Raven
et al. 2007).

Ha trés fatores que determinam o nivel de polui¢do atmosférica: a) concentracio de
poluentes adicionados no ar, ) volume de ar em que os poluentes sdo dispersos e c)
mecanismos de remoc¢do dos poluentes do ar (Nebel & Wright 2000).

O smog [uma combinacdo de smoke (fumaga) e de fog (neblina)] fotoquimico é um
processo de formacdo de poluentes secundarios na troposfera na presenca de luz solar. Seus
precursores sdo principalmente provenientes das emissdes de automodveis. A manifestacio
mais evidente desse smog € uma neblina de tonalidade amarela-amarronzada, que se deve a
presenca no ar de pequenas gotas de 4gua contendo produtos derivados das reagdes
fotoquimicas. Ele apresenta com freqiiéncia um odor desagradavel devido a alguns de seus
componentes. Os produtos intermedidrios e finais das reacdes que ocorrem no smog
fotoquimico afetam a saide humana e podem causar danos as plantas, aos animais e a alguns
materiais (Baird 2002).

Os precursores mais importantes do smog fotoquimico sdo os 6xidos de nitrogénio e
os hidrocarbonetos, que sdo provenientes da queima incompleta dos combustiveis nos
motores de veiculos e em outras fontes (Nebel & Wright 2000, Baird 2002), dando origem a
compostos como o dcido nitrico (HNOs), nitrato de peroxiacetila (PAN) e o 0zbnio (O3). Este
dltimo tem sido, certamente, um dos poluentes mais estudados, devido a sua alta toxicidade
(Farrell 2005).

O ozdnio é um gés irritante, triatdbmico e fracamente solivel em dgua. Possui um

cheiro caracteristico picante, e seu nome é derivado do grego Ozein, que significa “cheirar”.



Apresenta duplo papel. Na estratosfera, conforme ja mencionado anteriormente, é de suma
importancia para a manutencdo da vida, pois absorve os raios UV. Ja na troposfera, ele é
altamente toxico para os seres vivos em geral.

O o0zodnio pode ser formado a partir da jung¢do do oxigénio molecular com o oxigénio
atdmico na presenga de um corpo receptor de energia (Kruppa & Manning 1988). Esse
oxigénio atdmico pode ser oriundo da dissociagdo do didxido de nitrogénio sob um
comprimento de onda de 440 nm ou da dissociagdo do oxigénio molecular num comprimento
de onda de 200 nm, conforme a equagéo abaixo:

NO; + hv (<440 nm) -> NO + O
O2+hv (200nm) - O +0
0+0,+M—->0;:+M

onde M pode ser considerado uma particula ou goticula de dgua.

Em atmosfera nao poluida, o 0z6nio formado é consumido, de acordo com a equagao
abaixo:

NO; + Oy + hv (> 430 nm) <> NO + O3

Entretanto, numa condi¢@o atmosférica poluida, o0 mondxido de nitrogénio (NO) pode
ser consumido por radicais orginicos provenientes de reacdes quimicas atmosféricas ou
mesmo por hidrocarbonetos emitidos da vegetagdo local, de modo que o 0zdnio ndo é
consumido e conseqiientemente ¢ acumulado na troposfera, como demonstrado nas equagdes
abaixo (Seinfield 1989, Miguel 1992, Souza et al. 1997, Sillman 1999, Sawyer et al. 2000,
Manahan 2005):

R + OH  + hv - RO;" + H,O
RO, + NO — NO,+ R
Além da complexidade do sistema de reagdes quimicas, fatores meteoroldgicos e

topograficos fazem com que os gases precursores emitidos sejam transportados a varios



locais, as vezes distantes das fontes, resultando em acumulo de 0zO6nio em locais distintos das
areas onde ocorreram as emissoes (Seinfeld 1986, Pefiuelas et al. 1999, CETESB 2006).

A alta toxicidade do ozbdnio € decorrente de seu cardter oxidativo, que promove a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos tecidos. Estas descaracterizam
moléculas vitais como lipidios, proteinas e 4acidos nucléicos, levando, entre outras
conseqiiéncias a peroxidacdo lipidica, oxidacdo dos grupos sulfidrila (-SH) e a outros
processos oxidativos de destruicdo (Nebel & Wright 2000, Manahan 2005, Halliwell &
Gutteridge 2007).

Com relagdo aos efeitos do ozdnio na saide humana, as ocorréncias mais relatadas
sdo irritacdes nos olhos e nas vias respiratdrias e o agravamento de doengas respiratdrias pré-
existentes, como a asma. Sabe-se que a exposicao repetida ao 0zonio pode tornar as pessoas
mais suscetiveis a infec¢des respiratdrias e a inflamag¢@o nos pulmdes. Adultos e criancas
saudaveis também estdo sujeitos aos efeitos danosos causados pelo 0z6nio se expostos a
niveis elevados durante a prética de exercicios fisicos (WHO 1979).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) recomenda como valor mdximo para um
periodo de 8 horas a concentracdo de 120 ug/m3 (ou 60 ppb) de ozdnio para a protecdo da
saude humana, recomendagdo esta seguida pelos paises do Leste Europeu. Ji a Polonia,
também situada no leste europeu, considera que em 30 minutos a concentracdo de 0zonio
atmosférico ndo deve exceder 100 ug/m3 , ou 50 ppb. (Godzik 1997).

No Brasil, onde também tém sido observadas elevagdes nas concentragdes de 0zonio
atmosférico nos grandes centros urbanos, fez-se necessdrio o estabelecimento de limites
legais que visam especialmente a protecdo da saide humana. O padrio legal (PQAR -
Padrdo de Qualidade do Ar) de 160 pg/m’ (80 ppb), para um periodo de uma hora, foi
estabelecido no decreto estadual 8468/76 e na Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do
Meio Ambiente) 03/90. Este tem sido diversas vezes ultrapassado na Regido Metropolitana

de Sado Paulo (RMSP), em Cubatio e no interior de Sdo Paulo (CETESB 2006).
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Medig¢oes efetuadas pela CETESB em seu relatério de qualidade do ar, realizado na
Operacdo Inverno 2006, mostraram que as concentragdes de ozonio em Sao Paulo ndo s6
ultrapassaram o PQAR, mas também atingiram freqiientemente valores hordrios entre 200 a
800 pg/m’ (100 a 400 ppb). Altas concentragdes de ozdnio sdo freqiientemente observadas
nos meses mais quentes, na primavera e no verdao. Porém, t€m sido observados picos de
ozonio e ultrapassagens do PQAR no periodo de inverno (CETESB 2006).

Ozdnio € igualmente toxico as plantas. Ele, assim como outros poluentes gasosos,
penetra na planta diretamente pelos estdmatos, durante o processo de trocas gasosas, podendo
provocar efeitos fisioldgicos, metabdlicos, ultraestruturais e estruturais, que levam a sintomas
como cloroses e necroses em tecidos e Orgdos, que podem evoluir e levar a morte do
individuo (Manning & Feder 1980, Larcher 2000).

Esses efeitos sdo, também, de natureza oxidativa, uma vez que o ozdnio, apds ser
absorvido pela planta através do estdmato, reage rapidamente com &4gua, o que leva a
formacdo das EROs na interface da parede celular e a destrui¢do oxidativa dos lipidios e
proteinas da membrana plasmatica e a producdo em cadeia de outros radicais livres e demais
intermedidrios reativos (Mehlhorn er al. 1990, Schraudner et al. 1998, Kanofsky & Sima
2005, Pucckette et al. 2007). Toda essa situacdo gera o denominado estresse oxidativo. Entre
outros fatores que geram uma condicdo de estresse oxidativo no ambiente, além da poluicdo
atmosférica, incluem-se herbicidas, metais pesados, seca, calor, frio, ferimentos na planta e
alta intensidade luminosa.

No entanto, cabe lembrar que as EROs s@o produzidas pelas plantas em seu
metabolismo normal, como ocorre na respiracdo e na fotossintese. Elas sdo formadas durante
certas reacdes redox e durante a reducdo incompleta do oxigénio ou oxidacdo da dgua pela
cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto ou na mitocondria. A formacdo do oxigénio
singleto ('0,) estimula subseqiientemente a producdo de outras EROs, como o perdéxido de

hidrogénio (H,0,), o 4anions superéxido (O,"), radicais hidroxila (HO®) e peridroxilas

11



(O,H"). Os anions superéxido sdo produzidos nos cloroplastos quando os elétrons sdo
transferidos diretamente do Fotossistema I (PSI) para o oxigé€nio. Estas moléculas reativas,
especialmente HO®, sdo altamente destrutivas para os lipidios, dcidos nucléicos e proteinas.
No entanto, EROs como O," e H,O, sdo utilizados na lignificacdo e funcionam também
como um sinal de resposta de defesa contra infec¢des por patdgenos (Bray et al. 2000).

Diante disso, as plantas, assim como outros seres vivos, dispdem de um sistema de
defesas antioxidativas, situado em diversos compartimentos sub-celulares, capaz de evitar
danos oxidativos de origem fisioldgica. Entre as principais fungdes desse sistema, destacam-
se a remocgdo de radicais livres, a minimizacdo na disponibilidade de pré-oxidantes — como
ions ferro e cobre — e a protecdo de biomoléculas contra possiveis danos em suas estruturas
(Halliwell & Gutteridge 2007). De acordo com Muggli (1993), os principais componentes
desse sistema de defesas antioxidativas podem ser divididos em: a) enziméticos, encontrados
principalmente em meio intracelular (superéxido dismutase, catalase, e glutationas
peroxidase, transferase e redutase) e b) pequenas moléculas ndo-enzimadticas, que podem ser
subdivididas em soliveis em dgua (4cido ascérbico, bilirrubina e glutationa) ou soltiveis em
lipidios (o-tocoferol, B-caroteno e licopeno).

O é4cido ascérbico (AA), em particular, ¢ uma pequena molécula antioxidante, ndo
enzimadtica e hidrossolivel, que executa fun¢des metabdlicas essenciais para a vida de plantas
e animais. Alguns fungos podem sintetizar dcido eritro-ascérbico, uma vitamina C analoga
com funcdes metabdlicas similares. Entre os procariontes, somente as cianobactérias
possuem uma pequena quantidade de dcido ascorbico (Arrigoni & De Tullio 2002). O écido
ascorbico serve como co-fator para muitas enzimas (De Tullio et al. 1999, Arrigoni & De
Tullio 2000) e contribui para a desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (Smirnoff &
Wheeler 2000, Conklin 2001, Conklin & Barth, 2004). Essa atividade antioxidante do acido
ascorbico estd associada com sua resisténcia ao estresse oxidativo e longevidade em plantas e

animais. Além do mais, tem-se sugerido que os niveis endégenos de 4cido ascorbico sdo
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importantes na regulagdo do desenvolvimento da senescéncia e na defesa das plantas contra
patégenos (Pastori et al. 2003, Barth er al. 2004, Pavet et al. 2005). Evidéncias recentes
sugerem que o dcido ascérbico também desempenha papel na inducdo floral. Ele pode ser
encontrado no citossol, em cloroplastos, nos vactolos e no apoplasto (Barth et al. 2006).
Segundo Smirnoff (1996), o ascorbato é o principal metabdlito secundério das plantas.
Dentro do aparato fotossintético, o dcido ascérbico participa da remog¢ao do perdxido de
hidrogénio, formado na foto-reducdo do Fotossistema 1. Essa reagcdo entre dcido ascérbico e
perdxido de hidrogénio é catalisada pela ascorbato peroxidase, que se encontra na divisa do
tilacdide e também pode neutralizar o peroxido de hidrogénio. Segundo Conklin & Barth
(2004), o 4cido ascdrbico atua como primeira linha de defesa nas plantas superiores, uma vez
que ele se encontra em grande concentracdo no apoplasto, apresentando dessa forma um
efeito direto na prote¢do contra o 0zonio troposférico.

A superéxido dismutase (SOD) € uma substincia enzimdtica que catalisa a
dismutacdo do radical superdxido a peréxido de hidrogénio e oxigénio. Dentro da célula, a
SOD ¢ a primeira linha de defesa das plantas contra espécies reativas de oxigénio (Alscher &
Hess, 1993). O O, € produzido em todos locais onde a cadeia transportadora de elétrons
encontra-se presente e, portanto, a ativagao do O, pode ocorrer em diferentes compartimentos
da célula (Elstner 1991) incluindo mitocondrias, cloroplastos, peroxissomos, apoplasto e
citossol. Neste caso, ndo é de surpreender que a SOD possa ser encontrada em todos esses
compartimentos subcelulares. Embora todos compartimentos celulares possam ser sitios
possiveis de formacdo de O,, os cloroplastos, a mitocondria e 0s peroxissomos sao as
organelas nas quais a maior parte das espécies reativas de oxigénio é formada (Fridovich
1986). Trés classes de SOD foram identificadas, dependendo dos metais presentes em seu
sitio ativo: cobre/zinco SOD, manganés SOD e ferro SOD. Em plantas superiores, a FeSOD

¢ encontrada nos plastideos, a MnSOD na matriz mitocondrial e a Cu/Zn SOD no citossol
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(Bannister et al. 1987). Em folhas senescentes, as atividades da SOD tendem a diminuir, ao
passo que a peroxidagdo lipidica tende a aumentar.

Entre as peroxidases, a ascorbato-peroxidase ¢ uma substincia enzimdtica que
desempenha importante papel na decomposi¢do do perdxido de hidrogénio. Segundo Igbal et
al. (1996), a atividade das peroxidases aumenta nas plantas a medida que ocorrem choques
mecanicos, aumento da polui¢do aérea e sazonalidade climatica.

Essas e outras substancias atuam em conjunto em um ciclo de defesas antioxidativas
chamado de Halliwell-Asada, conhecido também por ciclo ascorbato-glutationa (Figura 2).
Nesse ciclo esquemadtico, um radical superéxido é eliminado pela superdxido dismutase
numa reacdo que produz peréxido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio € consumido
através da sua conversdo em oxigé€nio e dgua pela catalase ou somente em 4gua através da
oxidacdo do ascorbato. O ascorbato é regenerado por meio de dois mecanismos: através da
reducdo enzimatica do monodeidroascorbato, que ocorre nos plastideos, ou alternativamente,
o monodeidroascorbato, que é dismutado espontaneamente em deidroascorbato, pode reagir
com a glutationa (GHS), produzindo ascorbato e glutationa oxidada (GSSH), numa reagao
catalisada pela deidroascorbato redutase. A GSSH ¢é reduzida pela glutationa redutase,
utilizando o consumo de NADPH. O oxigénio singleto e os fons hidroxila sdo eliminados no
ciclo da glutationa. Os danos provocados pelo oxigénio singleto e fons hidroxila podem ser

também minimizados por antioxidantes nio enzimaticos, vitamina E e carotendides (Bray et

al. 2000).
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Figura 2. Ciclo ascorbato-glutationa (adaptado de Bray et al. 2000). APX — ascorbato
peroxidase; DHAR - deidroascorbato redutase; GR — glutationa redutase; GSH- glutationa
reduzida; GSSH - glutationa oxidada; SOD — superoxido dismutase; MDHAR -

monodeidroascorbato redutase.

Esse ciclo, na auséncia de espécies reativas de oxigénio em excesso, mantém o
equilibrio pré-oxidante/antioxidante nas células. Porém, o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio pelos mencionados fatores ambientais de estresse oxidativo, pode levar a
alteracdo desse equilibrio, momento em que os danos oxidativos podem acontecer (Muggli
1993, Bray et al. 2000). Como ja mencionado anteriormente, o 0ozdnio é um forte oxidante,
que pode levar a rdpida alteracdo desse equilibrio, especialmente em plantas sensiveis,

promovendo danos em nivel molecular (em lipidios e dcidos graxos, proteinas, pigmentos e
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acidos nucléicos), celular (em membranas, perda da funcdo de organelas, reducdo da
eficiéncia do metabolismo, reducdo da fixagdo do carbono, mutac¢des, morte) e tecidual,
quando surgem injurias visiveis na superficie da folha (Scandalios 1993).

Segundo Krupa & Manning (1988), as injurias foliares provocadas por ozdnio, em
plantas com folhas largas, surgirdo primeiramente na superficie adaxial da folha e entre as
nervuras, ji que as células palicddicas do mesofilo, situadas logo abaixo da epiderme
superior, sdo suscetiveis ao ozonio. Em coniferas e plantas com células mesofilicas
indiferenciadas, os sintomas podem ocorrer em ambas superficies adaxial e abaxial ou
somente perto do estomato afetado por ozonio. Em muitas plantas, as injurias provocadas por
ozonio sdo delimitadas nas extremidades das folhas mais jovens, tornando-se mais extensas
nas folhas maduras. Folhas ainda em expansdo ou que atingiram seu tamanho maximo sdo
mais suscetiveis ao ozonio (Lacasse & Treshow 1976).

Como se pode observar na Figura 3, as injtrias foliares provocadas pela exposi¢do ao
ozonio podem ser classificadas como agudas - necroses e pontuagdes - ou cronicas -

pigmentagdo, clorose e senescéncia prematura (Krupa et al. 2000).
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Figura 3. Sintomas de injuria foliares provocadas por 0z6nio: necroses, no tabaco (a)
e no feijao (c); pontuacédes, na parreira (b), cerejeira (f) e choupo (g); pigmentacdes, no
algodio (e); cloroses, no trigo (d) e no pinheiro (h) e senescéncia prematura, também no

algodio (e) (Adaptado de Krupa er al. 2000).

Tais injurias visiveis, que ocorrem nas plantas em resposta a exposicdo ao o0zdnio,

tém sido utilizadas como importante ferramenta no biomonitoramento da qualidade do ar.
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Segundo Klumpp (2001), o biomonitoramento pode ser conceituado como o uso de
seres vivos para a verificacdo e avaliacdo dos efeitos da poluicdo ambiental, seja da dgua, do
ar ou do solo. Os seres vivos, bioindicadores, sdo 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 condicdes
ambientais (Arndt & Schweizer 1991). O biomonitoramento pode ser classificado como
qualitativo ou quantitativo. O biomonitoramento qualitativo é aquele baseado em decisdes do
tipo sim/ndo, como por exemplo, a presenca ou auséncia de espécies, ou em atributos que
predominantemente mudam em resposta a influéncias ambientais. J4 o biomonitoramento
quantitativo, que deve servir, em tese, para indicar niveis de contaminagdo atmosférica por
determinados poluentes, requer mais trabalho, pois envolve medidas de alguma natureza e
exige padronizagdes.

Existem diversas nomenclaturas para classificar as plantas utilizadas em programas de
biomonitoramento. Porém, uma das mais recentes, proposta por De Temmerman et al. (2004)
com base em extensa revisdo bibliogrifica, parece bastante adequada, por classificar as
plantas de acordo com o tipo de resposta bioindicadora predominante que apresentam.
Assim, de acordo com esses autores, temos: a) plantas biosensoras ou biomarcadoras, que sao
aquelas que mostram danos “invisiveis”, em niveis celular, molecular, bioquimico ou
fisiologico (ex: clones de Tradescantia, que mostram alteragdes cromossomicas); b) plantas
bioacumuladoras, que sdo consideradas tolerantes, por acumularem elementos da poluicdo do
ar e particulas em seus tecidos (ex: Lolium multiflorum ssp. italicum cv. Lema, cultivar
acumuladora de metais pesados, enxofre, flior); c) comunidades de plantas apontadoras, nas
quais observam-se mudangas na composicdo em espécies ou nas relagdes fitossocioldgicas
entre as espécies (ex: comunidades de liquens) e d) plantas bioindicadoras, que s@o sensiveis
e mostram sintomas visiveis, como necroses ou cloroses (ex: Nicotiana tabacum Bel W3,

bioindicadora de 0z6nio).
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O biomonitoramento com plantas é considerado uma ferramenta vantajosa, pois 0s
métodos utilizados sdo efetivos para indicar a presenca e, em certos casos, estimar os niveis
de poluentes aéreos e seus impactos sobre os receptores bioldgicos, além de permitir
monitorar riscos impostos por varios poluentes aos seres vivos.

Um programa de biomonitoramento que obteve sucesso foi o EUROBIONET (rede
européia para avaliacdo da qualidade do ar utilizando plantas bioindicadoras), realizado entre
2000 e 2003. Este foi coordenado por pesquisadores da Universidade de Hohenheim, na
Alemanha e envolveu 10 paises europeus. As plantas bioindicadoras utilizadas foram o
choupo (Populus nigra), o clone 4430 de Tradescantia (proveniente de um hibrido entre T.
subcaulis e T. hirsutifolia), azevém (Lolium multiflorum ssp. italicum cv. Lema), couve
(Brassica oleracea achepala) e tabaco (Nicotiana tabacum Bel W3). Os objetivos desse
programa foram estabelecer o uso de plantas bioindicadoras para avaliar a qualidade do ar na
Europa e transferir conhecimentos € métodos na area de biomonitoramento para instituigdes
cientificas e reparticdes publicas (Klumpp et al. 2001). Nesse programa, por exemplo, foi
possivel mapear com sucesso as areas mais € menos afetadas por ozonio nas diferentes
cidades envolvidas, independentemente de sua localizacdo geogrifica, utilizando plantas de
N. tabacum ‘Bel-W3’ (Klumpp et al. 2006).

A cultivar Bel W3 de Nicotiana tabacum € uma planta bioindicadora sensivel ao
ozOnio, muito utilizada em programas de biomonitoramento. Trata-se de uma espécie
herbacea dicotiledonea pertencente a familia Solanaceae (Cronquist 1981). Segundo
Heggestad (1991), o inicio da padronizacdo de N. rabacum ‘Bel W3’ como bioindicadora de
ozonio data de 1957, com o inicio de pesquisas para determinar as causas de manchas que
surgiam nas folhas das planta¢des de tabaco em Connecticut Valley, em determinadas épocas
do ano. Essas manchas eram inicialmente atribuidas ao clima, sendo referidas como weather
flecks. No ano seguinte, no sul da Califérnia, pesquisas cientificas atribuiram ao o0zdnio a

responsabilidade pelo surgimento de danos foliares em parreiras. Em 1959, ainda nos Estados
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Unidos, foi realmente constatado que o ozdnio era responsavel pelos danos em parreiras e
apresentavam similaridade com o tabaco. Nesse mesmo ano, diversos estudos californianos
concluiram que o o0zonio também era responsavel pelas manchas no tabaco. Ha 3 cultivares
de tabaco, bem definidas quanto a sensibilidade ao ozo6nio: a cultivar Bel B, que é
considerada resistente; a cultivar Bel C, que é considerada intermedidria e a Bel W3, a
cultivar sensivel. Em 1962, a cultivar Bel W3 foi recomendada como as primeiras plantas
bioindicadoras de ozdnio (Heggestad 1991).

Nicotiana tabacum Bel W3, devido a sua alta sensibilidade, manifesta sintomas
foliares visiveis rapidamente, quando exposta sob baixos niveis de contaminacio atmosférica
por 0zo6nio, os quais sdo muitos caracteristicos e facilmente quantificaveis (Heggestad 1991).
As necroses induzidas por ozonio nas folhas de N. tabacum Bel W3 tém diferentes tamanhos
e formatos, ocorrendo sempre entre as nervuras. Inicialmente, ocorre o decréscimo do
volume das células injuriadas, formando depressdes na superficie foliar adaxial, com o tempo
tornam-se de cor prata a bege e entdo marrom clara (Figura 4). O protocolo de métodos para
utilizacdo dessa planta em biomonitoramento, do cultivo a exposicdo em campo e a avaliagdo
das injdrias foliares, tem sido constantemente revisado e atualizado pelo VDI (Verein
Deutsher Ingenieure), 6rgdo alemao responsavel pela definicdo e atualizagdo dos protocolos

relacionados ao biomonitoramento com plantas. O protocolo mais recente encontra-se

descrito em VDI 2003.
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Silvia Maria Romano Sant’ Anna

Figura 4. Necroses (representadas em 30%) tipicamente induzidas por ozdnio em

folhas de N. tabacum Bel W3.

Neste protocolo hd recomendacdo de que as necroses sejam mentalmente agrupadas e,
entdo, seja estimado o quanto da drea foliar é ocupada pelas mesmas, que as estimativas
sejam sempre feitas somente para necroses tipicas e que estas sejam feitas sempre pela
mesma pessoa, previamente treinada na metodologia. Assim, assume-se que erros de
quantificacdo durante a avaliag@o visual sdo de importancia secunddria em relagdo a variagdo
normal dos efeitos entre as plantas introduzidas no mesmo local.

Existem equipamentos e programas de computador capazes de calcular a drea foliar
total, entretanto, a estimativa da 4area necrosada é mais dificil, uma vez que tais equipamentos
ou programas especificos ndo t€m sensibilidade suficiente para identificar as diferentes
tonalidades das cloroses e necroses. Em funcdo desse fato e da praticidade e dos bons

resultados alcancados, a estimativa visual tem sido adotada na grande maioria dos estudos em
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que se empregam técnicas de biomonitoramento com plantas sensiveis e naqueles em que sao
feitos mapeamentos em grande escala dos efeitos de poluentes atmosféricos sobre florestas
nos continentes europeu € americano, com base em sintomas foliares visiveis.

O tabaco ja foi amplamente utilizado para avaliacdo dos niveis de contaminacio
atmosférica por ozOnio em paises de clima temperado. Pefiuelas et al. (1999) e Ribas e
Pefiuelas (2002 e 2003) verificaram que a porcentagem de danos foliares em plantas de
tabaco expostas na regido da Catalunha (Espanha) seguiu o padrdo de concentracio de
ozonio. Klumpp et al. (2006), como mencionado anteriormente, expuseram o tabaco em
vérias cidades européias e observaram qualitativamente, com eficiéncia, o impacto do 0z6nio
em areas urbanas, suburbanas e rurais.

Outros estudos analisaram os efeitos do 0z6nio, em nivel bioquimico e histoquimico
em plantas de tabaco, confirmando sua alta sensibilidade ao estresse oxidativo induzido pelo
poluente. Langebartels et al. (2002) constataram que o acimulo de peréxido de hidrogénio
no tabaco ocorre no espago extracelular, ao redor das células pali¢ddicas. Esses locais de
actimulo de perdxido de hidrogénio correspondem aos locais onde ocorre morte celular em
cultivares de tabaco e tomate, gerando futuros danos. Baker er al. (2002) constataram que
células sauddveis de tabaco e de tomate apresentam depdsitos extracelulares significantes de
compostos fendlicos, que atenuam a explosdo oxidativa resultante de estresse, como ataques
de micrdbios. Schraudener er al. (1998) fumigaram plantas de tabaco Bel W3 e Bel B e
corroboraram alguns resultados de Langebartels et al. (2002): a cultivar Bel W3 apresenta
um acumulo de perdxido de hidrogénio, considerado o local inicial da explosdo oxidativa.

No Brasil, a cultivar Bel W3 de tabaco também foi utilizada em biomonitoramento
qualitativo. Klumpp et al. (1994) e Domingos et al. (1998) estudaram a regido de Cubatdo,
no estado de Sao Paulo, e verificaram que quanto mais distantes das fontes de poluicéo,
maiores eram as porcentagens de danos foliares. Sant’Anna (2007), em sua tese de

doutorado, avaliou o potencial de uso de N. tabacum Bel W3 como bioindicadora de ozdnio
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na cidade de Sdo Paulo, utilizando para isso o parimetro de dano foliar relacionado a
concentracdo de ozdnio atmosférico. Com esse trabalho, a autora confirmou que, nas nossas
condi¢des atmosféricas, a planta utilizada foi eficiente para distinguir as dreas e as épocas do
ano mais e menos contaminadas por ozdnio, ou seja, também para biomonitoramento
qualitativo. Porém, a variacdo da porcentagem de danos foliares foi pouco explicada por
variagdo na concentragdo de ozo6nio, fato que deveria ocorrer para que se pudesse utilizd-la
de forma padronizada para biomonitoramento quantitativo. A autora verificou que fatores
climaticos e, possivelmente, outros poluentes oxidativos presentes na atmosfera urbana de
Sao Paulo, ao atuarem sobre as plantas, interferem na relacio entre danos foliares e niveis de
0z06nio na atmosfera.

Alids, diversos autores ja demonstraram que as variagdes meteoroldgicas também
interferem na eficiéncia da resposta bioindicadora de N. tabacum Bel W3, sob condi¢des de
clima temperado. Koppel & Sild (1995) constataram que as condi¢des climdticas foram
importantes para explicar o efeito de ozonio sobre essa cultivar na Estonia. Antonielli ef al.
(1997) e Finnan et al. (1996) afirmaram que a radiacdo foi fator importante para determinar
seu grau de sensibilidade em estudos realizados na Itélia e Irlanda, respectivamente. Pefiuelas
et al. (1999) também verificaram em seu estudo que a fitotoxicidade do 0zonio, na Espanha,
varia fortemente em diferentes estagdes e periodos, dependendo de fatores como temperatura,
umidade e ventos, que atuam na abertura e fechamento dos estomatos.

Certamente os fatores meteoroldgicos afetam as trocas gasosas, regulando, também, o
fluxo de ozdnio para o interior das plantas e, assim, a intensidade de necroses foliares,
conforme foi mencionado pelos citados autores e por Klumpp et al. (2006). Mas, é possivel
supor também que as variacdes na concentracdo de ozOnio e/ou nas condicdes
meteoroldgicas podem alterar as respostas antioxidativas didrias e, por conseguinte, a
manifestacdo de danos foliares em N. tabacum Bel W3. Esta foi a hipdtese testada no

presente trabalho.
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Portanto, os objetivos tracados foram:

a) Determinar, em experimentos de campo, as relacdes entre as necroses foliares
e respostas antioxidativas didrias (concentragdo de dcido ascérbico total e
atividade das enzimas superéxido dismutase e peroxidases) em plantas de
tabaco em um local da cidade de Sdo Paulo contaminado por altos niveis de
ozOnio atmosférico e entre essas medidas bioldgicas e variacdes em fatores
ambientais ao longo dos periodos experimentais;

b) Confirmar, em camaras de fumigagfo, a existéncia das relagdes entre os
mesmos indicadores de defesas antioxidativas e necroses foliares em plantas
de tabaco expostas a concentragdes conhecidas de ozonio atmosférico,
simulando a concentragdo de O3 que ocorre na cidade de Sao Paulo.

Os resultados serdo apresentados nos capitulos a seguir. No capitulo II, serd abordado
o experimento realizado em campo e, no capitulo IIl, serdo apresentados os resultados dos
experimentos realizados em camaras de fumigagdo. Finamente, o capitulo IV serd destinado

para a discussdo conjunta de todos os resultados obtidos.
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CAPITULO 11

RELACOES ENTRE RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS E INJURIAS FOLIARES
EM PLANTAS DE NICOTIANA TABACUM “BEL W3” EM AMBIENTE POLUIDO

POR OZONIO, NA CIDADE DE SAO PAULO, BRASIL
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Resumo

A poluicdo atmosférica causa perturbacdes ambientais que podem ser avaliadas
através de reagdes especificas mostradas por plantas bioindicadoras. A cultivar Bel W3 de
Nicotiana tabacum esta entre as espécies sensiveis mais utilizadas em biomonitoramento de
0z6nio atmosférico, mostrando uma relacdo satisfatéria entre concentracdes atmosféricas de
0zoOnio e porcentagem de drea foliar necrosada. Entretanto, alguns estudos recentes realizados
por nosso grupo de pesquisa relatam que tais necroses podem ser influenciadas ndo somente
por ozdnio como também por variagdes climaticas e modificadas na presenca de outros
poluentes. Dessa forma, supomos que essa cultivar pode apresentar defesas antioxidativas
mais intensas quando expostas em locais poluidos da nossa cidade. Assim, objetivou-se
verificar se plantas de N. rabacum Bel W3 mostram respostas antioxidativas as variagdes nas
condic¢des climaticas e de poluicdo de Sao Paulo, e se estas podem retardar o surgimento de
necroses foliares visiveis ou restringir sua progressdo. Para isso, foram realizadas,
diariamente, andlises espectrofotométricas de antioxidantes (4cido ascorbico total-AA,
superdxido dismutase-SOD e peroxidase-POD) e andlises visuais de injdrias em folhas de
plantas de tabaco, expostas em ambiente de Sdo Paulo poluido por ozdnio por 14 dias e em
quatro periodos distintos do ano, e determinar a relacdo desses parametros biolégicos com
fatores abidticos (0zonio, temperatura, umidade e radiacdo global). Verificou-se que 63% das
injurias foliares puderam ser explicadas por menores niveis de antioxidantes (AA e SOD) no
momento da estimativa de drea foliar ocupada pelas mesmas e por maiores valores de
concentracdo de ozdnio e de temperatura do ar quatro dias antes dessa estimativa. Esses
resultados corroboram os de diversos estudos anteriores € demonstram que a cultivar deve ser

utilizada cautelosamente como bioindicadora de 0z6nio em nossas condicdes atmosféricas.

Palavras-chave: biomonitoramento, ozonio, Nicotiana tabacum Bel W3, antioxidantes
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Abstract

Air pollution causes environmental disturbances that can be evaluated through
specific reactions shown by bioindicator plants. The cultivar Bel W3 of Nicotiana tabacum
has high sensitivity to atmospheric ozone (O3) and is among the species mostly used in
biomonitoring programs, showing a satisfactory relationship between concentration of
atmospheric ozone and percentage of injured leaf area. However, some recent studies carried
out by our research group have reported that the percentage of leaf area affected by necroses
in plants growing under the polluted atmosphere in the city of Sdo Paulo can be influenced
by weather variations, and modified in the presence of other atmospheric pollutants.
Furthermore, we supposed that this cultivar can intensify antioxidative responses when
exposed to polluted sites in our city. Therefore, the objective of the present study was to
verify if N. tabacum Bel W3 shows antioxidative responses to variations on the climatic
conditions and on air pollution contamination in Sdo Paulo and if these responses can retard
the appearance of leaf necroses or restrict their progression. For this reason, we performed
everyday spectrophotometric analysis of antioxidants (ascorbic acid-AA, superoxide
dismutase-SOD and peroxidase-POD) and visual analysis of injury in leaves of tobacco
plants exposed for 14 days in an area of Sao Paulo contaminated by ozone, during four
distinct periods of the year. The relationship between these biological parameters and
abiotic factors (ozone, temperature, humidity and global radiation) was also determined. We
verified that lower levels of antioxidants (AA and SOD) at the moment of injury evaluation
and by higher values of ozone concentrations and of air temperature four days before this
evaluation could explain 63% of leaf injury. These results corroborate those from several
studies previously conducted, and demonstrate that the plant should be used cautiously as

ozone bioindicator under the weather conditions observed in the city of Sdo Paulo.

Keywords: biomonitoring, ozone, Nicotiana tabacum Bel W3, antioxidants
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Introducao

A atmosfera da Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP) é fortemente afetada pelo
fendmeno urbano denominado smog fotoquimico, que é formado na troposfera por meio de
reacdes entre hidrocarbonetos e 6xidos de nitrogénio (NOyx) na presenca de luz solar,
produzindo ozdnio (O3) e outras espécies oxidantes (Souza ef al. 1998). Nessa regido, os
niveis de O3 sdo altos o suficiente para exceder diversas vezes os padrdes de qualidade do ar
de 80 ppb por 1 hora, causando sérios problemas ambientais na regido (Molina & Molina
2004).

O O3 é um forte oxidante, nocivo para as plantas (Fuhrer er al. 1997). Os efeitos
oxidativos nos processos metabdlicos, fisiolgicos e ultra-estruturais nas células das plantas
ocorrem devido a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) tdo logo o O3 €
absorvido através dos estomatos (Mehlhorn ef al. 1990, Schraudner et al. 1998, Pucckette et
al. 2007). Entretanto, a extensdo dos danos oxidativos na planta dependerd do grau de
sensibilidade da planta ao O3, que é determinado, entre outros aspectos, pela eficiéncia de seu
sistema de defesas antioxidativas de manter o balanco pré-oxidante/antioxidante (Muggli
1993, Bray et al. 2000). As enzimas superdxido dismutase (SOD) e peroxidases (POD),
assim como o 4cido ascoérbico (AA) — uma molécula ndo enzimética solivel em dgua — entre
outras substincias com fungdo antioxidativa, ao serem mobilizadas, podem eliminar ao
menos parte das EROs e/ou reparar os danos causados por elas, aumentando a resisténcia das
plantas as condigdes estressantes do ambiente poluido (Winston 1990, Bray et al. 2000,
Halliwell & Gutteridge 2007).

As alteragdes nos niveis de antioxidantes, que podem resultar no restabelecimento do
balango pré-oxidante/antioxidante, sdo consideradas respostas precoces de plantas a
contaminac¢do atmosférica por poluentes oxidativos e/ou as varia¢des em fatores ambientais
naturalmente estimuladores da formagdo de EROs, como os climdticos, que estdo envolvidos

em processos fisioldgicos. Isto porque tais altera¢cdes ndo somente ocorrem antes da
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observagdo dos distirbios metabdlicos ou fisioldgicos nas células das plantas ou mesmo de
injurias visiveis em plantas sensiveis, como também podem retardar seu surgimento ou
minimiza-los. O estresse oxidativo, assim, é caracterizado a partir do momento em que ha a
quebra desse balango, induzindo a ocorréncia de injdrias em células e tecidos vegetais (Faoro
& Iriti 2005).

Em tese, em espécies vegetais sensiveis ao O3, o balango pré-oxidante/antioxidante é
rapidamente quebrado, culminando na morte de células ou mesmo de por¢des de tecido.
Conseqiientemente, ocorrem as injurias visiveis tipicas nas plantas, como necroses foliares
(Manning & Feder 1980, Larcher 2000). Em funcio disto, tais plantas vém sendo utilizadas
como simples, porém eficientes bioindicadoras em programas de biomonitoramento. A
cultivar Bel W3 de Nicotiana tabacum, devido a sua extrema sensibilidade, tem sido
freqiientemente utilizada para o biomonitoramento de O3z atmosférico em centros urbanos
europeus (Koppel & Sild 1995, Vergé et al. 2002, Klumpp et al. 2006).

Essa cultivar de tabaco foi primeiramente utilizada na regido sudeste do Brasil, ao
redor do pdlo industrial, mostrando habilidade em discriminar qualitativamente locais mais e
menos afetados por O3 (Klumpp et al. 1994, Domingos et al. 1998). Entretanto, um estudo
recente e intensivo realizado na cidade de S@o Paulo, situada na mesma regido do pais,
mostrou que a porcentagem de area foliar de N. tabacum Bel W3 afetada por necroses nio
estava diretamente relacionada apenas com as concentracdes de ozOnio atmosférico
(Sant’ Anna 2007). Além disso, Souza et al. (2008) verificaram que ha sempre um atraso de
tr€s a seis dias no surgimento dos primeiros danos foliares visiveis, independentemente do
nivel de contaminacdo atmosférica por Os. Dessa forma, as seguintes hipéteses sdo
levantadas: a) variagdes didrias nos niveis de antioxidantes s@o determinantes da
porcentagem de drea foliar afetada pela necrose durante a permanéncia de plantas de N.
tabacum Bel-W3 em ambiente poluido por ozo6nio; b) as respostas antioxidativas didrias e,

por conseguinte, a extensdo dos danos visiveis, podem ser influenciadas por variacdes didrias
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ou sazonais na concentracdo de Oz e/ou nas condi¢cdes meteoroldgicas da cidade de Sao
Paulo, visto que esta cultivar pode ndo estar bem aclimatada para o clima subtropical, o qual
caracteriza a regido sudeste do Brasil. Neste estudo, objetivou-se testar essa hipétese, por
meio do estabelecimento das relagdes didrias entre a porcentagem de drea foliar afetada por
necroses e niveis foliares de antioxidantes (AA total, SOD e POD) em plantas de N. tabacum
Bel W3 expostas por 14 dias em um local da cidade de Sdo Paulo tipicamente afetado por O3
atmosférico e entre essas variacdes didrias nas concentracdes de O3 e nas condicdes

meteoroldgicas, em diferentes periodos do ano.

Material e Métodos

Cultivo e exposicdo de plantas de Nicotiana tabacum Bel W3

Sementes de N. tabacum Bel W3 foram germinadas em gerbox de plastico de 100 cm®
contendo preparado de substrato comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, na
proporcdo de 3:1 (Figura 1). Apds a germinacdo das sementes, em aproximadamente duas
semanas, as plantulas foram transplantadas para vasos pldsticos, contendo o mesmo
preparado de substrato comercial. Os vasos permaneceram em casa de vegetacdo com ar
filtrado (Figura 2), no Instituto de Botanica, até o inicio de cada exposicdo, sobre caixas
plasticas cobertas com tela de arame galvanizado. A irrigagdo adequada das plantas foi
garantida por capilaridade (Figura 3), através de corddes de ndilon inseridos na base dos
vasos, sendo que uma de suas extremidades esteve em contato com as raizes e a outra
extremidade permaneceu mergulhada em dgua de torneira contida na caixa plastica (VDI,
2003). Para uma nutricdo favordvel, as plantas receberam solucdo nutritiva preparada com
macro e micronutrientes, de acordo com protocolo proposto por Epstein (1975). As plantas
foram expostas apds o desenvolvimento total da 4°, 5* e 6 folhas, sendo que, apds trés

semanas do transplante, a 3* folha foi marcada com barbante para facilitar a identificagdo de
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tais folhas, que foram analisadas quanto ao contetido ou atividade das espécies antioxidativas

e a porcentagem de drea foliar afetada por injurias foliares.

Mauricio Lamano Ferreira

Figura 2. Casa de Vegetacdo com ar filtrado, instalada no Instituto de Botanica (Sao
Paulo): ambiente utilizado para producdo das plantas e como referéncia para as etapas

experimentais realizadas neste capitulo.
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Figura 3. Irrigacdo das plantas de N. tabacum Bel W3 por capilaridade.

O local de exposicdo das plantas de N. tabacum Bel W3, assim como a mencionada
casa de vegetacdo, estd situado em um parque estadual na regido sul da cidade de Sdo Paulo —
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) — entre os paralelos 28° 38” 08’’S e 23° 40’
18°°S e os meridianos 46° 36” 48 °W e 46° 38’ 00’W e a aproximadamente 3 km de uma
importante rodovia que apresenta um trafego veicular freqiientemente denso. O ar nessa
regido € principalmente contaminado por ozdnio, € seus precursores parecem ser oriundos
predominantemente de emissdes biogénicas de fragmentos de floresta protegidos pelo parque
estadual e de emissdes veiculares (Souza & Carvalho 2001, Monteiro et al. 2002). A cidade
de Sao Paulo é a maior em drea e populacdo do complexo denominado Regido Metropolitana
de Sao Paulo (RMSP), que agrega 39 municipios e ocupa 8.501 km de 4rea, além de ser
considerada a maior regido industrializada e urbanizada da América Latina (Molina &
Molina 2004). A RMSP apresenta uma topografia complexa, rodeada por montanhas que
atingem de 650 a 1.200 m de altura, condicdes ideais para freqiiente acimulo de poeira e

baixa dispersdo de poluentes atmosféricos.
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O clima na RMSP ¢ subtropical, com estacdo mais seca ocorrendo no inverno. As
médias de temperaturas mensais no verdo e no inverno alcangcam 23°C (de dezembro a
fevereiro) e 16°C (de junho a agosto), respectivamente. A estacdo mais chuvosa normalmente
tem inicio em setembro e término em marco, com uma média anual de precipitacdo de 1.200
mm. A circulag@o local é dada por ventos do sudeste e nordeste, principalmente associada
com a circulagdo da brisa vinda do oceano Atlantico (Andrade 2004).

Vinte e oito plantas de N. tabacum Bel W3 foram expostas as condi¢des ambientais
do local mencionado em quatro periodos distintos de catorze dias: a /1 exposi¢cdo ocorreu no
inverno (no periodo de 31 de agosto a 09 de setembro de 2004), a 2¢ exposi¢do ocorreu no
inicio da primavera (14 a 27 de outubro de 2004), a 3“ exposicdo ocorreu no final da
primavera (21 de novembro a 04 de dezembro); e finalmente a 4“ exposicdo ocorreu no final
do verdo (07 a 19 de marco de 2005). Durante tais periodos, as plantas foram mantidas, no
local descrito, sobre suportes construidos com base em modelo proposto por Arndt &
Schweizer (1991) (Figura 4). Além do lote de plantas exposto nas condi¢cdes ambientais do
PEFI em cada periodo, outro lote permaneceu na casa de vegetacdo, que foi considerada
como local de referéncia, especialmente para ocorréncia de injurias foliares por possuir ar
filtrado e climatizado.

Durante cada periodo de exposicdo, a porcentagem de area afetada por necroses
tipicas, as concentracdes de AA e as atividades das enzimas SOD e POD foram analisadas
diariamente, nas 4%, 5* e 6* folhas de duas plantas amostradas aleatoriamente em ambos os

ambientes.
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Figura 4. Suporte para exposi¢do das plantas de N. fabacum Bel W3 nas condicdes

ambientais do PEFI (adaptado de Arndt & Schweizer 1991).

Procedimentos analiticos

As necroses tipicamente induzidas por ozonio nas folhas de N. tabacum Bel W3 t€ém
diferentes tamanhos e formatos, ocorrendo sempre entre as nervuras. Inicialmente, sdo de cor
prata a bege e com o tempo tornam-se de cor marrom claro (Figura 5A). Devido ao
decréscimo do volume das células injuriadas, as necroses formam depressdes na superficie
foliar, em relacdo aos tecidos sadios, mesmo nos estdgios muito iniciais, quando a mudanga
de cor ainda ndo ocorreu (VDI 2003).

A andlise visual dos danos em plantas sensiveis ¢ um procedimento recomendado
pelo Verein Deutscher Ingenieure (VDI), 6rgdo alemao responsavel pela definicdo e
atualizacdo dos protocolos relacionados ao biomonitoramento com plantas. Por questdes de
ordem prética, esse 6rgao recomenda que as necroses sejam mentalmente agrupadas e, entdo,

seja estimado o quanto da drea foliar € ocupada pelas mesmas, que as estimativas sejam
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sempre feitas somente para necroses tipicas e que estas sejam feitas sempre pela mesma
pessoa, previamente treinada no método.
A porcentagem de adrea foliar com danos tipicos induzidos por 0zdnio foi expressa em

classes de 5 em 5% de area foliar danificada nas folhas nimero 4, 5 e 6 (Figura 5B).

www.regals.net

Figura 5A) Necroses foliares tipicas induzidas por ozdnio em folhas de N. tabacum
Bel W3; 5B) Desenho ilustrando a marcagdo da 3* folha mais velha, visando obter referéncia

da posigdo das 4%, 5% e 6% folhas a serem analisadas.

A cada dia, todos antioxidantes foram analisados em por¢des das folhas ndo afetadas
por necroses, no momento exato da preparacdo dos respectivos extratos. As coletas das
folhas e a preparacdo dos extratos foram sempre feitas numa mesma seqiiéncia de tempo para
evitar variagdes causadas por ritmos diurnos que poderiam interferir na interpretacdo dos
resultados.  Os antioxidantes foram determinados por métodos espectrofotométricos
especificos considerando os conceitos basicos da lei de Beer (Harris, 2001). Para todas as

determinacdes, foram utilizados espectrofotdometro (UV-160, Shimadzu) e cubetas de quartzo
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de lcm de caminho 6ptico. Os métodos analiticos utilizados para as determinacdes das
substancias de interesse estdo descritos a seguir:

Acido Ascérbico total (AA) - Ap6s a avaliagio dos danos visuais, as folhas (4%, 5 e 6%)
foram submetidas a andlises quimicas para determinag@o de 4cido ascérbico. A concentracio
de 4cido ascorbico foi determinada através do método sugerido por Keller & Schweizer
(1977). Cerca de 0,5 g de cada folha fresca das respectivas plantas foi triturada com uma
solugdo extracdo contendo dcido oxdlico a 0,05 mol/L e EDTA (etileno diamina tetra acetato
dissédio) a 2,01. 10~ mol/L. Os extratos foram centrifugados por 30 minutos na velocidade
de 18.000 rpm e temperatura de 2 °C. O sobrenadante foi armazenado em geladeira por
aproximadamente 30 minutos antes da andlise. Para determinar a concentracdo de acido
ascorbico, foi obtida a absorbincia, em comprimento de onda A = 520nm, de uma aliquota do
extrato contendo, como reagente cromoforo, 0,2 g/L. de 2,6 diclorofenol-indofenol sal de
sodio dihidratado e de outra aliquota do mesmo extrato contendo, além do cromdforo, dcido
ascorbico 1%. A concentrag¢do de dcido ascorbico foi calculada através da diferenca dessas
absorbancias, expressa em [mg/g (ms)].

Superoxido Dismutase (SOD) — A atividade da superdxido dismutase foi determinada
a seguir, em 0,35 g de folhas frescas (4%, 5% e 6%). Um volume de 6 mL da solugdo
extragdo, contendo tampdo fosfato de potassio 50mM (pH = 7,5), EDTA (1mM), NaCl (50
mM) e dcido ascérbico (1 mM), e cerca de 1,5 g de PVP (polivinilpolipirrolidona) foi
adicionado em tubos contendo as folhas frescas e recém-pesadas, sendo os extratos obtidos
por trituragdo.. Estes foram centrifugados por 25 minutos na velocidade de 10.000 rpm e na
temperatura de 2°C. O sobrenadante foi armazenado em geladeira até o momento da andlise.
A atividade enzimdtica foi determinada espectrofotometricamente utilizando NBT (nitro blue
tetrazolium) a 4,4.10* mol/L e riboflavina (vitamina B2) a 1,06.10° mol/L como reagentes
cromoéforos (Osswald er al. 1992). Solugdes controle contendo apenas reagentes foram

mantidas no escuro enquanto solu¢des contendo extrato e reagentes permaneceram por 30
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minutos expostas a luz fluorescente. Apds esse periodo, a absorbdncia dos extratos foi
medida contra a absorbincia das solug¢des controle, em comprimento de onda igual a A =
560nm. A atividade da enzima foi determinada pela inibi¢cdo da reducdo do NBT, expressa
em Uni/SOD/gs.

Peroxidase (POD) — A atividade da peroxidase foi finalmente determinada também
em folhas frescas. Para tal, 0,3 g de folhas foram trituradas com 6 mL de solugdo extragdo
(tampao fosfato de potassio 0,IM em pH = 7,0) e cerca de 1,5 g de PVP
(polivinilpolipirrolidona). O extrato resultante foi centrifugado por 30 minutos em uma
velocidade de 18.000 rpm e temperatura igual a 2 °C. O sobrenadante foi armazenado em
geladeira até o momento da andlise. A atividade da peroxidase foi determinada
espectrofotometricamente através da medida da absorbincia obtida pela reagdo entre a
peroxidade e p-fenilenodiamina (0,0925 mol/L), catalisada com perdxido de hidrogénio 0,3
%, em comprimento de onda igual a A = 485nm (Klumpp et al. 1989). A atividade
enzimdtica foi expressa em dE/min/gs.

No presente estudo, a atividade da peroxidase comecou a ser monitorada apenas na 2°
exposicao, devido a impossibilidade de armazenamento das amostras em freezer a -40°C, o
qual se encontrava danificado na época do experimento.

Vale ressaltar que todas as etapas de obtencdo da concentragio de AA e da
determinacgfo da atividade dos antioxidantes enzimaticos foram realizadas em banho de gelo,
para que ndo ocorresse a perda dessas substancias.

Os niveis de ozdnio durante as quatro exposi¢des foram monitorados continuamente
por um analisador de ozdénio modelo Ecotech™ 9680. Os dados continuos de radiacio
global, temperatura e umidade relativa do ar foram obtidos em estacdo meteoroldgica do
Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da Universidade de Sdo Paulo
(IAG/USP), também localizada no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), bairro da

Agua Funda.
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Andlises Estatistcas

Diferencas estatisticas entre as exposi¢des foram determinadas por andlise de
varidncia (One Way ANOVA) seguida por teste de comparagdes de pares de Student-
Newman-Keuls.

Foram realizadas andlises de regressdo multivariada para determinar o quanto da
variagdo na extensdo de drea foliar afetada por danos pdde ser explicada por variacdes em
fatores abidticos (temperatura, umidade relativa, radiacdo global e 0z6nio) e respostas
antioxidativas (AA total, SOD, POD), e quais deles contribuem significativamente para
explicar a ocorréncia de danos foliares. Essas andlises foram feitas com todo o conjunto de
dados, utilizando-se os valores obtidos por planta em cada dia de andlise (para danos e
antioxidantes foliares) e valores médios dos fatores abidticos quatro dias antes da tomada dos
dados bioldgicos. Optou-se por esse modelo, visto que foi o mais explicativo entre os
testados, nos quais relacionaram-se os dados bioldgicos as condi¢des ambientais observadas
até sete dias antes da tomada dos mesmos. Essas andlises multivariadas foram realizadas pelo
método Stepwise. O procedimento de ajuste de cada regress@o iniciou com um modelo
saturado, com todas as varidveis presentes, removendo aquelas de menor participagdo para
explicar as variagdes nos antioxidantes e novos ajustes foram feitos. Ao final, permaneceram
somente as varidveis que contribuiram significativamente para explicar as variacdes nas
varidveis bioldgicas.

Quando necessdrio, os dados foram transformados para alcancar a normalidade e
varidncias iguais.

O programa estatistico SIGMA STAT 2.0 foi utilizado para todos os testes aplicados.

Resultados
O perfil médio de temperatura, umidade relativa do ar e radiagdo global é apresentado

na figura 6 e os valores médios desses parametros estdo descritos na tabela 1. J4 o perfil da
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concentracdo de ozonio atmosférico e porcentagem de injurias foliares € apresentando na
figura 7, sendo que seus valores médios estdo descritos nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Os
maiores valores de ozOnio foram encontrados na 1* e 3* exposicdes, e os menores nas 2° e 4°
exposicdes. Os niveis maximos foram medidos na primavera, alcancando valores acima de
80 ppb (correspondente a 160), especialmente em setembro, durante a 1* exposicdo. Além
disso, nessa exposi¢do, picos de concentragdo de 0zonio foram observados em contraste com
a umidade relativa do ar; por exemplo, 90 e 30 ppb de o0zbnio (correspondentes a 180 e 60
ug/m3 de ozb6nio) foram medidos em dias com umidade relativa de 60 e 90%,
respectivamente. Também na 2° exposi¢do, os niveis de ozonio foram menores quando
comparados aos medidos na 1* exposicdo, quando a umidade relativa era mais alta. As
oscilacdes ao longo das exposi¢des na radiagdo global e na temperatura foram menos
evidentes do que nos niveis de ozdnio. Os maiores indices de radiacdo global e de
temperatura foram observados na 3* e 4* exposi¢do, respectivamente. Na 2* exposicdo, a
umidade relativa foi significativamente mais alta do que nas demais. A temperatura foi
significativamente menor na 4* exposi¢do, em comparacdo com os valores obtidos nos

experimentos anteriores.
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Figura 6. Perfil didrio da temperatura, umidade relativa do ar e radiacdo global
durante as 4 exposicdes de N. rabacum Bel W3 no ar ambiente do Instituto de Botanica. A =

1* exposi¢ao, B = 2% exposicdo, C = 3% exposi¢do e D = 4* exposi¢ao.
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Figura 7. Perfil didrio da média de concentragdo de ozdnio atmosférico e injurias
foliares durante as 4 exposi¢des de N. tabacum Bel W3 no ar ambiente do Instituto de

Botanica. A = 1% exposicdo, B = 2* exposicdo, C = 3? exposicdo e D = 4° exposicio.

Na figura 8, s@o apresentados os valores médios de temperatura e de umidade relativa
medidos no local de referéncia (casa de vegetacio), para as quatro exposi¢cdes de N. tabacum,
no decorrer dos 14 dias de experimento. Tais varidveis climdticas oscilaram pouco. Em
média, a temperatura maxima foi de 25,7°C e a minima de 21,8°C (desvio padrao + 0,92) e a

umidade relativa do ar apresentou maxima de 77,8% e minima de 50% (desvio padrio + 7,1).
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Figura 8. Perfil médio didrio de temperatura e umidade relativa do ar obtidos nas

quatro exposicdes de N. tabacum em casa de vegetacdo, ao longo dos 14 dias de exposicao.

Como ndo houve diferengas marcantes nos niveis de antioxidantes entre as 4°, 5" ¢ 6"
folhas de cada planta, estes foram apresentados como médias, tanto para plantas mantidas na
casa de vegetacdo como para as exposta no ambiente poluido.

Nenhum dano foliar foi observado nas folhas das plantas que permaneceram na casa
de vegetacdo durante as quatro exposicdes, demonstrando a eficdcia desse local como local
de referéncia para danos visiveis. A média das espécies antioxidantes nas folhas dessas
plantas é apresentado na tabela 2. Nota-se que a atividade das enzimas superéxido dismutase
e peroxidase ndo diferiu significativamente ao longo das exposi¢des. A concentracdo de
acido ascérbico, por sua vez, foi significativamente maior nas plantas das 1* e 4 exposigoes.

Nas plantas mantidas fora da casa de vegetacdo, em todas as exposicoes, foram
observados danos foliares tipicamente induzidos por ozdnio, conforme mostrado na figura 5.
Os primeiros sintomas tipicos surgiram entre o 3° e o 6° dia de exposicdo, e foram
encontrados em todas as 4* folhas e em quase todas as 5* e 6" folhas s. A extensdo média de
area foliar afetada por danos visiveis ndo diferiu significativamente entre os periodos de

exposicdo, como pode ser observado na tabela 2. A porcentagem média de necroses
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observadas nas folhas das plantas expostas ao ambiente foi sempre inferior a 18%. A
porcentagem mdaxima de drea foliar atingida por necroses foi observada na 4* exposicdo
(100%), periodo em que a temperatura foi mais alta (23,3% em média) e os niveis de ozonio
foram menores, quando comparados com as 1* a 3* exposicoes.

Na tabela 2, também sdo apresentados os niveis das espécies antioxidantes,
considerando todas as plantas expostas nos periodos de exposicdo. A média da concentra¢do
de 4cido ascérbico seguiu padrdes similares ao 0zonio: maiores valores na 1* e 3* exposicoes
e menores na 2°* e 4* exposicdes. Nao foi encontrada nenhuma variacdo na atividade média da
superéxido dismutase. Em contraste, a atividade da peroxidase na 2* exposicdo foi menor do
que nas exposicoes 3 e 4.

O perfil didrio da concentracdo de dcido ascérbico e da atividade das enzimas
superdxido dismutase e peroxidase nas folhas de N. tabacum Bel W3 expostas ao ar ambiente
do Instituto de Boténica é apresentado na figura 9. Pode ser observado que os niveis de dcido
ascorbico apresentam um decréscimo com o passar dos dias de exposi¢do, enquanto a
atividade da superéxido dismutase e peroxidase pareceu ndo seguir a mesma tendéncia.
Foram encontrados picos da atividade da superdxido dismutase no inicio da 1* e 2°
exposicdes e final da 4* exposicdo. Apenas na 2° exposicdo foi observado um comportamento

similar nas atividades da superéxido dismutase e peroxidase.
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Figura 9. Perfil médio dos antioxidantes — dcido ascorbico, superdxido dismutase e
peroxidase — ao longo dos 14 dias de experimento nas diferentes exposicdes de N. tabacum
Bel W3 no ar ambiente do Instituto de Botanica. A = 1* exposi¢do, B = 2% exposi¢do, C = 3*

exposicao e D = 4 exposicdo. Peroxidase ndo medida na 1* exposi¢ao.

A figura 10 apresenta a relacdo média entre os antioxidantes e a porcentagem de
injurias foliares. Nota-se que, entre o 8° e 0 9° dia de exposi¢do, hd um decréscimo dos niveis
de todos os antioxidantes analisados, seguido por aumento conspicuo da % de area foliar

afetada por injurias.
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Figura 10. Relag@o entre médias das injurias foliares (linha pontilhada) em plantas de
N. tabacum Bel W3 e média dos antioxidantes (linha continua) analisados ao longo dos

catorze dias de exposi¢ao.

A andlise de regressdo multipla mostrou que 63,3% da varia¢do na porcentagem de
injurias foliares ao longo de todo o periodo experimental foi explicada por menores niveis de
antioxidantes (AA e SOD) no momento da estimativa de 4rea foliar ocupada pelas mesmas e
por maiores valores de concentracdo de ozonio e de temperatura do ar quatro dias antes dessa

estimativa. (tabela 3).
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Tabela 1. Valores maximos e minimos, assim como médias + desvios padrdes entre

parénteses, de temperatura, umidade relativa, oz6nio e radiagdo global no Instituto de

Botéanica, durante as 4 exposi¢oes de N. tabacum Bel-W3. Letras distintas indicam diferencas

sigificativas nos parimetros analisados entre as exposi¢des (p < 0,05).

Exposicio Temperatura ~ Umidade relativa Ozo6nio Radiagze”lo global
°C) (%) (ppb) MJ/m?)
13,8 - 27,1 41,6 - 93,3 25,9 -87,7 8,2-22,7

1 (19,0x6,3)a (73,6£25,1)b (60,5+12,5)a (18,4%4)5)a
15,9 -23,7 63,8 — 94,7 6,5-3L5 5,6 -21,9

2° (19,2%+5,6)a (83,9%£15,8)a (21,1+£23)b (13,1£5,6)a
15,8 —26,3 54,4 -92,8 10,8 — 57,5 6,8 —28,6

3* (204+54)a (76,6£19,5)b (350x11,7)a (22,1£6,9)a
18,9 - 29,5 53,8-94,8 5,1-375 5,9-18.8

4* 233£477)b (79,1199 b (21,2%£9,3)b (13,2+£3,7)a
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Tabela 2. Valores maximos e minimos, assim como médias + desvios padrdes entre
parénteses, para danos visiveis e para os antioxidantes foliares — 4cido ascérbico (AA),
superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD) — em plantas de N. tabacum Bel W3
mantidas em casa de vegetagdo e no ambiente externo do Instituto de Botanica. Letras
distintas indicam diferencas significativas nos parametros analisados entre as exposicdes, em

cada local de estudo (p < 0,05).

Dano foliar AA SOD POD

(%) [mg g’ (MS)]  [10° Uni g’ (MS)] [10? AE min™ (MS)]
Exposicao

Casa de Vegetacao

1° 0,0 2,5-19,2 1,6 —159,5 /
6,8+x2,7)a (19,5£19,6) a
2° 0,0 0,9-10.,8 2,9-44,7 1,9-394
43£1,8)b (11,6 £6,9) a (13,84, 7)a
3* 0,0 0,8-124 2,3-27,1 1,2-18,3
(5,3£2,6)b (7,5t44)a (6,3+3,5)a
4* 0,0 2,8-13,8 1,8 —32,7 1,4 -12,1
5,7x1,8)a (9,5+7,0)a 5,5+t24)a
Ambiente externo
1° 0,0 -65,0 1,8 -13,0 1,7-63,1 /
(6,0 +10,0) a 6,6+x2,1)a (18,2£10,5) a
2° 0,0 -20,0 1,7-12,1 3,3-158,0 3,0-118,8
(2,0+3,0)a “4,6x1,8)b (12,5%+18,8) a (159%+17,7)a
3* 0,0 -50,0 1,9-21,2 1,9-23,6 0,7-254
(7,0+10,0) a (5,9£29)a (7,8+3,6) a (5,8+£4.2)b
4 0,0 - 100,0 0,9-15,8 1,0 -144.,8 2,3-38,5
(18,0+23,00a (49+23)b (14,4£20,8) a (14,1 £8,0)a
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Tabela 3. Andlise de regressao linear utilizando o parametro de danos foliares como
fator dependente. Os danos puderam ser explicados em 63,3% através do aumento da

concentracdo de ozOnio e temperatura, e decréscimo do dcido ascérbico e superdxido

dismutase.
Grupo Coeficiente  Coef. padrio P
O; 0,404 0,327 0,024
temperatura 1,753 0,364 0,019
acido ascérbico -3,931 -0,498 0,003
super6xido dismutase -0,008 -0,404 0,009
R*=0,633

Discussao

As respostas antioxidativas de plantas de N. tabacum Bel-W3 foram geralmente
similares, tanto nas mantidas em casa de vegetacdo, sob ar filtrado, quanto nas expostas no
ambiente externo do local de estudo. Este é o primeiro indicativo de que as oscilacdes nos
antioxidantes nas plantas mantidas nesse local poluido, onde fatores de estresse oxidativo
estavam presentes, ndo seriam suficientes para conter os danos foliares.

No presente estudo, o dcido ascorbico (AA) mostrou ser o antioxidante de N. tabacum
Bel W3 mais afetado pelo tempo de exposi¢do, entre os analisados, sofrendo um decréscimo
continuo ao longo dos dias. O dcido ascoérbico funciona como um substrato para muitas
enzimas (De Tullio et al. 1999, Arrigoni & De Tullio 2000) e contribui para a neutraliza¢ao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Smirnoff et al. 2000, Conklin 2001, Conklin &
Barth 2004). Esta atividade antioxidante do AA estd associada com a resisténcia ao stress
oxidativo e com a longevidade em plantas e animais. Além do mais, os niveis endégenos de
AA foram recentemente notificados como sendo importantes na regulacdo da senescéncia e
defesa das plantas contra patogenos (Pastori et al. 2003, Barth ez al. 2004 e 2006, Pavet et al.
2005) e danos oxidativos resultantes de diversos poluentes (Smirnoff 1996). E sugerido que o

ascorbato presente nas paredes celulares fornece uma primeira linha de defesa contra o
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0zonio e o diéxido de enxofre (Castillo & Greppin 1988, Takahama et al. 1992, Luwe et al.
1993). Em outros estudos, a fumigacdo com ozOnio aumentou os niveis de ascorbato e a
atividade do ciclo ascorbato-glutationa, contendoos danos provocados pela geracdo de EROs
(Castillo & Greppin 1988). Por outro lado, estudos feitos com mutantes deficientes em AA e
clones (Conklin et al. 1996 e 2000, Veljovic-Jovanovic et al. 2001) relacionaram as baixas
concentracoes de AA no tecido da planta ao crescimento deficiente e ao aumento da
sensibilidade ao ozonio. No presente estudo, o AA apesar de aparentemente ser um dos
fatores limitantes para o surgimento de danos visiveis no inicio da exposi¢cdo, momento em
que suas concentracdes ainda estavam mais altas, parece ser um forte indicador do aumento
da sensibilidade da cultivar ao 0z6nio ao longo do tempo e ndo apenas do grau de eficiéncia
do sistema de defesas antioxidativas para conter os danos oxidativos. Isto porque, conforme
comprovado pela andlise de regressdo multipla e claramente visualizado no gréafico da figura
10, a reducdo linear dos niveis de AA coincidiu com o aumento dos danos foliares durante os
dias de exposi¢do.

Diversos estudos t€m constatado que durante a adaptacdo ao stress oxidativo, a
atividade de superéxido dismutase (SOD) e de outras enzimas podem oscilar, dependendo da
espécie da planta e grau de desenvolvimento, para impedir o aumento de EROs, evitando
assim reacdes com moléculas especificas, como lipidios, proteinas e 4cidos nucléicos, que
poderiam causar problemas celulares ou danos em todo organismo (Gaspar et al. 1982,
Pramanik er al. 1996, Rank 1997, Kuk et al. 2003). Assim, o papel da SOD em combater o
stress oxidativo tem sido muito bem documentado por diversos autores. Durante a adaptacio
ao aumento do stress oxidativo, os niveis da SOD podem aumentar, dependendo da espécie
de planta, grau de desenvolvimento e nivel da condicdo de stress (Decleire et al. 1984, Krupa
& Manning 1988, Pramanik et al. 1996). Além disso, condicdes ambientais, tais como seca,
frio e anoxia, tém mostrado correlacdo com a atividade da SOD. Uma extensa variabilidade

nos niveis de SOD foi encontrada por Polle & Rennenberg (1991) em diferentes clones de
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abetos vermelhos que cresceram em cimaras fechadas fumigadas com ozénio. Assim, os
resultados desses autores tendem a sustentar a hipétese de que a SOD pode contribuir para a
resisténcia da planta contra poluentes atmosféricos, mas pode ndo ser o primeiro mecanismo
envolvido, de acordo com dados de Ranieri ef al. (1994). No entanto, no presente estudo, a
andlise multivariada mostrou que a atividade da SOD pode ter sido outro indicador de
sensibilidade de N. tabacum Bel-W3 ao estresse oxidativo, visto que a redugdo linear na
atividade dessa enzima também coincidiu com o aumento dos danos foliares.

No presente experimento, a atividade da POD n@o aumentou e nem teve relacdo
significativa com a porcentagem de 4rea foliar afetada por danos, como esperado. As
peroxidases sdo consideradas as indicadoras mais sensiveis dos efeitos dos poluentes nas
plantas, mesmo na auséncia de sintomas visiveis (Gaspar et al. 1982). Em abdbora, a
peroxidase tem um papel fundamental em combater o stress oxidativo causado por poluentes
(Ranieri et al. 1994).

A sazonalidade climdtica, principalmente temperaturas mais altas, foi também um
fator importante para explicar as variacdes no surgimento de danos visiveis em plantas N.
tabacum. Allen (1995), Payton et al. (2001), Yabuta et al. (2002), Yoshimura et al. (2004)
and Ding et al. (2007) igualmente constataram que a sensibilidade das plantas aos oxidantes
aumenta com o aumento da temperatura.

Possivelmente, as temperaturas mais altas registradas no periodo experimental do
presente estudo ndo foram estressantes o suficiente para causar a morte dos tecidos foliares,
contribuindo diretamente para a ocorréncia das necroses foliares. Mas, nessas condi¢des
climaticas, as taxas fotossintéticas e a respiragdo podem ter sido mais altas e, assim, houve
um aumento natural da producdo espécies reativas de oxigénio. A relag@o positiva entre % de
drea foliar com danos e temperatura do ar, portanto, pode ter refletido a influéncia da
temperatura sobre as defesas antioxidativas e estas, por sua vez, teriam controlado a

manifestacdo de danos oxidativos, como jd foi discutido. Além disso, podemos considerar
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que o fluxo de ozdnio através dos estdmatos na folha e a conseqiiente absor¢ao de ozbénio é
modificado por vérios fatores ambientais como temperatura, umidade e velocidade do vento.
Em periodos mais favordveis ao aumento da fotossintese, a absor¢éo de 0zonio também serd
maior (Pefiuelas et al. 1999, Karlsson et al. 2004, Filella et al. 2005, Hassan 2006).

Otto & Daines (1969) constataram que a umidade influencia grandemente a resposta
da planta ao ozonio. Eles concluiram que a alta umidade encontrada na parte oriental dos
Estados Unidos poderia explicar a grande sensibilidade das plantas ao oz6nio em contraste
com a umidade encontrada no sudoeste. De acordo com Wilhour (1970), a sensibilidade do
nabo ao ozOnio também aumenta com a umidade relativa. Essa varidvel climatica, ao
interferir nas trocas gasosas do mesmo modo que a temperatura, também altera as respostas
antioxidativas e o fluxo de ozdnio para o interior da planta, afetando indiretamente a
intensidade de danos oxidativos (Wieser ef al. 2000). Contudo, no presente estudo, a relacio
entre variagcdes na umidade relativa do ar e na extensdo de danos foliares ndo foi
comprovada.

Finalmente, comprovou-se que ozOnio esteve entre os fatores explicativos das
variagdes na porcentagem de danos foliares e concentragdo atmosférica, como observado por
diversos autores (Ball ef al. 1998, Penuelas ef al. 1998, Ribas & Penuelas 2003, Yuska et al.
2003, Klumpp et al. 2006, Calatayud et al. 2007), demonstrando que, sob as condi¢des
atmosféricas de Sdo Paulo, N. tabacum Bel-W3 poderia ser usada em biomonitoramento.

Porém, isto deve ser feito cautelosamente, tendo em vista 0os comentarios anteriores.
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CAPITULO 111

RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS EM PLANTAS DE NICOTIANA TABACUM “BEL

W3” AO OZONIO E SUAS RELACOES COM DANOS FOLIARES
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Resumo

Como constatado no capitulo I, varia¢Ses didrias nos niveis de dcido ascérbico total e
na atividade de super6xido dismutase, juntamente com variagdes na temperatura do ar e na
contaminac¢do atmosférica por ozonio, foram determinantes da progressdo dos danos foliares
durante a permanéncia de plantas de N. tabacum Bel-W3 em ambiente poluido por ozo6nio.
Desta forma, o estudo desse capitulo teve como objetivo verificar se o 0zénio, em
concentracdes observadas no meio urbano de Sao Paulo, € de fato capaz de alterar os niveis
de respostas antioxidativas em plantas de N. tabacum Bel W3 e se tais alteracdes podem
interferir na ocorréncia e na intensidade de necroses foliares. Escolheram-se o &cido
ascorbico e superdxido dismutase como indicadores de tais respostas. As plantas foram
expostas, por dois e quatro dias, em duas cimaras de fumigacio, sendo que uma recebia ar
filtrado e a outra recebia ar filtrado acrescido de poluente em concentragcdes previamente
estabelecidas: 20, 40, 60 e 80 ppb de ozoénio (correspondente a 40, 80, 120 e 160 ug/m3),
definidas em funcdo da concentragdo atmosférica didria observada em experimentos de
campo. Os resultados mostram que a reducdo no contetido de 4cido ascérbico nas plantas
expostas a concentragdes crescentes de ozOnio, ao ser acompanhada pelo aumento da
porcentagem da drea foliar tomada por necroses, foi uma clara indicacdo da sensibilidade
dessa cultivar ao ozdnio. Os resultados apontam também para a existéncia de respostas
bioquimicas dependentes do tempo de exposicdo em plantas de tabaco Bel W3 sob

fumigacdo de ozonio.

Palavras-chaves: Nicotiana tabacum Bel W3, 0z0nio, respostas antioxidativas
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Abstract

As noted in chapter II, daily variations on the levels of ascorbic acid as well as on air
termperature and ozone concentrations determined the progression of leaf injury during the
exposure of plants of N. tabacum Bel W3 at a contaminated environment by ozone. Thus, the
study of this chapter aimed to confirm whether the ozone in concentrations observed in the
city of Sao Paulo, is able to change the levels of antioxidative responses in plants of N.
tabacum Bel W3 and whether such changes can interfere on the occurrence and intensity of
injury. Ascorbic acid and superoxide dismutase were chosen as indicators of such responses.
The plants were exposed in two fumigation chambers, for two and four days. One of them
received filtered air and the other received filtered air plus ozone in concentrations
previously established according to the daily atmospheric concentration observed in the field
experiments (20, 40, 60 and 80 ppb of ozone). The results show that the reduction in the
content of ascorbic acid in plants exposed to increasing concentrations of ozone was
followed by the increase of percentage of leaf area affected by necroses. This is a clear
indication of the sensitivity of this cultivar to ozone. The results also showed that the

biochemical responses in tobacco plants exposed to ozone were time dependent.

Keywords: Nicotiana tabacum Bel W3, ozone, antioxidative responses
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Introducao

Diversos problemas ambientais t€ém sido causados pela polui¢do troposférica na
regido metropolitana de Sdo Paulo. Milhdes de habitantes estdo constantemente expostos a
emissOes provenientes das industrias e dos veiculos. Os veiculos constituem a principal fonte
de poluicdo atmosférica em Sao Paulo, nio somente devido a sua grande frota e a
inexisténcia de controle de sua emissdo de gases, como também devido ao uso de diferentes
tipos de combustivel (Domingos et al. 2002). Segundo Campos et al. (1999), nossa frota ja
era constituida, no final do século passado, por 62%, 30% e 8% de veiculos movidos pela
queima de gasool (uma mistura de gasolina e etanol), etanol puro e diesel, respectivamente,
tornando a composi¢do da atmosfera de Sdo Paulo peculiar.

A queima de combustivel introduz compostos oxigenados na troposfera, como 6xido
nitrico, aldeidos, cetonas e 4cidos organicos, 0s quais sdo responsaveis por diversas reacdes
atmosféricas que produzem radicais orgénicos, perdxido de hidrogénio, nitrato de
peroxiacetila e 0zonio (Monteiro ef al. 2002).

Conforme comentado no capitulo anterior, os compostos fotoquimicos, como o
0z0nio, sdo extremamente tdxicos aos organismos por causarem um aumento da producio de
espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células, que podem afetar moléculas vitais como
proteinas, lipidios e dcidos nucléicos (Muggli 1993). Por outro lado, antioxidantes nao-
enzimdticos, como o 4cido ascérbico e enzimaticos, como a superdxido dismutase e as
peroxidases, podem minimizar os efeitos toxicos das EROs (Igbal et al. 1996). Entretanto,
em plantas sensiveis como N. fabacum Bel-W3, o balango oxidante-antioxidante €
geralmente interrompido rapidamente (Muggli 1993). Como resultado disso, espera-se que
ocorram distirbios metabdlicos, fisiolégicos e estruturais nas folhas dessas plantas sensiveis,
que podem culminar com morte celular pronunciada e, em conseqiiéncia, com o surgimento
de necroses foliares. Tais plantas sensiveis sdo consideradas, assim, excelentes

bioindicadoras de polui¢cdo atmosférica (VDI 1999; De Temmerman et al. 2004).
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Nicotiana tabacum “Bel W3” tem sido utilizada para biomonitoramento de 0zonio na
Europa e América do Norte (Krupa & Manning 1988, Heggestad 1991, VDI 2000), devido a
sua alta sensibilidade ao poluente, mostrando necroses em suas folhas, inquestionavelmente
associadas ao ozonio e facilmente quantificiveis ao olho nu (Horsman 1981, Pefuelas et al.
1999, Vergé et al. 2002). Klumpp et al. (2006), através de um programa de
biomonitoramento executado com sucesso em diversas cidades européias, por exemplo,
mostrou que a cultivar “Bel W3” de tabaco foi adequada para indicar locais e periodos do
ano mais e menos contaminados por ozdnio. Entretanto, relacdes lineares fortes entre
concentracdes de ozonio e porcentagem de tecido foliar coberto por necroses, uma condigdo
ideal para biomonitoramento quantitativo, de acordo com Arndt & Schweizer (1991), foram
encontradas somente em poucas cidades. Estes autores e outros, como Koppel & Sild (1995),
Finnan et al. (1996), Antonielli et al. (1997), Pefiuelas et al. (1999) e Vergé et al. (2002),
concluiram que variagdes meteoroldgicas podem interferir na absor¢do de ozdnio via
estdmato, e assim afetar as relacdes lineares. Portanto, a eficiéncia bioindicadora de N.
tabacum “Bel W3” é fortemente dependente de condi¢cdes ambientais como um todo.

Na cidade de Sao Paulo, situada na regido sudeste do Brasil, N. tabacum “Bel W3” foi
utilizada com sucesso para o biomonitoramento qualitativo de oz6nio ao redor do complexo
industrial de Cubatio (Klumpp et al. 1994) e de maneira preliminar em um local urbano da
cidade de Sdo Paulo (Domingos ef al. 2002). Entretanto, esses autores ndo puderam mostrar
se as injurias foliares foram predominantemente causadas por ozénio troposférico, devido a
caréncia de dados de qualidade do ar. Diante disso, Sant’Anna (2007), em um estudo
posterior realizado para determinar a viabilidade dessa planta para biomonitoramento de
ozonio atmosférico na cidade de Sdo Paulo, partiu a priori da hipétese de que N. tabacum
“Bel W3” seria eficiente para biomonitoramento quantitativo sob as condi¢les tropicais
encontradas em Sdo Paulo, por meio do estabelecimento de relagdo linear significante entre

necroses foliares e concentracdo de ozOnio atmosférico. Entretanto, a autora rejeitou a
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posteriori essa hipotese, visto que tal relacdo linear ndo foi comprovada e que, além de
ozoOnio, fatores meteoroldgicos e outros poluentes estdo entre as varidveis determinantes da
ocorréncia e da extensdo de danos visiveis sobre as folhas. Por isso, com base em conceitos
bem estabelecidos, levantaram-se novas hipdteses para explicar a auséncia de tais relagdes
lineares, parte das quais vém sendo testadas na presente dissertacio de mestrado, em
condi¢des de campo e experimentais.

No capitulo II, comprovou-se que varia¢des didrias nos niveis de dcido ascérbico e na
atividade de superéxido dismutase, juntamente com variagdes na temperatura do ar e na
contaminagdo atmosférica por 0zonio, foram determinantes da progressdo dos danos foliares
durante a permanéncia de plantas de N. tabacum Bel-W3 em ambiente poluido por ozdnio.

O estudo contido neste capitulo teve como objetivo verificar se o ozdnio, em
concentracdes observadas no meio urbano de Sao Paulo, é de fato capaz de alterar os niveis
de respostas antioxidativas em plantas de N. tabacum Bel-W3 e se tais alteragdes podem
interferir na ocorréncia e na intensidade de necroses foliares. Desse modo, essa etapa foi

desenvolvida em condicdes de laboratério.

Materiais e Métodos

Cultivo de N. tabacum “Bel W3”

O cultivo de N. tabacum “Bel W3” seguiu o mesmo protocolo (VDI 2003) ja descrito
no capitulo II, sendo aqui brevemente citado.

Sementes foram doadas pela Universidade de Hohenheim (Alemanha) e foram
utilizados substrato comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, misturados na
proporcdo de 3:1, respectivamente. A irrigacdo foi mantida por capilaridade, sendo que as
mudas permaneceram em casa de vegetacdo com ar filtrado durante todo cultivo até o inicio

de cada experimento. Os experimentos eram iniciados quando as plantas apresentavam seis
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folhas expandidas, sendo que um dia antes de cada experimento, a terceira folha mais velha

era marcada.

Sistema de fumigagdo

Os aparatos, os dispositivos e a instrumentacdo que compdem o sistema das camaras
estdo apresentados na Figura 1. Conforme descrito em detalhes por Sant’Anna (2007), o
sistema é constituido das seguintes partes distintas, a saber: aparato para purificar e
umidificar o ar; misturador, tubulagdo e valvulas; dispositivo gerador de ozdnio e controlador
de gases; cimaras de fumigacdo; instrumentacdo para monitoramento de poluentes e
aquisi¢do de dados (Figura 2).

O aparato para purificacdo do ar é composto de um compressor, seguido de filtro
secador, regulador de pressdo e tubo de aco inox, contendo filtros para eliminar
contaminantes em baixas concentragdes, tais como hidrocarbonetos (THC), NO, O3 e outros.
Um nebulizador de vapor de dgua é inserido na tubulacdo de ar purificado para gerar
umidade adequada. Ainda, nessa linha de tubula¢@o, encontram-se termopares para medir a
temperatura de bulbo seco (TBS) e bulbo imido (TBU). E importante monitorar essas duas
categorias de temperatura para calcular a umidade resultante no sistema.

O compartimento seguinte contém dois tubos cilindricos (75 x 350 mm),
denominados misturadores, que promovem a homogeneidade da mistura. Esses tubos sdo
semelhantes aos pré-reatores utilizados nos sistema de reator. Cada misturador possui
aberturas laterais que permitem introduzir gases contidos em cilindros de alta pressdo, tais
como THC, NO, CO. Vilvulas de seguranga (VS) sdo acopladas aos misturadores para
reduzir a pressio no sistema quando necessario.

Medidores e controladores de vazdo massica (MV) sao fixados no sistema para
conhecer as vazdes de ar e do géis poluente a serem introduzidos nas camaras. Um

equipamento gerador de oz6nio é acoplado entre os dois misturadores. Quando o ar isento de
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impurezas passa através do primeiro misturador, a véalvula de controle (VC) se abre,
fornecendo ar ao ozonizador e permitindo, assim, ocorrer a geragdo de ozonio. Quando nio é
necessdria a geracdo de ozOonio, esta valvula se mantém fechada.

Vélvulas de controle (VC) também sdo introduzidas na linha de tubulacdo antes da
entrada dos gases nas camaras. Estas vdlvulas t€m a finalidade de manter o fluxo de gés
constante e igual no interior das cAmaras. A pressdo de entrada do gds ¢ monitorada por meio
de dois mandmetros de coluna d’4dgua, que sdo instalados entre as camaras.

As cimaras de fumigagdo, propriamente ditas, sdo fechadas, com volume de 1m’ e
sdo construidas de filme de Teflon fixado em armacdo de aco inox. A parte inferior das

camaras e os suportes das plantas sdo também constituidos de aco inox.
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Figura 1. Esquema da configuracdo do sistema de cimaras, elaborado pela Dra. Silvia

Ribeiro de Souza (IBt — SP).
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Figura 2. Fotos do sistema de fumigacdo: equipamentos (A e B), camaras (C) e

lampadas (D), elaborado pela Dra. Silvia Maria Romano Sant’ Anna (2007).

Todos os experimentos de fumigacdo foram conduzidos em duas cimaras, uma
camara recebia ar filtrado e a outra, ar filtrado acrescido do poluente em concentragdes
previamente estabelecidas. Durante os experimentos, estas permaneceram no interior de um
laboratdrio, sob iluminacdo artificial (em média 156 umol.m™.s™ por 8 horas), suprida por
lampadas de vapor metédlico 400 W e de fluorescéncia 30 W TLOS, que emitem luz na faixa

de 400-700 nm, simulando a faixa espectral de radiacdo fotossinteticamente ativa. Durante a
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realizacdo dos experimentos, as plantas foram mantidas sob condi¢des -climadticas
equivalentes ao do ambiente, onde o laboratério foi construido, ndo havendo controle sobre
essas varidveis. As médias de temperatura, umidade relativa do ar e radiacdo foram 28 + 4

°C,88+6%¢e 156+ 8 pmol.m'z.s'l, respectivamente.

Experimentos de fumigacdo com ozonio

O ozdnio foi produzido por um equipamento (ozonizador). Na 1* cAmara de mistura,
o ar limpo foi dividido e uma pequena parte deste passava pelo equipamento € 0 0zOnio
produzido era homogeneizado com o ar limpo na 2% cAmara de mistura, em propor¢des que
variaram em funcdo da concentracdo de ozdnio a ser gerada, sendo, entdo, levado para a
camara de fumigacdo. O ozoOnio era gerado por descarga elétrica, pela dissociagdo do
oxigénio contido no ar filtrado. Os niveis de o0zOnio no interior da cimara foram
continuamente medidos com um monitor modelo Ecotech™ 9810B.

As concentragdes de 0zonio escolhidas para a fumigacdo em plantas de N. tabacum
foram 20, 40, 60 e 80 ppb, as quais foram definidas em funcdo da concentracdo atmosférica
didria observada em experimentos de campo. Uma réplica de cada tratamento foi realizada.

Para cada experimento, foram utilizadas seis plantas de N. tabacum “Bel W3” por
camara, sendo que trés plantas eram mantidas por dois dias e as trés restantes eram mantidas

por quatro dias sob fumiga¢do com ozo6nio e com ar filtrado.

Avaliacdo da injuria foliar e procedimentos analiticos

A avaliacdo das injurias foliares, realizada por Sant’Anna (2007), seguiu protocolo
proposto por VDI (2003) previamente descrito no capitulo II. Da mesma forma, a
concentracdo de dcido ascorbico total e atividade de superdxido dismutase também seguiram
0s respectivos protocolos ja descritos no capitulo II, sendo analisada por espectrofotometria,

segundo Keller & Schwager (1977) e Osswald et al. (1992), respectivamente.
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Andlise Estatistica

Diferencas entre os tratamentos nos experimentos de fumigacio foram determinadas
através da andlise de variancia (Teste F), seguida pelo teste de comparagdo de pares Student
Newman-Keuls. Valores médios das medidas realizadas nas plantas expostas ao mesmo
tratamento de fumigacdo por dois e quatro dias foram comparados pelo teste T. Quando
necessdrio, os dados foram transformados (logjp ou raiz quadrada) para alcancar a
normalidade e a igualdade de varidncia. O software SigmaStat 2.0 foi utilizado em todos os
testes. Andlises de regressdo entre % de drea foliar com necroses e respostas antioxidativas

foram igualmente realizadas.

Resultados

A Figura 3 apresenta o perfil médio da concentrag@o de dcido ascdrbico total ao longo
dos diferentes tratamentos de fumigacdo com o0zdnio por dois e quatro dias. A maior
concentracdo do antioxidante ocorreu em plantas fumigadas por dois dias com 40 ppb de
ozonio. Por outro lado, as plantas que permaneceram expostas por quatro dias a 20 e 40 ppb
de ozOnio mostraram as mais baixas concentracdes. A concentracdo do dcido ascdrbico foi
significantemente menor nas plantas expostas a 40 ppb de O3 por quatro dias do que nas
plantas fumigadas com o mesmo nivel de ozonio por dois dias. A curva que melhor se
ajustou aos resultados foi a polinomial de segunda ordem ocorrida na fumigacio de quatro

dias.
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Figura 3. Valores médios da concentracdo de acido ascérbico (AA) em plantas de N.
tabacum “Bel W3” fumigadas com ozonio, em diferentes concentracdes, durante dois e
quatro dias. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os valores médios
obtidos para plantas expostas a situagdo controle (0) e seus respectivos niveis de 0zonio (20,

40, 60 e 80 ppb), apds dois e quatro dias de fumigacao (p< 0,05).

A atividade da superdxido dismutase foi significantemente mais e menos intensa nas
plantas fumigadas com 20 e 60 ppb de Os, respectivamente, durante dois dias. Atividades

similares desta enzima foram verificadas em plantas expostas a todos os niveis de ozénio
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durante dois e quatro dias e ndo diferiram dos valores obtidos nas plantas expostas ao ar
filtrado (figura 4). As maiores atividades da enzima superéxido dismutase foram verificadas
em plantas fumigadas com 40 ppb de 0zdnio durante quatro dias, quando comparadas aquelas
fumigadas por dois dias. Como ocorrido com o 4cido ascérbico, a curva de maior

explicabilidade foi a polinomial de segunda ordem, porém, na fumigacdo de dois dias.

2 dias
y = 4,8655x* - 30,619x + 59,113
40,0 . Rl 1
= 30,0
&
%"
5 20,0
o)
o
2 10,0
0,0
0 20 0 40 0 60 0 80
0z0nio (ppb)
4 dias
80,0 -
a y =-1,6804x" + 8,7112x + 9,6828
R*=0,5335
60,0

SOD [Uni/g (gs)]
N
2
=)

0 20 0 40 0 60 0 80

ozo6nio (ppb)

Figura 4. Valores médios da atividade da superéxido dismutase (SOD) em plantas de
N. tabacum “Bel W3” fumigadas com ozo6nio, em diferentes concentracdes, durante dois e
quatro dias. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os valores médios

obtidos para plantas expostas a situacao controle (0) e seus respectivos niveis de ozodnio (20,
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40, 60 e 80 ppb), apds dois e quatro dias de fumigagdo (p< 0,05).Valores de SOD divididos

por 10%,

As injurias foliares foram significativamente mais intensas nas plantas expostas por
quatro dias, em relagdo as outras expostas por dois dias (figura 5). Entretanto, enquanto um
aumento dos niveis de ozonio foi seguido por um aumento da porcentagem de injurias
foliares nas plantas expostas por dois dias, a maior intensidade de necroses foliares foi
alcancada em plantas mantidas em fumigacdo de 40 ppb de ozdnio por quatro dias. Neste
caso, a exposicdo de 60 ou 80 ppb de O3 ndo causou um aumento significativo da area foliar
afetada por necroses. Como esperado, as plantas expostas ao ar filtrado (aqui representado
por O ppb de 0z6nio) nao apresentaram injdrias foliares.

As andlises de regressdo mostraram ndao haver relagdo linear significativa entre a
porcentagem de injudrias foliares e concentracdo de oz6nio. O modelo que melhor explicou
essa relacdo, tanto nas plantas fumigadas por dois quanto nas fumigadas por quatro dias foi o
polinomial de segunda ordem (figura 5), assim como o ocorrido com o perfil dos
antioxidantes. Entretanto, observa-se que a inclinacdo das curvas foi distinta, mostrando uma
tendéncia a estabilizacdo dos danos nas plantas mantidas sob concentragdes acima de 40 ppb
por quatro dias e ao aumento crescente da 4drea foliar afetada por necroses naquelas
fumigadas com doses superiores a essa por dois dias. Sendo assim, € possivel deduzir que ao
aumentarmos a concentra¢io de ozonio acima de 80 ppb poderemos obter um aumento de
danos foliares para as plantas expostas por dois dias, mas o mesmo nio ocorrerd com as

plantas expostas por quatro dias (descri¢@o de resultados incluida em Sant’ Anna 2007).
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Figura 5. Perfil médio das injurias foliares nos diferentes tratamentos de fumigacao
com 0zdnio (obtido por Sant’ Anna 2007). Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre os valores médios obtidos para plantas expostas a diferentes niveis de 0zonio apds dois
e quatro de fumigacao (p< 0,05). Asteriscos indicam diferencas significativas entre os valores

médios obtidos ap6s dois e quatro dias de exposicdo ao mesmo tratamento de 0zonio.

Em se tratando da relagdo entre antioxidantes e injurias foliares, observa-se nas
figuras 6 e 7, que as melhores correlacdes para acido ascorbico e superéxido dismutase foram
obtidas aos dois dias de fumigacdo de N. tabacum com as diferentes concentracdes de
0zO6nio. Assim como nos resultados obtidos anteriormente, o modelo que mais explicou a

relacdo entre antioxidantes e injurias foliares nos dois e quatro dias de fumigacdo foi o
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polinomial de segunda ordem, mas, neste caso, os modelos mais explicativos foram

encontrados ap6s dois dias de fumigacao.
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Figura 6. Relagdo das médias entre acido ascorbico (AA) e injdrias foliares nos
diferentes tratamentos de fumigacdo de N. tabacum Bel W3 aos dois e quatro dias,

respectivamente.
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Figura 7. Relag@o das médias entre superéxido dismutase (SOD) e injdrias foliares nos
diferentes tratamentos de fumigacdo de N. tabacum Bel W3 aos dois e quatro dias,

respectivamente. Dados de SOD divididos por 10%

Discussao

As defesas antioxidativas encontradas nas plantas podem ser consideradas um dos
muitos fatores que interferem na resposta visual das plantas ao 0z6nio, ao prevenir os danos
oxidativos nas células. No presente estudo, o dcido ascdrbico, entre os antioxidantes
analisados, foi o mais evidentemente modificado nas plantas de N. tabacum Bel W3

fumigadas por dois e quatro dias com 40 ppb de O3 ou mais. A redugdo no conteddo de acido
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ascorbico nas plantas expostas a concentragdes crescentes de ozonio, ao ser acompanhada
pelo aumento da porcentagem da drea foliar tomada por necroses, € uma clara indicagdo da
sensibilidade dessa cultivar ao 0zénio. Experimentos realizados por Puckette et al. (2007)
revelaram que o dcido ascérbico foi igualmente um antioxidante chave para determinacéo do
grau de tolerincia de cultivares de Medicago truncatula a fumigacdo aguda com O3 (75
nmol” de O3 por seis horas durante oito dias). Em algumas cultivares, houve aumentos
significativos em seus niveis apds a fumigacdo com ozdnio, enquanto em outras houve um
decréscimo significativo, sugerindo que diversos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
podem governar a tolerdncia ou a sensibilidade das plantas ao ozdnio. Outros estudos
reforcam essa hipé6tese. Por exemplo, plantas trangé€nicas de tabaco, com superexpressio de
deidroascorbato redutase, aumentam a concentragdo endogena de ascorbato e se tornam mais
tolerantes ao 0zonio (Chen & Gallie 2005). Lee et al. (1984) reportaram um actimulo de AA
em células de soja apds exposicdo ao ozdnio. Varshney & Rout (1998) observaram o
aumento dos niveis de 4cido ascérbico em plantas resistentes e decréscimo em plantas
sensiveis de tomate. Burkey & Eason (2002), em estudo realizado com o feijao (Phaseolus
vulgaris L.), constataram que os niveis extracelulares de dcido ascérbico estdo associados
com a tolerincia ao ozdnio. Ja em 2006, em estudo realizado com espécies selvagens nativas
dos Estados Unidos, Burkey et al. concluem que as diferengas no metabolismo do acido
ascorbico determinam o grau de sensibilidade ao ozonio.

Porém, uma relacdo direta entre 4cido ascérbico e a sensibilidade ao 0z6nio nem
sempre € observada. De acordo com D’Haese et al. (2005), somente o aumento das
concentracdes de ascorbato apopldstico ndo puderam explicar diferengas no que diz respeito
a tolerancia de ozonio em clones de Trifolium. Tiwari et al. (2006), em estudo realizado com
cenoura (Dacus carota var. Pusa Kesar), constataram que o aumento do conteiido de AA
poderia ser uma conseqiiéncia de um substancial estresse oxidativo e ndo exatamente uma

indicag¢do de tolerancia ao ozdnio.
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No presente estudo, altera¢des na atividade da superdxido dismutase, por sua vez, nao
foram respostas indicadoras claras da sensibilidade de plantas de tabaco Bel W3 ao ozonio,
especialmente apds quatro dias de exposi¢do a qualquer concentracdo de ozonio. A atividade
dessa enzima apresentou-se oscilatdria no presente experimento de fumigacdo, a exemplo do
que ocorreu nos experimentos de campo (capitulo II), apesar de ser uma substincia
antioxidante de suma importancia para evitar a ocorréncia de injurias foliares apds exposi¢ao
ao ozOnio em muitas plantas. Na literatura, verifica-se que a funcdo antioxidativa da
superéxido dismutase, medida por meio de sua atividade, € demonstrada algumas vezes e em
outras ndo. Schulz & Hartling (2001), em estudo de campo realizado com pinheiros em
diversas localidades da Alemanha, relataram que a atividade da enzima nio se modificou
quando as plantas eram expostas a polui¢do provocada por didéxido de enxofre (SO,), 6xidos
de nitrogénio (NOy) e Os. Em estudos realizados com duas cultivares de trevo (Trifolium
repens L. cv. Sonja e Trifolium pratense L. cv. Milvus), a atividade de SOD mostrou
mudangas significativas apds 3 horas de fumigacio a 150 nl L"' de O3 em ambas cultivares
analisadas, porém, a tendéncia foi diferente nas duas espécies. Houve um decréscimo de
aproximadamente 27% na atividade de SOD em T. pratense e aumento de 50% nas folhas de
T. repens (Scebba et al. 2003). J4 Van Camp et al. (1998) e Pitcher & Zilinskas (1996)
mostraram a importancia da atividade da SOD em limitar ou prevenir o desenvolvimento das
lesdes provocadas por 0zonio nas plantas transgénicas de tabaco. Em trabalho realizado com
uma cultivar egipcia de batata (Solanum tuberosum L. cv. Kara), Hasan (2006) relatou que o
efeito do ozOnio sobre vdrias enzimas antioxidantes foi inconsistente em relacdo a sua
inducdo ou degradacdo. No citado experimento, a atividade da SOD e da glutationa redutase
(GR) foi inibida pela acdo do poluente.

No presente estudo, verificou-se também que a relacdo entre niveis de dcido ascorbico
e intensidade de necroses foliares ou mesmo entre esta dltima e variacdes na atividade da

SOD néo foi linear. Isto sugere que had outros processos fisioldgicos ou bioquimicos, além
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das respostas antioxidativas, que podem restringir a progressdo das necroses foliares nas
plantas expostas ao ozOnio. Sant’Anna et al. (2008) mostraram, por meio de medidas da
fluorescéncia da clorofila a, que o processo fotossintético, nas mesmas plantas utilizadas no
presente estudo, foi comprometido, especialmente quando foram expostas a concentragdes
acima de 40 ppb de ozbdnio por quatro dias. Em funcdo disso, as autoras concluiram que o
fluxo de ozdnio para o interior das folhas, via estdmatos, deve ter sido reduzido em plantas
expostas a concentragdes acima de 40 ppb, explicando, pelo menos parcialmente, a
estabilizacdo da % de area foliar com necroses.

Além disso, a explicabilidade dos modelos propostos entre respostas antioxidativas e
injurias foliares foi nitidamente maior para plantas expostas ao ozonio por dois dias do que
para plantas fumigadas por quatro dias. Isto aponta para a existéncia de respostas
bioquimicas dependentes do tempo de exposicdo em plantas de tabaco Bel W3 sob

fumigacdo de ozonio.
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Conforme j4 ressaltado nos capitulos anteriores, Nicotiana tabacum “Bel W3” tem
sido utilizada com sucesso para biomonitoramento de 0zonio na Europa e América do Norte
(Krupa & Manning 1988, Heggestad 1991, VDI 2000), devido a sua alta sensibilidade ao
poluente, mostrando necroses em suas folhas, inquestionavelmente associadas ao ozonio e
facilmente quantificiveis ao olho nu (Horsman 1981, Pefiuelas et al. 1999, Vergé et al.
2002).

Contudo, espera-se encontrar uma forte relacdo linear entre concentracdes
atmosféricas de ozonio e porcentagem de drea foliar afetada por tais injdrias foliares, para se
alcancar, em nivel regional, uma condicdo ideal para biomonitoramento quantitativo. Alids,
este tem sido o maior desafio de pesquisadores que atuam nesse campo em vdrias partes do
mundo.

Na cidade de Sao Paulo, Sant’ Anna (2007) e Sant’ Anna et al. (2007) relataram a fraca
eficiéncia do tabaco Bel W3 para biomonitoramento quantitativo de 0z6nio, considerando a
fraca relagdo linear obtida entre injurias foliares e o poluente em questdo. Klumpp et al.
(2006) relataram a eficiéncia qualitativa de Nicotiana tabacum Bel W3 para
biomonitoramento dos niveis de oz6nio atmosférico em cidades européias, sob condi¢des de
campo. Porém esses autores comprovaram alta eficiéncia dessa cultivar para
biomonitoramento quantitativo apenas para algumas das cidades européias monitoradas.
Tonneijck & Bugter (1991) e Krupa er al. (1993) também concluiram que, apesar das
respostas foliares de N. tabacum Bel W3 serem utilizadas como indicador qualitativo de
poluicdo provocada por 0zonio, se o intuito for derivar interferéncias quantitativas, a resposta
foliar ndo deve ser a unica varidvel a ser caracterizada. Medidas espaciais e temporais
simultdneas de oz6nio atmosférico e de outras varidveis ambientais, como temperatura do ar
e precipitagdo devem ser realizadas, assim como medidas de crescimento das plantas.

De fato, como apontado pelos autores citados anteriormente e por outros (Koppel &

Sild 1995; Finnan et al. 1996; Antonielli et al. 1997; Pefiuelas et al. 1999; Vergé et al. 2002),
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variagdes meteoroldgicas podem interferir na absor¢do do ozdnio via estdmato e entdo
interferir na relacdo entre necroses foliares e ozonio. De acordo com Krupa et al. (1993),
Munné-Bosch & Alegre (2002) e Davison et al. (2003), a resposta bioindicadora da cultivar
“Bel W3” de tabaco de ozonio pode ser afetada pelo fotoperiodo, temperatura, radiagdo solar,
umidade relativa, vento, déficit de pressdao de vapor e concentragdo de didxido de carbono, os
quais sdo varidveis meteoroldgicas que podem diminuir a absor¢do de ozdnio, por promover
o fechamento dos estomatos.

No capitulo II, foi mostrado que varia¢des didrias nos niveis de acido ascérbico e na
atividade de superdxido dismutase foram, juntamente com variagdes na temperatura do ar e
na contaminacdo atmosférica por ozonio, determinantes da progressdo dos danos foliares
durante a permanéncia de plantas de N. tabacum Bel-W3 em ambiente poluido por ozoénio.
Observou-se também, sob condi¢cdes de fumigacdo (capitulo III), que a redug@o no conteido
de 4cido ascoérbico nas plantas expostas a concentracdes crescentes de ozdnio foi
acompanhada pelo aumento da porcentagem da drea foliar tomada por necroses. Portanto, as
respostas antioxidativas medidas ao longo do tempo de exposicdo das plantas ao 0zénio, quer
sob condi¢des de campo ou experimentais, especialmente variacdes nas concentragdes de
acido ascérbico, estdo entre os fatores moduladores da ocorréncia e progressio das necroses
foliares em funcdo das variacdes nos niveis de ozdnio. Sendo assim, pode-se aceitar a
hipdtese levantada neste trabalho (capitulo I).

Além disso, a explicabilidade dos modelos propostos entre respostas antioxidativas e
injurias foliares foi nitidamente maior para plantas expostas ao ozdnio por dois dias do que
para plantas fumigadas por quatro dias, indicando a existéncia de respostas bioquimicas
dependentes do tempo de exposicao das plantas de tabaco Bel W3 ao ozonio.

Diante de tais resultados, parece provdvel que a perda da capacidade antioxidativa nas
plantas ¢é seguida diretamente pelo aumento da &drea foliar afetada por necroses,

principalmente nos primeiros dias de exposi¢do ao ozdnio. A partir desse ponto, distirbios
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em processos fisiolégicos ou em processos de outra natureza passam a restringir de forma
mais evidente a absor¢@o de ozdnio e, consequentemente, a progressdo das injurias foliares.
Este fato talvez explique a baixa explicabilidade da regressao linear entre respostas foliares
visiveis em plantas de tabaco nos experimentos de campo, os quais foram conduzidos durante
14 dias (capitulo II).

No experimento de fumigacdo, foi possivel observar, ainda, que as respostas
antioxidativas mais intensas aconteceram ap6s dois dias de fumigacdo com 20 e 40 ppb O3,
para SOD e AA, respectivamente; porém estas ndo foram suficientes para conter danos
celulares, visto que, nessas condi¢gdes, as plantas ja apresentavam necroses. Também foi
possivel supor que estes distirbios podem ser piores quando plantas de tabaco forem
expostas a concentracdes superiores a 40 ppb de Os. Desse modo, fica evidente que a cultivar
pode ser mais apropriada para biomonitoramento em Sao Paulo, em situacdes de baixas
concentracdes de ozodnio, quando o protocolo proposto pelo VDI (2000) é aplicado, que,
alids, sdo pouco freqiientes em muitas regides da cidade. Sant’ Anna et al. (2007), inclusive,
propuseram modelo de regressdo linear e mais explicativo entre niveis de 0zonio atmosférico
e % de érea foliar afetada por necroses, ao incluirem no modelo apenas resultados de
exposicdes nas quais as concentragdes de ozdénio (médias para 14 dias) eram iguais ou
inferiores a 40 ppb.

Os resultados levam a necessidade de maiores estudos para estabelecer um periodo
ideal de exposicdo para biomonitoramento, pelo menos para a cidade de Sao Paulo.
Alternativamente, sugere-se a busca de espécies bioindicadoras nativas ou bem adaptadas as
condicdes ambientais da regido, como fizeram Cano et al. (2007), ao determinarem a

capacidade bioindicadora de diferentes espécies de Sambucus, para a Espanha.
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A partir deste estudo, pode-se concluir que:

- A progressao das injurias foliares visiveis, em plantas de Nicotiana tabacum “Bel W3”
expostas em ambiente poluido por ozo6nio, foi mais intensa na medida em que os niveis de
antioxidantes (AA e SOD) eram menores no momento da estimativa de drea foliar ocupada
pelas mesmas e com as concentragdes de 0zonio e temperatura do ar quatro dias antes dessa

estimativa eram mais altas;

- A reducdo do contetido de 4cido ascorbico nas plantas de N. tabacum Bel W3 expostas a
concentracdes crescentes de 0zonio foi acompanhada do aumento da drea foliar afetada por
injurias foliares. As respostas antioxidativas dependeram do tempo de exposicdo e do nivel
de oz06nio ao qual as plantas foram expostas, sendo mais intensas apds os primeiros dois dias

de fumigacao com 20 e 40 ppb O3 (3 horas por dia) para SOD e AA, respectivamente.

- Na cidade de Sdo Paulo, o uso desta cultivar parece ser melhor estabelecido em
concentracdes de até 40 ppb de ozdnio troposférico e por um periodo de exposicdo ideal que
ainda precisa ser determinado. Acima dessa concentragdo, seu uso pode se tornar invidvel, o

que limitaria a capacidade bioindicadora da planta na nossa cidade.
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Relations between leaf antioxidants and necroses in plants of Nicotiana tabacum ‘Bel-
W3’ under the environmental conditions of Sao Paulo, SE — Brazil

(Submetido a Plant, Cell and Environment)
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R. Souza'
Instituto de Botanica, Secdo de Ecologia, Caixa Postal 3005, 01061-970 Sao Paulo, SP,
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Antioxidants and necroses in N. tabacum “Bel-W3” growing in Sdo Paulo, Brazil.

Abstract

Previous studies reported that the extent of leaf necroses in Nicotiana tabacum “Bel
W3”exposed in the city of S@o Paulo is influenced by weather variations. Antioxidant
responses to environmental modifications are possibly involved on this. So, this study aimed
at to evaluate if the progression of leaf necroses during plant exposure under climatic
conditions and pollution of Sdo Paulo is modulated by daily antioxidant responses and to
determine which environmental factors mostly explain the relations between these biological
responses. Four plant exposures of 14 days each were performed. During each experiment,
three plants were daily taken to determine the accumulated percentage of leaf area affected
by necroses and antioxidant responses (concentrations of ascorbic acid-AA and activities of
superoxide dismutase-SOD and peroxidases-POD). Ozone concentrations and weather
conditions were daily monitored. Multivariate analysis established the relations among these
variables. 63% of the increasing percentage of leaf necroses in the whole period were
explained by decreasing levels of AA and SOD and by higher values of ozone concentrations
and of air temperature four days before the biological measurements. The use of N. tabacum
Bel-W3 as bioindicator can be restricted by leaf antioxidant responses to both atmospheric

contamination and weather conditions.

Key words: Nicotiana tabacum “Bel-W3”; antioxidants; leaf necroses; ozone; weather.
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The atmosphere of the Metropolitan Region of Sao Paulo (MRSP) is strongly affected
by the urban phenomenon denominated photochemical smog, which is formed in the
troposphere by means of reactions between hydrocarbons and nitrogen oxides in the presence
of sunlight, producing ozone (O3) and other oxidant species (Souza et al. 1998). Nowadays,
the levels of O3 at that region have been high enough to exceed several times the standard
limits of air quality of 80 ppb in one hour. Therefore, it is a potential agent to cause serious
environmental problems in the region (Molina & Molina 2004).

Ozone, as a strong oxidant, is generally noxious to the plants (Iriti & Faoro 2008).
The oxidative effects on ultrastructure and on physiological and metabolic processes in plant
cells are due to the production of reactive oxygen species (ROS) as soon as ozone enters
through stomata (Puckette, Weng & Mahalingam et al. 2007). Weather oscillations are also
factors of oxidative stress to plants. However, the extent of damage in plants will depend on
the efficiency of antioxidants, such as superoxide dismutase (SOD) and peroxidases (POD)
and ascorbic acid (AA), in maintaining the oxidant/antioxidant balance (Jones 2006). This
increases plant tolerance against the stressing conditions of the polluted environment
(Halliwell & Gutteridge 2007). Alterations on antioxidants are then considered early
responses of plants growing in that environment, since they may occur before physiological
or metabolic disturbances or even before the appearing of visible injury in sensitive plants
(Faoro & Iriti 2005).

Theoretically, the pro-oxidant/antioxidant balance is rapidly broken in ozone-
sensitive plants, culminating with extensive cell disturbances and death and the appearance
of typical visible injuries on leaves, such as chloroses and necroses). They have been used as
simple but efficient indicator reactions for biomonitoring purposes. The sensitive cultivar
‘Bel-W3’ of Nicotiana tabacum has been frequently used for biomonitoring ambient ozone in
European urban centers (Vergé, Chapuis & Delpoux 2002, Klumpp et al. 2006).

However, a recent study performed in the city of Sao Paulo, SE Brazil, showed that
the percentage of leaf area of N. tabacum ‘Bel-W3’ affected by necroses was not strictly
related to the ozone concentrations in the atmosphere (Sant’Anna et al. 2008). Besides, a
delay of three to six days in the appearance the first typical visible symptom was observed,
independently from the level of atmospheric contamination by ozone. So the following
hypothesis was raised: antioxidant responses to short-time variations on ozone concentrations
and/or on weather conditions may influence the occurrence and progression of leaf necroses
during the plant exposure under the environmental conditions of Sao Paulo. These hypothesis
is acceptable since this cultivar may be not well acclimated to the subtropical climate, which

characterizes the SE region of Brazil. The present study aimed at to evaluate if the
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progression of leaf necroses during plant exposure under climatic conditions and pollution of
Sao Paulo is modulated by daily antioxidant responses and to determine which environmental

factors mostly explain the relations between these biological responses.

Materials and Methods

Exposure site and sampling procedures

The plant exposure site is located inside a State Park, next to a fragment of forest, at
the South region of the city of Sdo Paulo (23°38°28.8"’S; 46°37°15.8”’W; 805 m above sea
level). It is approximately 3 Km far from a major highway with frequently heavy vehicular
traffic. The air in the region is mainly contaminated by ozone. Its precursors come
predominantly from biogenic and vehicular emissions (Souza & Carvalho 2001, Montero et
al. 2002). Sao Paulo is the largest city in area and in population of the Metropolitan Region
of Sdo Paulo (MRSP), which congregates 39 municipalities, occupies 8051 Km? of area and
is the largest industrialized and urbanized region in Latin America (Molina & Molina 2004).
The MRSP has a complex topography surrounded by moutains ranging from 650 to 1200 m
high, ideal conditions for often trapping dust and gaseous pollutants in inversion layers,
increasing their concentrations in the air.

The climate of MRSP is subtropical with drier season during winter. Monthly average
temperatures in the summer and winter times reach 23°C (from December to February) and
16°C (from June to August) respectively. The rainiest season normally begins in September
and ends in March, with an annual average precipitation of 1200 mm. The local circulation is
given by winds from southeast and northeast, mainly associated with the Atlantic Ocean
breeze circulation (Andrade et al. 2004).

Twenty eight plants of tobacco Bel-W3 were exposed to environmental conditions of
the mentioned site in four distinct periods: 31 August to 9 September 2004, 14 to 27 October
2004, 21 November to 4 December 2004 and 7 to 19 March 2005 (referred as exposure
periods 1 to 4 from now on). The plant cultivation and field exposure system were those
recommended by VDI (2003).

During 14 days of each exposure period, the accumulated percentages of leaf area
affected by typical necroses were daily determined on the 4™ to 6™ oldest leaves of all
remaining plants. The concentrations of ascorbic acid (AA) and the activity of POD and
SOD, taken as antioxidant indicators, were also daily determined in the same leaves of three

of these plants sampled randomly.
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Leaf injury assessment and analytical procedures

The percentage of leaf area affected by typical necroses was visually estimated in
classes of 5% of affected leaf area, according to VDI (2003). The results were presented as
average percentage of necroses estimated on the 4™ to 6™ oldest leaves.

The antioxidant indicators were determined in fresh green portions of the leaves. Both
collection of leaves and preparation of extracts always obeyed the same sequence of time in
order to avoid variations caused by diurnal.

Ascorbic acid was determined in 0.5 g of leaves, homogenized with 12 mL of EDTA-
Na2 (0.07%) and oxalic acid (0.5%). The mixture was centrifuged at 40000 g for 30 minutes
at 2 °C. An aliquot of the supernatant was added to 2.5 mL of DCPiP (0.02%) and
absorbance was measured spectrophotometrically at 520 nm (first lecture). After the addition
of 0.05 mL of ascorbic acid (1%), a second absorbance measurement was performed. Both
absorbance measurements were used to estimate the ascorbic acid content according to Keller
& Schwager (1977). Superoxide dismutase activity was determined in 0.35 g fresh leaves,
homogenized with 12 mL of potassium phosphate buffer (50 mM pH 7.5) with EDTA-Na2 1
mM, NaCl 50 mM and ascorbic acid 1 mM, in the presence of a pinch of PVPP 2% and
centrifuged at 22000 g for 25 minutes at 2°C. The activity of SOD was assayed by measuring
the SOD inhibition of the NBT photochemical reduction (Osswald et al. 1992). Each reaction
mixture contained 0.5 mL of EDTA-Na2 0.54 mM, 0.8 mL of potassium phosphate buffer
(0.1 M, pH 7.0), 0.5 mL of methionine 0.13 mM, 0.5 mL of NBT 0.44 mM, 0.2 mL of
riboflavin 1 mM and 0.2 mL of leaf extract. The samples were incubated for 20 minutes
under a fluorescent lamp (80 W). The absorbance of the reaction mixture was determined at
560 nm. A similar mixture lacking the leaf extract was used as control, and a dark control
mixture served as blank. The enzymatic activity was expressed, as the amount of extractable
needed to inhibit the reduction of NBT by 50%. Peroxidase activity was determined in 0.3 g
of leaves, homogenized with 12 mL potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) in the
presence of a pinch of PVPP 2%. The homogenate was centrifuged at 40000 g for 30 minutes
at 2°C. The peroxidases were determined in a reaction mixture of plant extracts, 0.1 M
potassium phosphate buffer (pH 5.5) and fenylendiamine (1%), to which was added an
aliquot of H202 (0.3%). Unspecific POD activity was measured spectrophotometrically
following the increase in absorbance (AE) at 485 nm due to the formation of an H,O,-POD
complex at two different times in the linear reaction curve (Klumpp, Guderian & Kupers

1989).
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The ozone levels during all four exposure period were continuously monitored by
EcotechTM 9680 O3 Analyzer. Continuous data on irradiation, air temperature and relative
humidity were provided by a meteorological station of the Institute of Astronomy,
Geophysics and Atmospheric Sciences from University of Sdo Paulo, located in the State

Park.
Statistical analysis

One Way Analyses of Variance and pair-wise comparison test of Student-Newman-
Keuls identified significant differences among the exposure experiments. . A multiple linear
regression analysis was performed in order to verify if the leaf necroses might be predicted
by daily oscillations on environmental factors variables (Os, air temperature, relative
humidity, irradiation) and/or on antioxidant indicators during the 14 days of exposure (data
of all four exposure periods included). The data were analyzed by means of the stepwise
backward method, which means that the analysis started with all independent variables and,
after successive new adjustments, only those that significantly contributed to explain the
variations in leaf necroses remained in the model. When necessary, data were transformed to

reach normality and equal variances. Sigma Stat 3.5 Software was used for all tests.

Results

The highest values of ozone were observed in the 1** and 31 exposure periods, when
significantly lower relative humidity was registered. Maximum levels of ozone (above 80
ppb) were measured in spring, especially in September during the 1% exposure. Average
temperature was significantly lower during the last period of plant exposure than that
measured in the other periods. Average irradiation did not significantly differ among periods
(Fig. 1, Table 1).

The leaf necroses appeared between the 3 and 6™ day of exposure (Fig. 1). They
occurred in almost all 4™ to 6™ oldest leaves evaluated (data not shown). The leaf area
affected by necroses did not differ significantly among the exposure periods (Table 1), but
the accumulated % of necroses at the end of the 4™ exposure was the highest (60% in
average). The average levels of AA were significantly higher during the 1" and 3™ exposure

periods than during the 2" and 4" periods Average SOD activity did not differ among the

107



exposure periods. In contrast, POD activity decreased significantly in plants from the 3
experiment (Table 2).

The AA concentrations in tobacco Bel W3 tented to decrease with time of exposure in
all experiments. Daily SOD and POD activities oscillated during plant exposure. Evident
high activity of SOD was observed in plants sampled at the beginning of 1** and 2™ and at the
end of 4™ exposures and of POD at the middle of the 2 exposure (Fig. 2).

The multivariate analysis established indicated that 63% of the increasing percentage
of leaf necroses in the whole period were explained by decreasing levels of AA and SOD and
by higher values of ozone concentrations and of air temperature four days before the
biological measurements (Table 3). This was the most explicative linear model, among those
proposed for other matrices of data, in which the measurements of biological parameters

were related to environmental conditions one to seven days before.

Discussion

The ascorbic acid (AA) seemed to be the most involved in the antioxidant capacity of
plants, in which could be consider as key indicator of environmental stress. Among several
functions, such as action as co-factor for many enzymes and regulation of senescence and of
pathogen attack, this antioxidant contributes to increases plant resistance against oxidative
stress by detoxifying hydrogen peroxide (Pastori et al. 2003, Conklin & Barth 2004, Barth et
al. 2004, Pavet et al. 2005, Barth, De Tullio & Conklin 2006).

Additionally, it has been suggested that ascorbic acid in the cell wall provides a first
step of defense against ozone (Baier et al. 2005). In tolerant plants ozone generally promotes
increases in AA concentrations and in the activity of enzymes of ascorbate-glutathione
(Castillo & Greppin, 1988). On the other hand, the low concentration of AA in leaves of
deficient mutants in such substance was associated to restrictions of growth and enhancement
of ozone sensitivity (Conklin et al. 2000, Veljovic-Jovanovic et al. 2001). In our study,
ascorbic acid seemed to have been one limiting factor for the appearance of visible damage
only during the first days of exposure, as also observed by Bulbovas et al. (2007) in plants of
a sensitive Brazilian cultivar of soybean. However, the decrease in its concentrations with
exposure time appeared to be a measurement of the increasing sensitivity of tobacco plants in
the monitored environment, since this effect was straightly followed by the progression of
injury.

Multivariate analysis showed that ozone levels modulate these biological responses
during plant exposure. Sant’ Anna et al. (2008) also observed in fumigation experiments that

the association between realistic concentrations of ozone and leaf contents of AA and
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necroses in plants of N. tabacum Bel W3 was time-dependent. Significant reductions in AA
were followed by evident increases in the leaf area affected by necroses in plants exposed to
over 40 ppb of ozone for four days.

Numerous studies have observed that during the adaptation to oxidative stress the
levels of SOD , POD and others enzymatic antioxidants can oscillate in plants growing in a
stressing environment, an effect that was observed in plants of N. tabacum Bel W3 during the
field experiments. This effect may depend on the plant species, stage of development and
intrinsic metabolic rhythms (Kuk et al. 2003). Increases in SOD have been generally
observed in response to ozone, as demonstrated by Scebba et al. (2003) for exemple.
However, the reduction in the activity of SOD while the concentrations of ozone as well as
the leaf visible disturbances increased may be another indication that the antioxidant system
in the plants of the present study disarranged with time. Similar result was obtained by
Calatayud & Barreno (2001) in Lycopersicon esculentum cv. Tiny Tim treated with ozone.

As supposed, ozone was not the only environmental factor to cause oscillations on the
antioxidant responses and on the progression of leaf necroses during the experimental
periods. Air temperature also interfered on these relations. For instance, the maximum
average % of leaf area affected by necroses was observed during a period (4th exposure) in
which the temperature was the highest of the whole experimental period (23.3°C in average),
but leaf contents of AA and the concentrations of ozone were lower, compared to the values
registered during the 1st exposure. We should consider that the ozone flux through the
stomata into the leaf may be modified by various environmental factors such as temperature
(Karlsson et al. 2004, Filella, Pefiuelas & Ribas 2005, Hassan 2006). So, we may suppose
that the environmental conditions during the last field experiment should have been more
appropriate to the uptake of ozone than during the other periods, resulting in stronger
potential stress, decreased levels of AA and consequently more intense leaf necroses. Some
authors, like Payton et al. (2001) and Ding et al. (2007), also found that plants increase
sensitivity to oxidants when exposed to chilling temperatures.

Finally, a weak linear relation was observed between % of injury and atmospheric
ozone concentration as observed by several authors (e.g., Ribas & Penuelas 2003, Yuska et
al. 2003, Klumpp et al. 2006 and Calatayud et al. 2007), reinforcing the conclusion of
Sant’Anna et al. (2008) that the employment of % of leaf area affected by necroses as

indicator of ozone under atmospheric conditions of Sao Paulo must be carefully evaluated.
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Figure 1. Daily average values of leaf injury, ozone concentration, relative humidity,

temperature and irradiation during the four exposure experiments with N. tabacum Bel W3.
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Table 1. Average values + standard deviations of environmental factors and of biological

parameters measured in plants of N. tabacum Bel W3, during the four periods of plant

exposure. Different letters show significant differences among exposure experiments for

each parameter analyzed (p< 0.05).

Variables

1*' exposure

2" exposure

3" exposure

4™ exposure

Environmental factors
Ozone (ppb)
Relative humidity (%)
Temperature (°C)
Irradiation (MJ/mz)

Biological parameters
Leaf necroses (%)
AA (mg g"' DM)
SOD (10> U g' DM)

POD (10° AE min"' DM)

60.5+125a
73.6+25.1b

19.0+6.3b

184+45a

6.0 +10.0a
6.6+2.1a
182+ 10.5a

/

21.1+23b
83.9+158a

1924+5.6b

13.1+5.6a

20+30a
46+18b
125+ 188 a

159+17.1a

350+ 11.7a
76.6 +19.5b

204+54b

22.1+69a

7.0+£10.0a
59429a
7.8+3.6a

58+4.2b

212493b
79.1+199 a

233+4.7a

132+3.7a

18.8+23.0a
49+423Db
14.4+20.8 a

141+80a

/ - Data not available.

Distinct letters indicate significant differences among exposure periods for each variable

(p< 0.05).
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Table 2. Predictive variables of leaf necroses (log;o transformed) in plants of N. tabacum
Bel W3 during 14 days of exposure to the environmental conditions of the study site, in the

city of Sdo Paulo.

Variables Coefficient P
Ozone * 0.016 0.011
Temperature * 0.132 < 0.001
Ascorbic acid ** 0.148 0.006
Superoxide dismutase ** 0.0002 0.009

Constant = -1,245; R*=0.63 (p <0.001)

* Four days before necrosis evaluation.

** In the same day of necrosis evaluation.
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Capsule: Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ is suitable for indicating low ozone

levels in Brazil

ABSTRACT

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ is a widely used sensitive bioindicator for
ambient ozone, but it is rarely used in tropical countries. Our goal was to
determine the suitability of this plant for biomonitoring ozone in the city of
Sdo Paulo by evaluating the relationships between leaf necroses and ozone
under field conditions and measurements of chlorophyll a fluorescence and
antioxidants in plants exposed to different concentrations of ozone in closed
chambers. While a weak linear relationship between leaf injury and ozone
concentrations (R2 = 0.10) was determined in the field, a strong linear
relationship was observed in the chamber experiments. Maximum leaf injury
was observed in plants submitted to 40 ppb, which coincided with a
significant decrease in fluorescence and total ascorbic acid. The relationship
between leaf damage observed in the field and ozone was improved when the

concentrations were limited to 40 ppb (R* = 0.28).

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

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

oxidative potential of the atmosphere (Souza et al., 1999).

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

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

Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ has been used for biomonitoring ozone in
Europe and North America (Heggestad, 1991; Krupa and Manning, 1988;
VDI, 2000). As it is very sensitive and shows characteristic and easily
quantified ozone-induced necroses on the leaves (Horsman, 1981; Penuelas et
al.,, 1999; Vergé et al., 2002). Klumpp et al. (2006) by means of a recent,
successful biomonitoring program conducted in many European cities,

showed that tobacco ‘Bel W3’ was adequate for indicating sites and periods
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of the year more and less contaminated by ozone. However, strong linear
relations between ozone concentrations and percentage of leaf tissue covered
by necroses, an ideal condition for quantitative biomonitoring according to
Arndt and Schweizer (1991), were only found in a few numbers of cities.
These authors and others, such as Koppel & Sild (1995), Antonielli et al.
(1997), Finnan et al. (1996), Pefiuelas et al. (1999) and Vergé et al. (2002),
concluded that meteorological variations may interfere with the uptake of
ozone via stomata and thus affect the linear relations. Therefore, the
bioindicator efficiency of N. tabacum ‘Bel W3’ is strongly dependent on the

environmental conditions as a whole.

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

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

In the present study, we raised the general hypothesis that N. tabacum
‘Bel W3’ is as efficient for quantitative biomonitoring under the tropical
weather conditions observed in Sao Paulo as in European cities, as indicated
by a significant linear relation between leaf necroses and ozone
concentrations. In addition to the possible interferences of meteorological
factors on the uptake of ozone already noted by other authors, our working
hypothesis was that physiological disturbances and the action of antioxidants
restraining the toxic effects of ROS during plant exposure are other possible
causes of interference with the linear relation between leaf necroses and
ozone. Therefore, our goal was to determine (1) the relationship between
ozone and the percentage of leaf area of N. tabacum ‘Bel W3’ affected by
necroses under field conditions and (2) the physiological responses, indicated
by the measurement of chlorophyll a fluorescence and the levels of total
ascorbic acid and activity of superoxide dismutase, in plants exposed to
different concentrations of ozone for two and four days. Finally, comparing

results from both field and experimental designs, we determined the
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suitability of N. tabacum ‘Bel W3’ for biomonitoring ozone in the city of Sao

Paulo.
2. Materials and Methods

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

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

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

using daily values of temperature and relative humidity.

Four ozone fumigation experiments were carried out in closed
chambers maintained inside a laboratory under artificial illumination
supplied by metallic vapor (400 W) and fluorescent (30 W TLOS5) lamps.
The experiments consisted of exposing three tobacco plants to filtered air
(FA treatment) and another three to filtered air plus ozone (FA+O;
treatment) for two days and two other similar lots of plants to the same
treatments for four days (three hours per day in all cases). One replicate of
each treatment was performed. The ozone concentrations simulated in the
FA+O; treatment were 20, 40, 60 and 80 ppb, which were defined in
function of the daily atmospheric concentrations observed during the field
experiment. Ozone was generated under electrical discharge by dissociation
of oxygen contained in filtered air. The ozone levels were certified by
continuous measurements performed with a Ecotech™ 9810B photometric

monitor.
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During the fumigation experiments, the mean values of temperature,
relative humidity and photon flux density were 28 + 4 °C, 88 + 6% and 156 +

8 umol m™ s, respectively.

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

percentages of the three leaves per plant.

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

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

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

fumigation experiment. SigmaStat 2.0 Software was used for all tests.

3. Results

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

greenhouse under filtered air never showed leaf necrosis.

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

the plants exposed to filtered air showed no visual injuries.

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

plants exposed to filtered air (Fig. 2). Higher activity of SOD was verified in
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plants fumigated with 60 ppb for four days compared to plants exposed for

two days.

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

plants fumigated for two days (Table 1).

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

between fluorescence and ozone was obtained for two days.

4. Discussion

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

and then on the relationship between leaf necroses and ozone.
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According to Krupa et al. (1993), Muné-Bosh and Alegre (2002),
Davison et al. (2003), the ozone biomonitoring using tobacco Bel W3 can
be affected by photoperiod, temperature, solar radiation, relative humidity,
wind, VPD and carbon dioxide concentrations which are parameters that can

decrease the ozone uptake because they promote the closing of the stomata.

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

2006).

Although the data from the fumigation experiments showed a stronger
linear relationship between ozone and leaf damage than that obtained in the
field, they clearly revealed that maximum physiological disturbances and

maximum percentage of leaf area affected by necroses occurred in plants
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fumigated with 40 ppb for four days. Additionally, the intensification of the
effects on the plants seemed to be time-dependent, mainly those related to

chlorophyll a fluorescence and leaf necroses.

Chlorophyll a fluorescence, an indicator of photosynthetic efficiency
(Maxwell and Johnson, 2000), clearly showed that plants exposed for two
days were less affected by ozone than those exposed for four days. The
reduction of photochemical efficiency of PSII, shown by significantly lower
F,:F, ratios, can mainly be attributed to the decrease of maximum
fluorescence (Fy,), an effect that was evident in plants exposed to 40 and 60
ppb of ozone. Under 40 ppb for two and four days, the reduction of F,:Fy,
could also be a consequence of the decrease of Fy, as frequently described
by other authors, such as Maxwell and Johnson (2000), Guide et al. (2005),
Francini et al. (2007), among others. This parameter also showed that from
40 ppb of ozone and upwards the gaseous exchanges could be affected in
such a way that the pollution uptake would be restrained in longer
exposures. This might explain why ozone levels over 40 ppb did not add

any additional damage to the leaves.

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

ozone for four days.

Taking in account the results from the fumigation experiments, it is
possible to expect increasing physiological disturbances during the 14 days
of exposure of N. tabacum ‘Bel W3’ in the field, which could restrict ozone
uptake and be one possible explanation for the weak relationship between
leaf damage and ozone concentrations. The action of antioxidants should not
be ignored. It is also possible to suppose that these disturbances would be
worse when tobacco plants are exposed to mean ozone concentrations
higher than 40 ppb. To test these suppositions, a new regression analysis
between leaf damage and mean ozone concentrations (from 8:00 am to 8:00

pm) up to 40 ppb was performed (R* = 0.28; p < 0.05). Compared to the
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results presented in Table 1, this linear relationship improved (from 10% to
28%). However, it is still not strong enough to guarantee the suitability of V.
tabacum ‘Bel W3’ for quantitative ozone biomonitoring under the
environmental conditions commonly observed in the city of Sdo Paulo,

except possibly in regions where the ozone concentrations are less than 40

ppb.

5. Conclusions

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

the city.
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Table 1: Mean values of minimum (Fy) and maximum fluorescence (F,,) of
chlorophyll a and F,:F,, ratios in plants of N. tabacum ‘Bel W3’ exposed to
ozone (n = 9). Different letters show significant differences among mean
values obtained for plants exposed to different levels of ozone for two days
or for four days (p < 0.05). * Indicates significant differences between mean

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

concentration.
2 days 4 days
O; Fy Fn F,:F. Fo Fu F,:Fn
(ppb)

0 382.5°  2271.8° 0.832° 380.9° 2272.0° 0.832°
20 395.7°  2430.7*  0.837° 362.7°  2177.3*  0.834°
40 264.3" 1420.7° 0.809° 3243 1666.6° 0.790°
60 431.2° 2107.6° 0.795%  357.8* 14767 0.749

80 381.8° 1855.6° 0.791¢ 347.1%  1801.3* 0.780°
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Table 2: Determination coefficient between ozone pollution descriptors and
biotic parameters analyzed in plants of Nicotiana tabacum ‘Bel W3’

exposed in the field (n = 198) and in fumigation chambers (n = 45).

Experiment Exposure period Os descriptor  Leaf injury F,:Fy, ratio AA SOD
Field 14 days ' Mean 0.10% - - -
AOT20 0.06* - - -
AOT40 0.03* - - -

FA + O3 2 days Mean 0.96* -0.90* 0.48*%  0.46%*

4 days Mean 0.89* -0.85* 0.74*%  0.33%*

! Average concentration from 8:00 am to 8:00 pm
*p <0.05
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Fig.1: Mean values of daily ozone concentrations, daily vapor pressure

deficit (VPD) and percentage of leaf injury in plants of N. tabacum ‘Bel

W3’ successively exposed for fourteen days during the field study. Mean

values were calculated based on the results obtained at all four exposure

sites.
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Fig.2: Mean values of percentage of leaf injury, the amount of total ascorbic
acid (AA) and the activity of superoxide dismutase (SOD) in plants of N.
tabacum ‘Bel W3’ fumigated with different ozone concentrations for two
( ) and four ( M) days. Lowercase and capital letters indicate significant
differences among mean values obtained for plants exposed to different

levels of ozone for two days and for four days, respectively (p < 0.05).

* Indicates significant differences between mean values obtained after two

and four days of exposure to the same ozone concentration (n = 9).
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