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“A natureza ¢ o Unico livro que oferece um contetdo

valioso em todas as suas folhas”

(Johann Goethe)
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Resumo

O ozobnio (Oz) é um poluente fitotdxico que pode causar injurias visiveis em plantas e tais
injarias auxiliam na identificacdo de riscos potenciais a vegetacdo. Os marcadores
microscopicos se destacam como Unica forma de validar essas injdrias como decorrentes de
processos oxidativos provocados por Os. Em condigdes de campo, 0 sinergismo entre a
exposicdo ao Oz e ao estresse luminoso gera danos oxidativos mais intensos quando
comparados as situacdes experimentais em que o estresse é aplicado individualmente. Estes
danos sdo ainda mais intensos em espécies que apresentam maior sensibilidade ao estresse
luminoso, como Astronium graveolens. Diversos efeitos de combate e contencdo de espécies
reativas de oxigenio (ROS), derivadas da sinergia entre esses dois fatores ambientais, em
especial as respostas desempenhadas pelos polifenois, sao observados estruturalmente de forma
a validar a origem do processo oxidativo. Os objetivos deste estudo foram (i) identificar e
descrever as injurias visiveis em foliolos de plantas jovens de A. graveolens em situacdo de
campo; (ii) validar os sintomas como decorrentes de Oz, com base em marcadores
microscopicos; (iii) testar, em campo, o potencial bioindicador de Oz da espécie; (iv)
caracterizar a deposicdo de polifenois no clorénquima das laminas foliolares. A. graveolens
apresentou injurias do tipo stippling marcadas pela oxidacéo da parede celular e de protruses
presentes no apoplasto. Os indices de injdrias testados mostraram linearidade com a SUMO,
assim, a espécie pode ser empregada no biomonitoramento do Os. Ainda, amostras submetidas
ao sinergismo (Oz e estresse luminoso) apresentaram um padrdo especifico na distribuigdo
espacial de polifenois no interior do vacuolo, de acordo com a posicao da célula em relacéo
aquelas em processo de HR-like. Este padrdo obedece ao mesmo encontrado no interior do
vacuolo das células epiteliais de canais secretores em desenvolvimento, em que ambos 0s
tecidos envolvidos (parénguima palicadico e canais secretores) apresentam a mesma origem
ontogenética (meristema fundamental), indicando que s&o processos homdlogos. A presenca de
flavonois na regido de estabelecimento de HR-like ressalta o envolvimento destes polifenois no
combate as ROS. Este estudo enfatiza o papel fundamental da anatomia, ndo somente na

validacao das injurias, mas, também, no entendimento dos processos de defesa da planta.



Apresentacdo

Uma introducao geral inicia a Dissertacéo, na qual abordamos como ocorre a formacéo
do ozoénio troposférico (O3), a rota de entrada de Oz na folha, os principais efeitos do poluente
em nivel celular e as respostas de defesa contra o estresse oxidativo provocado pelo Oz. Ainda,
tratamos da utilizacdo de injdrias visiveis caracteristicas de Oz em programas de
biomonitoramento e 0s aspectos relevantes na validacdo das injurias por meio de marcadores
microscopicos estruturais. Abordamos as concentracdes de Oz na Regido Metropolitana de Séo
Paulo e estudos que avaliaram seu potencial fitotoxico. Enfatizamos a necessidade de se estudar
e entender os efeitos do Oz em espécies arbdreas nativas em especial, em Astronium graveolens
que vem sendo estudada pelo grupo, e o seu potencial bioindicador de O3z. A hipdtese e 0s
objetivos gerais sdo destacados ao término da introducao.

Ap0s a introducdo geral, apresentamos os dois capitulos que compde a Dissertacao,
estando os mesmos formatados de acordo com as normas do periédico Environmental Pollution
para o qual as versfes em inglés, devidamente corrigidas e revisadas serdo encaminhadas. Os
artigos a serem submetidos a publicacdo possuem coautores diferentes que colaboraram
significativamente com o estudo; assim, seus nomes ja foram incluidos nos capitulos.

O primeiro capitulo trata da validacéo das injdrias visiveis provocados por Oz, com base
em marcadores microscopicos estruturais em plantas de A. graveolens, expostas em situacéo de
campo.

O segundo capitulo trata do sinergismo entre o estresse luminoso e 0 O3z nas respostas
estruturais de polifenois em foliolos de A. graveolens. Este Gltimo capitulo originou-se do
interesse em se entender os diferentes aspectos de compostos fendlicos observados durante as
analises dos marcadores estruturais apresentados no primeiro capitulo.

Finalizamos a Dissertacdo com as conclusdes que redinem os resultados apresentados e

discutidos nos dois capitulos.
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1. Introducéo geral

O o0zbnio troposférico (O3) é um poluente aéreo de origem secundéria, formado por meio
de reacbGes quimicas envolvendo poluentes priméarios, aqueles emitidos diretamente na
atmosfera por fontes estacionarias e moveis, e intermediadas pela radiacdo solar (Freedman
1995; CETESB 2012). Em uma atmosfera ndo poluida na qual gases como os éxidos de
nitrogénio (NOX), precursores do Oz, ndo estdo em excesso tém-se, na presenca de luz solar, a
seguinte sequéncia de eventos: No primeiro momento (equagdo 1) ocorre a decomposic¢éo do
dioxido de nitrogénio (NO>) intermediado pela luz solar, gerando monoxido de nitrogénio (NO)
e oxigénio atbmico (O"). A molécula de O reage rapidamente com a molécula de gas oxigénio
(O2) formando o Os (equacdo 2), enquanto que o outro produto NO reage com o Oz para
regenerar a molécula de NO: (equacdo 3). Dessa forma, o Oz produzido € consumido nédo

oc/orrendo seu acumulo.

NO:z + hv (A <430) ->NO + O" (equacéo 1)
O+ 02 — O3 (equacdo 2)
NO + O3 — NO2 + O (equacéo 3)

Nos locais onde a atmosfera é diretamente influenciada pelo trafego urbano e atividades
industriais, que produzem grande quantidade de compostos organicos volateis (COVs), estes,
na presenca de luz solar, reagem com os radicais hidroxila (OH") presentes naturalmente na
atmosfera formando o radical peroxi (RO2") (equagéo 4). O RO." oxida NO a NO> (equagéo 5),
sem que ocorra o consumo de Oz (equagdo 3), havendo o acimulo do poluente (Freedman,
1995; CETESB 2000; Ashmore, 2005).

COV (+OH’, hv) —» RO2" (equacéo 4)
RO2" + NO — NO2 + RO’ (equagéo 5)

O incremento dos niveis de Oz na troposfera se torna prejudicial ao ambiente e aos seres
vivos devido a sua forte acdo oxidante, sendo, portanto, o mais estudado dentre os poluentes
atmosfericos (Krupa et al., 2001). A rota do Oz até atingir os tecidos vegetais engloba: (1) 0 Os
deve vencer as resisténcias presentes na superficie foliar, como tricomas e a camada limitrofe
da folha; (2) vencendo tais resisténcias, deve ainda enfrentar a resisténcia oferecida pelos
estdmatos ou cuticula (esta ultima considerada uma via de maior resisténcia); (3) dentro da

folha, no apoplasto, ocorre a ozondlise, o que intensifica a formacao de espécies reativas de



oxigénio (reactive oxygen species, ROS), entre elas superdxido (O2), peréxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH"), ativando processos de desintoxicagdo, que, quando nao
suficientes para neutralizacdo das ROS, levam ao estresse oxidativo (oxidative burst, OB) e,
consequentemente, a oxidacéo de constituintes celulares: lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(Bartosz, 1997; Roshina & Rochina, 2003; Foyer & Noctor, 2005; Heath et al., 2009; Overmyer
et al., 2009; Sharma et al., 2012). Algumas ROS sdo radicais livres, com um ou mais elétrons
desemparelhados na ultima camada eletronica, o que lhes confere alta reatividade (Halliwell,
1992); j& 0 H202 é um oxidante estavel e sem carga, 0 que facilita sua passagem através da
membrana celular e, dependendo da sua concentracdo, pode leva a morte celular (Oksanen et
al., 2003; Resende et al., 2003; Faoro & Iriti, 2009).

Em seu caminho para o interior da célula, as ROS devem vencer alguns compartimentos
e estruturas, onde modificam componentes celulares biologicamente importantes. Nesse
percurso devem ultrapassar a parede celular e o espaco extracelular existente entre a parede e a
membrana plasmatica e, por sua vez, a propria membrana antes de atingir o citoplasma (Roshina
& Rochina, 2003). Quando se consideram os constituintes celulares, as proteinas sdo mais
sensiveis ao estresse oxidativo do que os lipidios, portanto as ROS reagem primeiramente com
as proteinas das membranas celulares e secundariamente com os lipideos, alterando a
permeabilidade membrana celular e, somente ap06s ultrapassar estas barreiras, reagem no
citoplasma e ndcleo (Rochina & Rochina 2003).

Como ja mencionado, as plantas podem ativar processos de desintoxicacdo em resposta
as ROS, produzindo antioxidantes enzimaticos como: ascorbato peroxidase, glutationa
redutase, catalase, superéxido dismutase e ainda metabolitos como a glutationa, carotendides,
acido ascorbico e fendis (Soares & Machado, 2007). Havendo o desequilibrio dos
antioxidantes/ROS, em condicBes de estresse em ambiente poluido, os primeiros efeitos
decorrentes de Os tém inicio em nivel fisiolégico e bioquimico, progredindo para nivel
ultraestrutural, estrutural e, ao final, morfoldgico, com a expresséo de injurias visiveis foliares.

A poluicdo atmosférica também pode ser responsavel pela inducdo e alteracdo da
composicdo de metabdlitos secundarios (Furlan et al., 1999; Furlan et al., 2010). O O3 foi
correlacionado positivamente com mudancas no metabolismo dos compostos fenolicos (Biolley
et al., 2002; Sandre et al., 2014), que s&o caracterizados por apresentarem um grupo fenol (um
grupo hidroxila (-OH) em um anel aromatico); quando reinem pelo menos dois anéis
aromaticos sdo chamados de polifenois. Estes compostos formam um grande grupo heterogéneo
sendo, hidrossoluveis, lipossollveis ou insollveis - quando integram grande polimeros (Taiz &
Zeiger, 2004), podendo ser classificados com base no numero de atomos de carbono na
molécula (Vermerris & Nicholson, 2006). O aumento da sintese de polifenois, como



proantocianidinas (taninos condensados), ocorre como uma resposta ao Oz (Rezende & Furlan,
2009; Booker et al., 2013)sendo estes encontrados principalmente no vacuolo das células do
parénquima paligadico como constatado por Vollenweider et al., 2003; Tresmondi & Alves,
2011; Guerreiro et al., 2013, Moura et al., 2014) e tais compostos sdo responsaveis pela
expressao de injurias visiveis em resposta ao Oz (Furlan et al., 2007; Tresmondi & Alves, 2011,
Santos & Furlan, 2013). Muitos polifenois desempenham um papel importante na defesa da
planta contra o estresse oxidativo, funcionando como doadores de elétrons, capazes de atuar
como antioxidantes ndo enzimaticos (Furlan & Santos, 2013), evitando ou diminuindo as
concentracdes de ROS, quando em quantidade suficiente.

Devido & capacidade das plantas de reagir metabdlica, fisiologica, estrutural e
morfologicamente as mudancas nas concentragdes atmosféricas de poluentes gasosos, estas tém
sido muito empregadas como bioindicadoras de qualidade do ar (VDI 1999; 2003; Mulgrew &
Williams, 2000). Contudo, plantas a serem empregadas em programas de biomonitoramento
devem apresentar injdrias facilmente observaveis, que indiquem, de maneira clara, a presenca
do poluente.

A existéncia do Os troposférico € conhecida desde 1840 porém, as injarias foliares
provocadas por esse gas foram identificadas pela primeira vez em 1950 (Percy et al., 2003;
Ashmore, 2005). Desde entéo, vem ocorrendo, em paises do Hemisfério Norte, o aumento no
namero de estudos que registram as lesdes foliares induzidas por Os em plantas (Percy et al.,
2003; Bussotti et al., 2003; Novak et al., 2003; Davis & Orendovici 2006; Bussotti & Ferretti
2009; Vollenweider et al., 2013). Para muitas espécies florestais da Europa, ja existe a
fotodocumentacdo referente a caracterizagdo macroscopica das injdrias decorrentes do Os e dos
marcadores estruturais que as validam (ICP-Forests) e tais informacdes estdo disponiveis
(Ozone injury in European Forest Species: http://www.ozoneinjury.org/). Além disso, existem
manuais com protocolos para identificar espécies sensiveis, avaliar as injurias visiveis e definir
a forma de amostragem, entre outras recomendacfes (ICP, http://icp-forests.net/page/icp-
forests-manual). Todas essas informagdes embasam programas de biomonitoramento do Oz em
florestas do hemisfério norte, porém esses protocolos podem néo ser aplicaveis no hemisfério
sul diante da alta biodiversidade existente em nossas florestas (Domingos et al., 2015).

A plasticidade de resposta e a morfologia da injuria visivel vao depender da espécie
estudada, do gendtipo, da posicdo e idade da folha, do tempo de exposicdo e dos fatores
meteoroldgicos (Percy, et al., 2003). Além disso, é de fundamental importancia estabelecer se
as injurias presentes nas folhas sdo causadas realmente por estressores abidticos (no caso
poluentes), uma vez que existem diversos sintomas decorrentes de fatores bioticos (Novak et

al., 2003). As analises estruturais permitem essa distingéo e estdo sendo cada vez mais utilizadas
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para a validagdo dos sintomas decorrentes de poluentes atmosféricos (Gunthardt-Goerg &
Vollenweider, 2007).

O O3 pode induzir estresse oxidativo no apoplasto e mesofilo, resultando em marcadores
microscopicos desse estresse ou na resposta de hipersensibilidade (hypersensitive like response,
HR-like) e senescéncia celular acelerada (accelerated cell senescence, ACS) (Vollenweider et
al., 2003). Dentre os marcadores de estresse oxidativo (SO) podem ser citados: protrusfes nas
paredes celulares voltadas para o apoplasto e alteraces nos cloroplastos (Gunthardt-Goerg et
al., 1997; Schraudner et al., 1998; Vollenweider et al., 2003; Pedroso & Alves, 2015). A
resposta de HR-like é um tipo de morte celular programada que ocorre em grupos de células
parenquimaticas e é caracterizada por um conjunto de marcadores, dentre eles: colapso da
parede celular, condensacdo do protoplasto, ruptura da membrana celular e incompleta
degradacdo de organelas (Faoro & Iriti, 2009). A resposta de ACS tem como principais
marcadores alteracdes nos cloroplastos, com reducdo na sua quantidade e formato, (inchaco),
aumento do vacuolo, condensagdo do citoplasma e nucleo, entre outros (Vollenweider et al.,
2003; Gunthardt-Goerg & Pierre, 2007). Embora o termo ACS seja utilizado pelos muitos
autores citados, que avaliam os efeitos do Oz em plantas, outros autores relacionam os termos
senescéncia e senescéncia acelerada as repostas em o6rgdos e ndo em células (Hadfield &
Bennet, 1997), sendo o termo aceleracdo de morte celular preferivel a aceleracdo de senescéncia
celular segundo esses autores (Hanaoka et al., 2002; Tanaka et al., 2003; Yao & Greenberg,
2006).

O Oz vem atingindo valores preocupantes nas grandes cidades ao redor do planeta
(Molina & Molina, 2004). Na cidade de S&o Paulo, cerca de sete milhdes de veiculos (Detran
2014) séo responsaveis pela emissdo de 77% de hidrocarbonetos e 80% de NOX, gases
precursores de Os. Além da presenca dos precursores, as condigdes climaticas da cidade
favorecem a formacdo do Os, uma vez que ocorrem na regido, durante boa parte do ano, dias
claros, com alta radiacdo e temperaturas elevadas (CETESB 2012). Diante disso, 0 Oz é 0
poluente que mais ultrapassa o padréo de qualidade do ar no Estado de Séo Paulo (160 pg/m?3
~ 80 ppb até 2012 e 140 pg/m? = 70 ppb a partir de 2013) mesmo apds diversas medidas
adotadas para o controle e reducdo das emissdes de seus percursores (CETESB 2012; Detran
2014).

Diante das altas concentragdes de Oz observadas em regides da cidade de S&o Paulo, SP
estudos que avaliem o potencial fitotdxico desse gas vem sendo realizados (Dias et al., 2007;
Sant’Anna et al., 2008, Esposito et al., 2009; Souza et al., 2009; Alves et al., 2011; Dafré-
Martinelli et al., 2011; Mouraet al., 2011; Pedroso & Alves 2015) embora poucos com espécies
arboreas (Moraes et al., 2011; Tresmondi & Alves, 2011, Furlan et al., 2010; 2013). Assim,



estudos com espécies arboreas nativas sdo necessarios para selecionar aquelas com capacidade
bioindicadora de Oz em regides tropicais.

Dentre as espécies tropicais testadas, Astronium graveolens Jacq. (Anacardiaceae) foi
fumigado com Os, de forma cronica: 70 ppb/6 horas/53 dias, com repeti¢do por 36 dias nas
mesmas condi¢des (Moura, 2013) e aguda: 200ppb/4 horas/3 dias (Moura et al., 2014);
desenvolvendo injdrias caracterizadas por pontuacdes marrons entre as nervuras, distribuidas
em todo o limbo foliar de maneira homogénea assemelhando-se a “stipples” (Vollenweider et
al., 2003). As injurias visiveis estabelecidas mostram que a espécie € promissora para o
biomonitoramento do Oz. Moura (2013) tambem estabeleceu os principais marcadores
microscopicos decorrentes do Oz em plantas fumigadas, que serviram de base para o presente

estudo, que foi desenvolvido em campo.

2. Hipotese e objetivos gerais

A hipoétese deste estudo é que A. graveolens na presenca do Oz vai apresentar sintomas
caracteristicos quando exposto em campo, em local que apresenta concentra¢des significativas
desse poluente, e que os marcadores microscépicos permitirdo validar esses sintomas. Assim,
0 objetivo do presente estudo é identificar marcadores microscopicos decorrentes do Oz em A.
graveolens, validar, com base nesses marcadores, 0s sintomas visiveis nessa planta como

decorrentes do Oz e testar em campo o potencial bioindicador de Oz da espécie.
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empregada no biomonitoramento do 0zénio
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Resumo

O oz6nio é um poluente fitotoxico que pode causar injurias visiveis em plantas e estas auxiliam
na identificacdo de areas com risco potencial a vegetacdo. Marcadores microscopicos permitem
a validacdo das injurias em campo. Os objetivos deste estudo foram acompanhar e descrever as
injarias visiveis em foliolos de plantas jovens de A. graveolens ao longo do tempo, em situacdo
de campo e valida-los como decorrentes de Oz, com base em marcadores microscopicos, além
de testar em campo o potencial bioindicador de Oz dessa espécie. A. graveolens apresentou
injarias do tipo stippling marcadas pela de oxidacdo de protrusdes presentes no apoplasto e da
parede celular. Os indices de injdrias testados mostraram linearidade com a SUMO, assim, a

espécie pode ser empregada no biomonitoramento do Os.

Palavras-chave: estresse oxidativo, injurias visiveis, stippling, Astronium graveolens,

Anacardiaceae
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Abstract

Ozone (O3) is a phytotoxic pollutant that can cause visible injuries on plants and these injuries
can be used as indicators of the potencial risk to vegetation. Microscopic markers allow the
validation of injuries in the field. This study aimed to monitor and describe over time the visible
injuries on seedling leaflets of A. graveolens, and also to validate the injuries as resulting from
O3, based on microscopic markers. In addition aimed to test the Oz bioindicator potencial of
this species in the field. A. graveolens showed stippling marked by the oxidation of apoplastic
wart-like protrusions and cell wall. The injury index showed linear correlation with Sumo0, thus

the species can be used in the biomonitoring Os

Keywords: Anacardiaceae, Astronium graveolens, oxidative burst, stippling, visible injuries.
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1. Introducéo

A Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP), onde residem cerca de 20 milhdes de
habitantes (IBGE, 2014) enfrenta problemas com relacdo a qualidade do ar devido aos poluentes
provenientes, principalmente da sua frota automotiva, que produz precursores de 0zonio (O3).
Na RMSP, o Os ultrapassa inimeras vezes o padrdo de qualidade do ar estabelecido para o
Estado de S&o Paulo de 80 ppb em 1h (CETESB, 2012), e, em 2012 esse padréo foi ultrapassado
muitas vezes, principalmente nas épocas mais quentes do ano, primavera e verdo (CETESB,
2012). Apesar do padrdo de qualidade do ar se referir a saude humana (CETESB, 2012),
valores, como os registrados, também sdo potencialmente prejudiciais a sadde das florestas
(Paoletti et al., 2007). Diferentes indices foram criados para estimar o risco do Oz & vegetacdo
e estabelecer limites de protecédo. Entre eles a SUM 00 (soma de todas as concentracdes horarias
em um ano) e a SUM 60 (soma das concentracdes horarias superiores a 60 ppb em um ano),
criadas nos Estados Unidos, e a AOT40 (dose acumulada acima de 40 ppb durante a estacéo de
crescimento) mais empregada na Europa (Paoletti et al., 2007).

Além dos indices citados, com base em parametros bioldgicos, é possivel avaliar se ha
concentrag0es fitotoxicas de Oz no ambiente. Assim, indices baseados nas injdrias visiveis em
folhas podem auxiliam na identificacdo de areas com risco potencial a vegetacdo (Manning,
2003; Sanz & Calatayud, 2009; ICP, 2010). Mesmo apresentando grande variabilidade, as
injarias visiveis decorrentes do Oz compartilham tragos em comum e podem ser utilizadas para
fins de bioindicacdo do poluente (Paoletti et al., 2009), sendo a espécie bioindicadora aquela
que responde de modo especifico e caracteristico quando submetida a concentracGes
expressivas de Oz podendo ser um detector biolégico e ecoldgico significativo (Manning,
2003).

Entre as injurias visiveis caracteristicas provocadas por Oz destacam-se: clorose
(chlorosis), manchas cloroticas (clorotic mottling), branqueamento (bleaching), necroses
(flecking), pequenas manchas puntiformes com pigmentagdo de coloragdo vermelhaa marrom
escuro (brow or red stippling), avermelhamento foliar (reddening), que sempre estao presentes
entre nervuras na face adaxial da folha (Krupa et al., 2001; Novak et al., 2003; Orendovici et
al., 2003; Vollenweider et al., 2003; Rezende & Furlan, 2009; Sanz & Calatayud, 2009; ICP
2010). Apesar das injurias visiveis ndo incluirem todas as formas possiveis de prejuizo as
florestas, avaliar sua presenca pode ser uma ferramenta valiosa no estabelecimento do impacto
de O3z em espécies sensiveis (Sanz & Calatayud, 2009; ICP, 2010). Porém, o reconhecimento
da injuria visivel exige treino e muitas espécies apresentam injurias que sdo facilmente
confundiveis com processos naturais como o de senescéncia, que devem ser desconsiderados

nos estudos que tratam do biomonitoramento (Bussoti et al., 2003). Dentre os tipos de injarias,
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as pontuacdes intervernais (stippling), restritas a superficie adaxial das folhas, sdo de facil
detec¢do, 0 que permite maior precisdo na avaliagcdo do efeito fitotoxico do Oz (Bussotti et al.,
2006).

As injurias induzidas por Oz ja foram avaliadas em mais 75 espécies na Europa e em,
66 espécies norte-americanas, entre arvores arbustos e ervas, e a maioria foi validada em
condi¢bes controladas (Innes et al., 2001; Orendovici et al., 2003; Porter, 2003;
http://www.gva.es/ceam/ICP-forests/). Os muitos estudos, especialmente aqueles baseados em
fumigacdo, sugerem que analises microscopicas dos tecidos foliares sdo uma ferramenta eficaz
para validar as injarias visiveis e, consequentemente, avaliar o prejuizo que o Oz causa a
vegetacdo. Da mesma forma que as injurias visiveis, muito dos marcadores microscopicos sao
observados nas diferentes espécies ja estudadas (Gunthardt-Goerg & Vollenweider, 2007,
Faoro & Iriti, 2009). Dessa forma, esses padrdes ja estabelecidos contribuem na determinacéo
das respostas ao estresse decorrente Oz em espécies ainda pouco estudadas.

A utilizacdo de marcadores microscopicos, que indicam mudangas em nivel celular e na
composic¢do quimica dos tecidos (Kivimaenpaa et al., 2003; Gunthardt-Goerg & Vollenweider,
2007), apresenta: uma série de vantagens ja que permite: (1) separar indicadores de estresse
oxidativo causado por agentes bioticos, incluindo fungos e bactérias, daqueles causados por Os;
(2) comparar respostas de plantas em campo com aquelas obtidas sob condig¢des controladas,
(3) e estabelecer estagios iniciais de alteracdes nos tecidos muito antes do aparecimento da
injaria visivel (Kivimaenpéaa et al., 2003; VVollenweider et al.,2003).

Embora existam muitos estudos sobre os efeitos do Oz em espécies arboéreas,
praticamente todos foram realizados com espécies de regides temperadas ou mediterraneas,
portanto estudos com espécies nativas sdo necessarios. Alguns experimentos ja foram
realizados com espécies nativas do Brasil para avaliar os efeitos do Oz quanto a presenca das
injarias visiveis (Furlan et al., 2007; Furlan, 2008; Moura, 2013). Além disso, marcadores
microscopicos foram também avaliados em espécies arbdreas nativas (Moura, 2013), incluindo
Astronium graveolens fumigada em camaras fechadas enriquecidas com Os. A espécie
respondeu ao poluente com injurias visiveis de facil deteccdo em campo e com marcadores
microscopicos similares aos descritos na literatura, além de outros especificos (Moura, 2013).

Os objetivos deste estudo foram descrever as injurias visiveis apresentados por A.
graveolens ao longo do tempo e valida-las como decorrentes de Oz com base em marcadores
microscopicos, além de testar em campo o potencial bioindicador de Oz dessa espécie. A
hipotese deste estudo é que A. graveolens na presenca do Os vai apresentar sintomas
caracteristicos quando exposta em campo, em local que apresenta concentracdes significativas

desse poluente, e que os marcadores microscopicos permitirdo validar esses sintomas.
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2. Material e Métodos

2. 1. Caracterizacdo da espécie e do local de estudo

Astronium graveolens Jacq. (Anacardiaceae) é uma espécie arbdrea nativa semidecidual
(Carvalho,1994) classificada como secundaria inicial (Ribeiro et al., 2005). Apresenta folhas
compostas, imparipinadas, com foliolos opostos (Fig. 1A-C).

Plantas de A. graveolens foram expostas no Fitotério do Instituto de Biociéncias
(23°33°58°’S, 46°43°53°°W) localizado na Universidade de Sdo Paulo — Campus Butanta, zona
oeste da capital paulista. Proximo ao local de estudo, encontra-se a estacdo IPEN-USP, de
monitoramento da qualidade do ar da CETESB (Companhia Ambiental de S&o Paulo), que
monitora ininterruptamente as concentracfes horarias de oz6nio (Os3) e de outros poluentes
aéreos, além de registrar dados meteoroldgicos. Essa estacdo, desde que foi instalada em 2007,
tem registrado altas concentragdes de Oz no local, que ultrapassam o padrao de qualidade do ar
(160 ug/m* = 80 ppb) e os niveis de atengdo, (200 pg/m* = 102 ppb), estabelecidos pela
resolucdo CONAMA n° 03/90 e pela Legislacdo do Estado de Sdo Paulo que, a partir de 2013,
estabeleceu para o estado como padrédo de qualidade do ar para o Oz: 140 pug/ms3- 8 h, mantendo

0 mesmo valor para o nivel de atengdo (200 pg/ms - 8h).

2.2. Modo de cultivo e exposicéo das plantas

Mudas de A. graveolens, com cerca de 25cm de altura e quatro pares de folhas
totalmente expandidas, foram adquiridas de viveiro certificado (Bioflora, Sdo Paulo); estas
foram transplantadas para vasos de 2L com corddes de nailon inseridos nos mesmos. Cinco
mudas foram plantadas em vasos de 35L. Utilizou-se como substrato casca de pinus (Tropstrato
HT Hortalicas — Vida Verde®) e vermiculita na proporcédo 3:1. As plantas foram mantidas para
aclimatacdo, por um periodo de um a dois meses, em casa de vegetacdo situada no Instituto de
Boténica (23°38'28"S - 46°37'22"W), localizado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
(PEFI), sob ar filtrado e sombrite, que permitiu 65% da passagem de luz. Durante esse periodo,
as plantas foram regadas diariamente e adubadas a cada 10 dias com Peters (10:10:10). Apds o
periodo de aclimatagdo, 6 a 10 plantas foram mantidas na casa de vegetagéo, servindo como
material de referéncia, e 12 a 25 plantas foram expostas em campo, sob condi¢des ambientais
monitoradas. As plantas foram dispostas em suportes metalicos com sombrite 35%, no teto e
nas laterais, idéntico ao usado na casa de vegetacdo. Nos suportes, foram dispostas trés caixas

pléasticas com agua e essas foram cobertas com tela metélica para dar sustentacdo a placa de
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isopor perfurada sobre a qual os vasos foram dispostos (Fig. 1F). A irrigacéo das plantas se deu
por capilaridade através de corddes de nailon submersos na 4gua das caixas. O sistema descrito
e 0 posicionamento dos suportes em campo estdo de acordo com o protocolo recomendado pelo
VDI (VDI 2003). No inicio e ao longo das exposicoes, as folhas de todas as plantas foram
numeradas sequencialmente da base para o apice, sendo diferenciadas as folhas ja existentes no
inicio das exposicoes e denominadas folhas velhas (FV) daquelas que surgiram ao longo das
exposicoes e denominadas folhas jovens (FJ). Cada exposicéo teve a duracdo de 90 dias (13
semanas), totalizando quatro exposi¢des que abrangeram todas as estacbes do ano, com inicio
em setembro/2012 e término em outubro/2013 (12 exposicdo: 06/09/2012 a 06/12/2012; 22
exposicdo: 21/01/2013 a 21/04/2013; 32 exposigédo: 23/04/2013 a 21/07/2013; e 42 exposicao:
23/07/2013 a 26/10/2013;). As cinco plantas mantidas em vasos de 35L permaneceram em
campo por 365 dias (52 semanas), com o objetivo de registrar a aparéncia das injdrias visiveis

ao longo do tempo.

2.3. Identificacdo e quantificagdo dos sintomas visiveis em campo

Semanalmente, todas as folhas foram avaliadas, com a ajuda de uma lupa de 10 x de
aumento, quanto a presenca de injurias visiveis suspeitas de serem decorrentes de Oz, tomando-
se como base o trabalho de Moura (2013) que expos A. graveolens ao Oz em situacdo
controlada.

Tais injurias foram previamente divididas em quatro categorias e registradas em uma
ficha de campo (Anexo 1). As categorias foram criadas para evitar a perda de informagdes, uma
vez que no inicio das exposi¢bes ainda ndo tinhamos certeza de quais seriam as injurias
seguramente decorrentes do Os. Para trés das categorias: pontuagdo marrom (PM), mancha (M)
e sintoma novo (SN) estimou-se a porcentagem da area de foliolo ocupada por cada uma delas.
A quarta categoria (pontuacdo branca-PB) ndo foi quantificada por se tratar de uma injuria
muito pequena. Somente apos a validacdo das injurias, com base nos marcadores microscopicos
(item 3.3), desconsideramos as informacdes relacionadas as categorias M, SN e PB, que nédo
mostraram marcadores microscépicos caracteristicos de Os.

A quantificacdo das injarias foi baseada nas recomenda¢des do Manual do ICP (2004)
que classifica os sintomas em: 0 (sem sintomas visiveis induzidos por 0z6nio), 1 (1%-5% de
sintomas visiveis induzidos por O3), 2 (6%-50% de sintomas visiveis induzidos por Oz) e 3
(51%-100% de sintomas visiveis induzidos por Oz — Anexo 2). Foi calculado semanalmente o
indice de Injuria de Foliolos (I1IFL), baseado em El-Khatib (2003) e modificado de acordo com

as classes recomendadas pelo ICP e ja descritas:
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HFL (%) = (N1 x 1) + (N2 x 2) + (N3 x 3) x 100
(Ng+Np+Nz2+Nsz) x3
Onde Nz, N2, N3 representam a quantidade de folhas com sintomas classificados

respectivamente na classe 1, classe 2, classe 3, e No € 0 numero de folhas que ndo apresentaram
sintomas foliares visiveis induzidos por Os.

Foram também estabelecidas semanalmente outros dois indices indicativos de injdrias:
aincidéncia (INC) - porcentagem de plantas com injaria em relagdo ao nimero total de plantas
e a severidade em folhas (SF) e foliolos (SFL) - porcentagem de folha/foliolos com injuria em
relacdo ao numero total de folhas/foliolos, descritos por Chappelka et al. (1997).

Ao final de cada exposigéo, os sintomas foram fotografados para néo se perder nenhuma

informagao, uma vez que a validagdo dos mesmos como decorrentes do Os estava em curso.

2.4. Analise microscopica

Durante a primeira exposicdo, regides das folhas com injarias visiveis potencialmente
decorrentes de Os foram seccionadas a fresco, a 20um, em micrétomo de congelamento Leica
CM100; as secgdes foram observadas em microscopio de campo claro (Olympus BX53) para
uma prévia avaliacdo das injurias e em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX53) -
filtro azul tipo LBD, para avaliacdo da fluorescéncia das clorofilas (Adams & Lintilhac, 1993).
Injarias que ndo estavam restritas ao mesofilo ou que aparentavam ser induzidas por outros
fatores, como patogenos, ndo foram consideradas. Assim, com base nessa analise microscépica
inicial e no trabalho de Moura (2013), estabeleceu-se o que potencialmente seriam as injurias
decorrentes do Os e que foram exaustivamente avaliadas ao longo do estudo, por meio de
analises estruturais e testes histoquimicos indicados na Tabela 1.

Para tanto, ao final de cada exposicdo, fragmentos com cerca 1 mm de folhas
sintomaéticas expostas em campo e de folhas assintomaticas mantidas na casa de vegetacéo sob
ar filtrado foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato Soerensen 0,067 M, pH 7,
colocados sob vacuo e armazenados a 4 °C, para analises posteriores. Parte do material foi
desidratado em série etandlica e incluido em Historesina Leica e/ou resina LR White, e seccdes
semi-finas de 1,25um foram obtidas em ultramicrotomo Leica EM UC6. Foram selecionadas e
observadas, para cada teste histoquimico especifico e para as analises estruturais, 5 sec¢des de
3 a 8 plantas sintomaéticos e de 2 plantas assintomaticos por exposi¢do. As sec¢Oes, apos serem
submetidas aos diferentes testes (Tabela 1), foram montadas em Fluoromount (Sigma-Aldrich)
ou Neomount (Merck), de acordo com a exigéncia de cada teste. Testes histoquimicos também

foram realizados em material fresco (Tabela 1), sendo as laminas montadas em glicerina 50%.
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As observacdes foram realizadas em microscopia de campo claro e epifluorescéncia
(microscépio Olympus BX53), sendo as imagens capturadas com camera Olympus (Q Colorb)
acoplada ao microscépio com interface através do software Image Pro-express 6.3.

18



Tabela 1. Testes para anélise estrutural e histoquimicos aplicados em A. graveolens.

Corante/Reagente Referéncia Solucéo Tempo de Cor em luz Excitacdo Marcador Fig.
Coloracéo/Reacdo transmitida (nm)
(min)
Sem tratamento™ - secgdo fresca ou fixada em glicerina 50% - - - Visdo geral 3A,B,C,D
Autofluorescéncia* - secgdo fresca em fluoromount - - 340-380 Clorofila/liginina/p  3E
olifenois
- - 450-490 polifenois 3F
Azul de Toluidina Feder & O’Brien, 1% Ag. 8 Azul - Metacromatico
1968 3L
/p Phenilenodiamina  Kivimdempaéd etal.,, 1% Ag./ 1% em iso-propanol:methanol =1:1 8 Azul /Cinzaescuro - Lipidios 3H,I
2004
PARS Gahan, 1984 0,5% acido periddico; reagente Schiff ; 0,5% 10; 20; 3x5 Rosa - Polissacarideos 3M,Q
metabisulfito de potassio em 0.05 N HCL
Coomassie Blue Wetzel et al., 1989 0,025% comassie brilliant blue em etanol: 25 Azul claro - Proteinas 3R,S
acido acético 3:1
Xylidine Ponceau Vidal, 1970 1% de xylidine em &cido acético: 3% 25 Vermelho - Proteinas Né&o mostrado
Azul de Anilina Gerlach, 1984 0,01% em sol¢8o tampéo pH 8,2 10 - 340-380 Calose N&o mostrado
Calcofluor White Munch, 1989 1% calcofluorwhite M2R em etanol: 50% 4 - 340-380 Celulose 3N,0
Corifosfina Weis et al., 1988 0,03% corifosfina Aqg. 2 - 450-490 Pectina 3J
Vermelho de Ruténio Gregory & Baas, 0,01% Aq. 10 Rosa/Vermelho - Pectina 3K
1989
Cloreto férrico 10% Aq. 5 dias - Compostos 3P
i Johansen, 1940 Marrom/preto fendlicos
Vanlina Acida* Sarkar & Howarth, vanilina 10% Observado no Vermelho - Proantocianidinas N&o mostrado

DMACA

1976

Modificado de
acordo com Gutmann
& Feucht, 1991

0,1% DMACA em butanol: 98% H2SO.= 20:1

reagente

poténcia 450 W com  Azul

ciclos de irradiacao
de 15sem
microondas

Proantocianidinas

3G

* secgOes obtidas em micrétomo de congelamento
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2.5. Monitoramento das variaveis climaticas e das concentracfes atmosféricas de 0zonio

Para a caracterizacdo ambiental do local de exposicéo, dados horarios de temperatura,
umidade relativa do ar, precipitacdo pluviométrica e a radiacdo global, foram monitorados por
uma estacdo meteoroldgica (WatchDog, Spectrum, IL, USA) implementada nas proximidades
dos suportes com as plantas. Tais dados foram também disponibilizados pelo IAG-USP
(Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da USP). A radiacdo
fotossinteticamente ativa (photosynthetic active radiation, PAR) foi calculada com base na
radiacdo global disponibilizada pelas estacGes. O déficit de pressdo de vapor (vapor pressure
deficit, VPD) foi calculado com base nas médias de temperatura e umidade relativa do ar dos
dias de exposicdo, por meio de software  Autogrow  Sistema  Ltd.
(http://www.autogrow.com/downloads/download-software-e-drivers).

Para caracterizacdo das condi¢Ges do ambiente na casa de vegetacdo, outra estacdo
meteoroldgica (WatchDog, Spectrum, IL, USA) foi posicionada no local a partir da segunda
exposicao, de janeiro a dezembro de 2013, onde dados horarios de temperatura e umidade foram
registrados. Os mesmos, foram registrados também por sensores conectados a um registrador
de dados a cada 10 minutos para complementar dados ndo disponiveis.

Para a caracterizacdo do ambiente no local de exposicdo, as concentracBes horarias de
Os, registradas na estacdo IPEN-USP da CETESB, foram acessadas em
(http://www.cetesb.sp.gov.br/ar/qualidade-do-ar/32-qualar). Para os dados faltantes,
concentracOes atmosféricas de Oz foram retiradas de outras estagcbes da CETESB mais proximas
do local de estudo. As médias e maximas de Os das 24h e as médias e maximas para o periodo
de luz (8:00 as 18:00) foram calculadas. Com base em dados horarios das 8:00 as 18h, foi
calculada a AOT40 anual (exposic¢ao acumulada de 0zonio acima de um limiar de 40 ppb), para
o0 periodo todo de exposicao e com os dados horarios das 24h foi calculado a SUMO (soma das
concentracdes medias horarias de 0zénio) e a SUMO6 (soma das concentracdes horarias médias
de ozonio >0,06 ppm h).

Considerando-se o sistema de filtragem de ar da casa de vegetacdo, as concentracfes
atmosféricas de Oz no seu interior foram insignificantes (< 10 pug m== 20 ppb, Bulbovas et al.,
2010).
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2.6. Andlise estatistica

As diferencas estatisticas dos indices de injurias visiveis entre as exposi¢des foram
testadas usando One-Way ANOVA “repeated measurements” considerando todas as datas
amostrais, seguido do teste Tukey para verificar interac6es (p < 0,05).

Ainda, para cada um dos indices indicativos de injdrias visiveis estabelecidos, e com
todas as datas amostrais, foi realizada uma analise de regressdo dessas variaveis dependentes
em conjunto com as variaveis independentes: médias ou maximas de temperatura (T), umidade
relativa do ar (UR), déficit de pressdo de vapor (VPD) e radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR) e os valores acumulados de precipitacdo (P) e PAR, empregando-se o método de
“backward stepwise”. Quando necessario, as variaveis dependentes passaram por
transformacOes apropriadas. Varidveis independentes relacionadas, como VPD, T e UR, ndo
foram analisadas em conjunto. Com base em matrizes de correlacdo previamente estabelecidas
(dados ndo mostrados), foi realizada a selecdo das varidveis que passaram nos testes de
normalidade e homocedasticidade. Apenas 0 modelo mais explicativo para cada indicador, ou
seja, aquele com o maior coeficiente de determinagdo — r?, foi selecionado e apresentado nos
resultados. Foi também realizada a correlacdo de Pearson entre SUMO e a SUMO06 com todos
os indices de injaria (IIFL, INC, SF, SFL) para determinar qual foi aquele que melhor se

correlacionou com os indices de Os.

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo ambiental

A casa de vegetacdo apresentou médias de temperatura de 19°C a 25°C, umidade
relativa do ar de 62% a 78%.

Para a caracterizagdo ambiental do campo, nas quatro exposi¢des (Fig. 1A-H),
consideramos as médias de variaveis meteoroldgicas que estatisticamente mostraram influencia
na expressao das injarias visiveis, além de alguns valores maximos dessas variaveis. Dessa
forma, foi excluido o déficit de pressdo de vapor (VPD), que ndo mostrou essa influéncia. Cabe
destacar que a maior parte da 12 exposi¢do (70% do periodo) abrangeu o periodo chuvoso,
indicado na figura 1 pela cor cinza, enquanto que a 22 exposicéo foi realizada inteiramente nesse
periodo. Ja a 3? exposicdo foi realizada no periodo seco, indicado na mesma figura pela cor

branca, enquanto que 70% da 4%xposic¢ao ocorreu também no periodo seco.
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O periodo chuvoso apresentou precipitacdo acumulada de cerca de 100 mm (Fig. 1A) a
350 mm (Fig. 1B) enquanto que no periodo seco a precipitacdo foi de 0 mm a 25 mm (Fig. 1
A, C-D). De maneira geral, no periodo chuvoso, em relagdo ao periodo seco, os valores médios
da PAR foram maiores, variando ~ de 300 pmol m* s (Fig. 1A-B) a 1200 pmol m s (Fig.
1D) e 40 umol m? s (Fig. 1D) a 500 umol m s (Fig. 1A), respectivamente; a temperatura
média foi mais alta: cerca de 15°C (Fig. 1D) a 25°C (Fig. 1B) e 10°C (Fig. 1D) a 20°C (Fig.
1C-D), respectivamente. Da mesma forma, valores méaximos de temperatura ocorreram no
periodo chuvoso (33°C a 36°C) em comparacdo com o periodo seco (29°C a 34°C). Na
transicdo do periodo seco para o chuvoso, ocorreu uma queda acentuada da temperatura e um
pico da PAR (Fig. 1A e D). Independentemente dos periodos de exposicéo, os valores médios
de umidade relativa do ar foram altos, variando entre 60% e 100% (Fig. 1D), estando as
maximas entre 98% e 100%.

As condicdes meteorologicas foram favoraveis para formacdo de Os durante todo o
periodo de exposicao das plantas em campo, porém, nas exposi¢cdes que apresentaram alta PAR
ocorreram maiores indices de exposi¢do cumulativa de Os. Ao final de cada exposigdo, com
duracdo de 13 semanas cada uma (90 dias), valores maiores de SUMO e SUMO06 foram
determinados na 12 exposicao (SUMO= 55 ppm h e SUMO06= 3 ppm h - Fig. 1E) seguidos da 22
(SUMO= 45 ppm h e SUMO06= 0,9 ppm h - Fig. 1F), 42 (SUMO0=38 ppm h e SUMO06= 0,6 ppm
h - Fig. 1H) e 32 exposi¢do (SUMO= 26 ppm h e SUM06=0,2 ppm h - Fig. 1G. Na 42 exposi¢ao,
as concentragfes de Oz aumentaram ao término do periodo seco e inicio do periodo chuvoso,

guando a PAR atingiu os picos mais altos em relacéo a todas as outras exposi¢oes.

3.2. Caracterizacdo das injurias visiveis

Para caracterizar as injarias visiveis, foram avaliados, ao final das exposi¢des, 1.732
foliolos de A. graveolens em casa de vegetacdo (Fig. 2B) e 3.344 foliolos em campo (Fig. 2F).
Em campo, foram observadas injdrias visiveis caracterizadas macroscopicamente como
pontuagdes intercostais castanhas, o tipo denominado inicialmente de “pontuacdo marrom
(PM)”, semelhantes a stipplings, de distribuicdo homogénea por todo limbo foliolar (Fig. 2G-
J) em ambas as faces (Fig. 2G-H), independentemente da exposicéo; ja nas plantas mantidas
em casa de vegetacdo ndo foram observadas injarias semelhantes (Fig. 2D-E). Além disso, as
injurias foram mais frequentes em folhas mais velhas em relacéo as mais novas, possivelmente

devido ao maior tempo de exposi¢do ao Os. Plantas mantidas por até 12 meses em campo
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apresentaram, ao final da exposicao, folhas mais escuras e mais coriaceas em relagéo as plantas
mais jovens, com 0s mesmos tipos de injdria, porém aparentemente maiores (Fig. 21).

Cabe destacar que anélises estruturais e testes histoquimicos permitiram estabelecer
marcadores microscopicos que validaram as injdrias visiveis como decorrentes do Os. Tais

marcadores serdo apresentados a seguir.

3.3. Marcadores microscopicos validadores das injdrias visiveis

Independentemente do tempo exposi¢do, os mesmos marcadores foram observados nas
amostras expostas em campo. Os marcadores mais importantes foram sumarizados na tabela 2.

Tabela 2. Marcadores microscopicos decorrentes do 0zonio observados em A. graveolens.

Resposta fisiologica Marcador microscopico Casa de~ Campo Fig.
vegetacao

Estresse oxidativo Protrus6es de parede celular +r 3D,1.1K
voltadas para o apoplasto
Oxidacéo das protrusoes - +++ 3D,K
Oxidacéo da parede celular - ++ 3D

Alteracdo na eficiéncia fotossintética Alteragdo ha fluorescéncia +++ 3E
das clorofilas
Actmulo de polifenois nas

Actmulo de antioxidantes células do parénquima - ++ 3F
pali¢adico
Deposicéo de celulose

Reacdo de defesa e reparacdo provocando espessamento - ++ 30
da parede celular

Resposta de hipersensibilidade Tipo de morte celular i +t LM

(HR-like) rapida (PCD) ’
Pequenos grupos distintos
de células;

Colapso das células do
parénquima palicadico;
Desorganizacéo do
conteddo celular;
Actmulo de antioxidantes

- = ndo observado,

+ = > 50% das amostras observadas;
++ = < 50% das amostras observadas
+++ = 100% das amostras observaOdas

Ao nivel dos tecidos, a injaria visivel observada em A. graveolens (stippling) se
caracterizou pela oxidagdo de compostos fendlicos presentes em células do parénquima
palicadico (Fig. 3A vs B). Empregando-se o corante azul de toluidina, acrescido do reagente p-
fenilodiamina, confirmou-se a natureza desses compostos, que ndo foram observados em
amostras assintomaticas (Fig. 3H vs I). Além disso, intensa oxidacdo nas paredes celulares e

nas protrusdes presentes nas mesmas (Fig. 3C vs D,K) conferiram a coloragdo acastanhada a
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injaria. Tais protrusdes, de origem péctica (Fig. 3J-K) e voltadas para o apoplasto, foram mais
frequentes no parénquima lacunoso (Fig. 31), proximo as cAmaras subestomaticas, o que levou
a presencga da injuria visivel também na face abaxial do foliolo (Fig. 2H), o que ndo foi
observado em amostras assintomaticas (Fig. 3H).

Ainda na regido do stippling foi observada a perda da fluorescéncia primaria das
clorofilas. Essa alteracdo sempre se apresentou restrita as células do parénquima pali¢adico,
sem atingir células do parénquima lacunoso, que mantiveram o padrdo vermelho da
autofluorescéncia das clorofilas (Fig. 3E). Na mesma regido, foi observado o acumulo de
polifenois no vacuolo de células do parénquima palicadico (Fig. 3F), porém, com base em testes
especificos para deteccdo desses compostos (Tabela 1) ndo foi observado o acumulo de
proantocianidinas (taninos condensados). Na regido da injuria visivel, algumas células
colapsadas apresentaram aspecto diferente quanto ao acimulo de compostos e, na regido mais
colapsada (Fig. 3G-seta), 0s compostos apresentaram aspecto mais denso quando comparado
aos da porcdo inferior da célula (Fig. 3G).

Em regides dos foliolos com stippling, em grupos distintos de células do parénquima
palicadico, observou-se colapso parcial ou total das paredes, alteracdo no formato e
condensacéo dos cloroplastos e desorganizacdo do conteudo celular (Fig. 3L-M). O teste para
polissacarideos (Tabela 1) foi positivo nas células da regido sintomatica (Fig. 3M-asterico). Na
mesma regido, foi observado acumulo de grdos de amido nos cloroplastos das células do
parénquima palicadico (Fig. 3M- cabeca de seta).

Em amostras sintomaticas ocorreu o espessamento de parede celular provocado pela
deposicdo de celulose e pectina, comparado a amostras assintomaticas que apresentaram
paredes mais finas (Fig. 3N vs O). Essa deposic¢ao ndo foi homogénea, uma vez que se observou
diferenca no brilho das paredes, sendo este maior nas células do parénquima lacunoso préximo
as camaras subestomaticas (Fig. 30). Néo foi evidenciado espessamento de parede devido a
deposicéo de calose (figura ndo mostrada).

Com base nos resultados positivos dos testes para polissacarideos (Fig. 3Q) e compostos
fenolicos totais (Fig. 3P), em amostras sintomaticas, constatou-se o0 acumulo de compostos
fendlicos glicosilados no apoplasto, ocupando grande parte dos espacos intercelulares proximo
a camaras subestomaticas. Além disso, na mesma regido, nao foi evidenciado espessamento
macico devido a polissacarideos de parede como calose e celulose (figura ndo amostrada).

Adjacente a regido do stippling, foi observada diminui¢do na quantidade de cloroplastos
gue se apresentaram com formato mais arredondado e com acumulo de plastobl6bulos, além da

auséncia de grdos de amido (Fig. 3S) em comparacdo com as amostras assintomaticas, que
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apresentaram cloroplastos discoides, presentes na regido periférica das células do parénquima

palicadico (Fig. 3R).

3.4. Quantificacéo das injarias visiveis

O surgimento das injurias visiveis na 1% e 22 exposi¢fes ocorreu entre a segunda e
terceira semanas, enquanto que na 32 e 42 exposicoes este se deu a partir da quarta semana (Fig.
1E-F vs G-H).

No periodo chuvoso, os indices de injdrias visiveis foram maiores em relacéo ao periodo
seco, 0 que se observa claramente nas exposicdes que abrangeram esses dois periodos, como a
12 e 42 exposicdes (Fig. 1E,H). Além disso, tais indices aumentaram ao longo do tempo em
todas as exposicdes. Os maiores valores coincidiram com as exposi¢cdes que apresentaram
maior SUMO e SUMO6. Assim, na 12 exposicao seguida da 22, foram encontrados indices mais
altos em comparagéo com os valores encontrados na 32 e 42 exposigoes (Fig. 1E-F vs G-H).

Na 1* e 2% exposicdes o INC atingiu valores > 50% na sexta e quarta semanas,
respectivamente (Fig. 1E-F), enquanto na 3* ¢ 4* exposigdes, o INC s6 atingiu valores > 50%
na décima e décima primeira semanas, respectivamente (Fig. 1G-H). O INC, ao final de cada
exposicédo, foi cerca de: 90% (12 e 22 exposicoes), 80% (32 exposicdo) e 60% (42 exposicao -
Fig. 1E-H). N&o foram encontradas diferengas significativas (p<0,05) entre a 12 e 2 2 exposic¢oes
(58% e 61%, respectivamente) ou entre a 3% e 42 exposicdes (29% e 21%, respectivamente -
Tabela 3), mas a 12 e 22 diferiram da 3% e 42,

Na 12 exposi¢do a SF atingiu valores > 50% na nona semana de exposi¢do, enquanto a
SFL atingiu tais valores na Gltima semana (Fig. 1E). Ao final de cada exposicdo SF e SFL
foram, respectivamente, cerca de: 70% e 60% (1% exposicdo -Fig. 1E), 50% e 30% (22
exposicao-—Fig. 1F), 30% e 10% (32 exposicdo—Fig.3G), 30% e 20% (42 exposicdo-Fig. 1H). O
decréscimo nos valores de SF e SFL na 28, 32 e 42 exposi¢cOes decorreu da queda de folhas com
injarias visiveis, que foram substituidas por folhas novas (Fig. 1F-H). Como se vé na tabela 3,
a maior diferenca na SF foi encontrada entre a 12 e a 42 exposic¢des (32% e 7%), enquanto que
na SFL a maior diferenca foi entre a 12 e 32 exposicoes (23% e 4%).

O IIFL na 12 e 22 exposicdes foi cerca de 10% e 5% respectivamente, enquanto a 3% e 42
exposicdes foi de 2%. A maior diferenca significativa foi encontrada entre a 12 e a 3%xposi¢oes
(8% e 2%).
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Tabela 3. Indices de injarias visiveis (média + erro; mediana). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p <0,05) entre as exposi¢es; INC: Incidéncia; SF: Severidade
em folha; SFL: Severidade em foliolo; IIFL: Indice de injuria em foliolos.

indice de Injuria (%) 12 exposicdo 22 exposicdo 32 exposicdo 42 exposicao

INC a a b b
58 +11 61 £10 29 £8 21 +9
70 84 16 20
SF a ab bc c
32 +7 2715 1143 7 +2
26 35 10 6
SFL a ab Cc bc
23 5 16+3 4+1 5+1
15 21 3 4
IFL a ab c bc
8+2 5+1 20,4 2+1
6 6 2 3

Dentre os indices de injuria estudados, o IIFL foi o que melhor se correlacionou com a
SUMO06 (r =0,868) e, especialmente, com a SUMO (r =0,908), embora os demais indices

também se correlacionaram de forma significativa (p<0,001 - tabela 4).

Tabela 4. Correlagdo de Pearson entre os indices de 0zonio (Os) e os indices de injdrias
visiveis. Incidéncia (INC), Severidade em folhas (SF), Severidade em foliolos (SFL) e Indice
de Injaria em foliolos (I1FL).

indice de O3 indice de Injiria r

SUMO INC 0,869
SF 0,882
SFL 0,883
IFL 0,908

SUMO06 INC 0,673
SF 0,795
SFL 0,852
IFL 0,868

Todos os valores foram significativos (p<0,001)

3.5. Influéncia do oz6nio e das variaveis meteoroldgicas na expressdo das injurias visiveis
A analise de regressao multivariada indicou que os indices de injaria visivel, foram

explicados por combinagdes lineares significativas de flutuacdes nos niveis de Oz e nas
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variaveis meteorologicas. As injdrias visiveis apresentaram correla¢do positiva com a SUMO e
SUMO06, PAR acumulada e com as médias e maximas de temperatura e umidade relativa do ar,
enquanto apresentaram correlacdo negativa com a precipitacdo acumulada (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis ambientais preditivas que influenciaram significativamente nas injarias
visiveis de A. graveolens exposto de setembro/12 a out/2013 (incluindo dados de todas as
coletas). T: temperatura, UR: umidade relativa do ar, P: precipitacdo pluviométrica, PAR:
radiacdo fotossinteticamente ativa, Max: méaximas, Med: médias, Acum: acumulada; Oa:
indices de 0zonio SUMO e SUMO06, r2: coeficiente de determinacéo, p: nivel de significacao.
(+): relacdo positiva significativa, (-): relacdo negativa significativa, ni: variavel ndo incluida
no modelo linear. INC: Incidéncia; SF: Severidade de folha; SFL: Severidade de foliolos; I1FL:
indice de injaria de foliolos.Rank ou raiz (quadrada): tipo de transformacdo aplicada aos
indices de injuria para correcéo da ndo-normalidade.

indice de Injaria (%) T(°C) UR (%) P (mm) PAR (umol m?2s?) O3 (ppm h) r? p

INC (rank) +(max) +(med) - ni + (SUMO) 0,946 <0,001
SF +(max) +(max) Ni +(acum) +(SUMO06) 0,956 <0,001
SFL (raiz) +(med) +(max) - ni + (SUMO) 0,935 <0,001
IFL (raiz) ni + (med) - +(acum) + (SUMO6) 0,919 <0,001
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Fig. 1. Caracterizacdo das variaveis climaticas, perfil dos indices de exposi¢do cumulativa de Oz e
quantificacdo das injurias visiveis em A. graveolens, exposto em campo, no Fitotério do Instituto de
Biociéncias-USP, Sdo Paulo, SP; 12 exposi¢do: 06/09/2012 a 06/12/2012; 22 exposi¢do: 21/01/2013
a21/04/2013; 32 exposicgdo: 23/04/2013 a 21/07/2013; 42 exposicdo: 23/07/2013 a 26/10/2013; médias
semanais da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), temperatura (Temp), umidade relativa do ar
(UR) e volume de precipitacdo (P) acumulada em cada exposicdo (A-D); indices de injdria (média e
erro): Incidéncia (INC), Severidade em folhas (SF), Severidade em foliolos (SFL), indice de injuria
em foliolos (IIFL); SUMO e SUM6 (E-H); a area da figura em cinza representa o periodo chuvoso e

a area em branco o periodo seco.
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Fig. 2. Caracterizacdo da planta, folha, sistema de exposi¢do e injdrias visiveis em Astronium
graveolens. Plantas em casa de vegetacdo com ar filtrado (B-E) e plantas expostas em campo sob
ar ambiente (F-J). Aspecto da muda envasada utilizada nas exposic¢des (A). Exposicao das plantas
em casa de vegetacdo (B). Folha composta imparipinada sem injuria visivel (C). Foliolo sem
injaria visivel (assintomatica) D. Detalhe da superficie adaxial do foliolo assintomatico (E).
Sistema de exposicdo das plantas em campo, onde se vé suporte metalico coberto com sombrite
(teto e laterais), trés caixas com &gua e 0s vasos encaixados em placa de isopor disposta sobre as
caixas (F). Distribuicdo das injurias visiveis (pontuac@es intercostais de coloracdo escura) pelo
foliolo sintomatico, observadas nas faces adaxial (G) e abaxial (H) ap6s 90 dias de exposicao.
Foliolo mais escuro, com injdrias visiveis aparentemente maiores em individuos mais velhos
mantidos por 12 meses em campo (I). Detalhe da injuria visivel presente na superficie adaxial do
foliolo (J).
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Fig. 3. Seccdes transversais de foliolos de Astronium graveolens. Material fresco sem tratamento
(A-B,E), material fixado sem tratamento (C-D,F), material fixado -analise estrutural (H,I,.L) e
material fixado-histoquimica (G,J,K,M-S) em foliolos assintomaticos da casa de vegetacdo
(A,C,H,N, R) e foliolos sintométicos do campo (B,D-G,I-M,0-Q,S) que mostram marcadores de
estresse decorrente do Os. Sintoma restrito ao mesofilo, caracterizado pelo intenso estresse
oxidativo, de coloracdo castanha (B), se diferenciando das amostras assintomaticas (A). Oxidacéao
da parede celular (D setas) e protrusdo (D cabeca de seta), em contraste com amostras
assintomaticas que nao apresentaram esses marcadores (C). Alteracdo no padrdo da
autofluorescéncia das clorofilas no parénquima palicadico (E asterisco). Acimulo de polifendis (F
setas). Teste negativo para acimulo de proantocianidinas com maior intensidade de outros
compostos na por¢do colapsada (G setas). Maior acimulo de compostos fendlicos no parénquima
palicadico em amostra sintomatica e presenca de grandes protrusées no mesofilo (I setas), com
maior intensidade da reacdo no parénguima lacunoso voltadas para o apoplasto (1) ndo observado
no mesofilo de amostras assintométicas da casa de vegetacdo (H). Protrusdes (setas) de origem
péctica (J). Estagios distintos de oxidacdo das protrusdes (K), mais oxidada em laranja (seta) e
menos oxidada em rosa (seta tracejada). Estagios de condensacdo de cloroplastos (seta tracejada)
e células parenquimaticas com paredes total ou parcialmente colapsadas (setas) e a desorganizacao
do conteudo celular, indicando HR-like (L). Células com caracteristicas de HR-like (M), incluindo
paredes totalmente colapsadas (setas), acumulo de amido (cabeca de seta) e teste de
polissacarideos positivo (asterisco) dentro do vacuolo. Maior espessamento da parede pela
deposicdo de celulose em amostras sintomaticas (O), em especial em regides mais fluorescentes
(setas), com destaque proximo a cAmera estomatica, em comparagao com amostras assintomaticas
(N). Acumulo de compostos fendlicos no apoplasto (P). Teste positivo para polissacarideos
(coloracgdo rosa) no apoplasto adjacente ao estdmato (Q). Em amostra assintomatica (R) presenca
de cloroplastos na periferia da célula com grdos de amido (seta) enquanto que, em amostra
sintomética (S), células parenquiméticas com grande vacutolo (V), com menor presenca de
cloroplastos (asterisco) que ndo apresentam amido. Nos cloroplastos da amostra sintomatica (S)

observam-se plastoglobulos (seta tracejada). Barras: = 10 pum.
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4. Discussao

4.1. As injurias visiveis em A. graveolens

Para que as injurias visiveis sejam seguramente atribuidas ao 0z6nio (Os), as plantas
devem ser expostas ao poluente em condigdes controladas. Assim, as injurias observadas em
plantas fumigadas podem servir como padrdo de comparacao, auxiliando na identificacdo de
injurias visiveis decorrentes de Oz em campo; no entanto, as caracteristicas morfoldgicas e
estruturais das plantas podem diferir em fungéo das condi¢Ges ambientais e concentragdes de
O3, provocando grande plasticidade de resposta (Paoletti et al., 2009).

Individuos jovens de A. graveolens expostos no local de estudo que, de acordo com a
CETESB (2012), apresenta concentracdes elevadas de Oz, mostraram injurias em seus foliolos
durante as quatro estagdes do ano. Tais injurias, caracterizadas como stipplings de coloracéo
marrom e distribuicdo uniforme, também foram observadas na mesma espécie por Moura
(2013) em plantas fumigadas com Oz (70 ppb h por cerca de 60 dias).

Comparando as injarias observadas no presente estudo com aquelas descritas por Moura
(2013) em experimento de fumigacdo, as primeiras foram mais intensas com coloracdo mais
escura. Apesar das plantas terem sido expostas em suportes com sombrite, que reduziu a
intensidade luminosa em 35%, a luz pode ter contribuido para a formacéo de injarias visiveis
foliolares mais intensas, em comparacdo com as descritas por Moura (2013). O Os, em
sinergismo com a intensidade luminosa, promove maior producdo de ROS nos cloroplastos,
excedendo a capacidade de desintoxicacdo e gerando o estresse oxidativo (Foyer et al., 1994;
Gunthardt-Goerg & Vollenweider, 2007), portanto, o desenvolvimento da injuria visivel ocorre
principalmente nas porgfes mais iluminadas do mesofilo (Vollenweider et al., 2003,
Vollenweider et al., 2013).

Em A. graveolens, as injurias visiveis foram observadas nas duas superficies do limbo
foliolar, ao contrario do que € descrito na literatura que, baseada em espécies de ecossistemas
temperados, informa serem as injUrias caracteristicas de Os restritas a superficie adaxial da folha
(Novak et al., 2003; ICP, 2010). Contudo, nossos resultados estdo de acordo com Moura (2013)
gue observou, na mesma espécie, injarias nas duas superficies dos foliolos, o que mostra que
espécies florestais brasileiras podem apresentar resposta diferente daquelas descritas para
especies de regides temperada (Bussotti & Ferretti, 2009) e mediterranea (Orendovici et al.,
2003).
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As injarias foram visualizadas principalmente nas folhas mais velhas, o que esta de
acordo com a literatura (Novak et al., 2003; ICP, 2010) e pode ser atribuido ao maior tempo de
exposicdo ao O; (VanderHeyden et al., 2001), ou ainda ao fato das folhas mais jovens estarem
aclimatadas a presenca do O; em campo, podendo apresentar sensibilidade reduzida. Esses
resultados sugerem que estagios de desenvolvimento da folha podem influenciar no

aparecimento da injuria visivel (Ginthardt-Goerg & Vollenweider, 2007).

4.2. Oz6nio, fatores meteorologicos e injurias visiveis em A. graveolens

Para determinacéo do agente ambiental causador da injuria visivel deve-se considerar a
propria caracterizagdo morfoldgica da injuria (Glinthardt-Goerg & Vollenweider, 2007) e
também o histérico do local de estudo (Agrios, 2005). A area de estudo localiza-se na cidade
de S&o Paulo e esta sob clima subtropical, com ver6es imidos e invernos secos (Alvares et al.,
2014). A frota automotiva da cidade contribui com concentragdes substanciais de percursores
de O3 (CETESB 2012); além disso, o local é cercado por vegetacdo que é uma grande fonte de
emissdo dos compostos organicos volateis (COVs), precursores de Oz (Calfapietra et al., 2009).
Esses fatores contribuem para as altas concentracdes de Oz que vem sendo registradas na area
de estudo desde a instalagdo da estacdo medidora em 2007 (CETESB, 2012), causando danos
a vegetacdo local como constatado por Furlan et al. (2007), que observaram injarias
caracteristicas em arvores ja adultas de Psidium guajava, espécie bioindicadora de Oz Além
disso, no Brasil os niveis de radiacdo solar sdo favoraveis a formacdo de Oz em concentracdes
fitotoxicas durante o ano inteiro (Moura et al., 2014), o que ndo ocorre em regides de clima
temperado onde 0 O; se forma principalmente no verdo (Castell-Balaguer et al., 2012). Essa
presenca constante do poluente explica o que foi observado em plantas jovens de A. graveolens
no local, que apresentaram injdrias visiveis em todas as exposicoes.

No local de estudo, embora presente o ano todo, as concentragdes de Oz apresentaram
um perfil sazonal caracteristico de grandes centros urbanos (Ferretti et al., 2012), com valores
mais elevados na estacdo chuvosa (primavera e verao), que se caracteriza por altas temperaturas
e maior incidéncia de radiacdo, sendo a Gltima importante na formacédo do Oz (CETESB, 2012).
As variagdes nas concentracdes de Oz ao longo do ano foram detectadas pelas plantas, que
apresentaram maiores indices de injuria em exposicdes que abrangeram todo ou grande parte
do periodo chuvoso (12 e 22 exposi¢des). Além disso, durante o ano de 2012, foi observado o
maior nimero de dias com altas concentra¢fes de Oz nos ultimos 10 anos (CETESB, 2013), o

que explica o alto indice de injurias visiveis, especialmente na 12 exposigao.
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Picos nos indices de injurias visiveis foram observados na transi¢cdo do periodo seco
para o chuvoso, que ocorreram na 12 e 42 exposi¢des. Em tais periodos, segundo a CETESB
(2013), registraram-se as maiores ocorréncias de altas concentra¢fes de Oz no estado de Sao
Paulo.

Analises de regressdo multivariada permitem identificar variaveis ambientais que
regulam os efeitos do Oz em plantas bioindicadoras (Biondi et al., 1992). Na expressédo das
injurias visiveis em A. graveolens o Os interagiu com outros fatores ambientais, tais como
temperatura, umidade relativa do ar e radiacéo.

De acordo com Biondi et al. (1992) as concentracfes de Oz, em conjunto com as
temperaturas médias e maximas, estdo correlacionadas positivamente com a presenca das
injarias visiveis. Além disso, o Os intensifica as injurias visiveis causadas por temperatura
elevada, que também pode aumentar o estresse oxidativo em plantas, atuando, primeiramente,
na fotossintese, com alteracfes nos cloroplastos que podem se estender também as mitocdndrias
e peroxissomos. (Suzuki & Mittler, 2006; Kiviméenpai et al., 2014). Ainda, altas temperaturas,
assim como o Os, provocam reducdo e inativacao da rubisco, o que leva a interrupcdo da fixacao
de CO; e diminuicdo da fotossintese (Pell et al.; 1992; Takahashi & Murata, 2008). Em A.
graveolens, Ribeiro et al. (2005) mostraram que temperaturas altas, ao redor de 40°C,
promoveram alteracdo na fotossintese com fotoinibicdo do fotossistema II(PSII) e lenta
recuperacao do mesmo.

Apesar da andlise de regressdo multivariada ter indicado correlacdo positiva entre
injarias visiveis e temperatura elevada, esta, assim como o VPD, pode aumentar a taxa de
transpiracdo, diminuindo a condutancia estomatica e, consequentemente, reduzir a entrada de
O3 via estdbmatos (Orendovici-Best et al., 2008; Gerosa et al., 2009), 0 que evitaria a formacao
de injurias visiveis. Porém, em um estudo paralelo com os mesmos individuos, Cassimiro
(2015) verificou gque as taxas de condutancia estomatica em A. graveolens apresentaram pouca
variacdo sazonal ao longo das exposices, 0 que explica a correlacdo positiva encontrada. Além
disso, a alta umidade relativa do ar e a disponibilidade de agua no solo podem ter propiciado
maior abertura estomatica durante todo o periodo de exposicdo, ja que estes fatores sdo
limitantes para o funcionamento estomatico (Smith et al., 2012). Com isso, a entrada de Oz via
estdmato foi facilitada, o que levou a formacéo de injdrias visiveis em todas as exposicoes.

A radiacdo fotossinteticamente ativa acumulada (PAR), juntamente com as altas
concentragOes de Oz influenciaram na expresséo das injdrias visiveis nas plantas em campo, 0
gue pode ter provocado maior estresse oxidativo no aparato fotossintético, uma vez que, como

registrado na literatura (Paoletti et al., 2009), o sinergismo entre essas variaveis facilita atingir
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rapidamente o limiar necessario para provocar as injurias visiveis. Portanto, exposi¢cdes nas
quais a PAR foi constantemente alta, menor SUMO e SUMO6 foram necessarias para provocar
0 aparecimento inicial das injdrias, enquanto que nas exposi¢cdes com PAR mais baixa, maiores
SUMO e SUMO6 foram necessarias para atingir esse limiar.

indices de injuria em A. graveolens mostraram correlacdo positiva com a SUMO e
SUMO06. Outros estudos também identificaram correlagdo das injarias com indices anuais
cumulativos (Miller et al., 1998; Panek et al., 2002; Orendovici-Best et al., 2008; Smith et al.,
2012; Moura et al., 2014; Pedroso & Alves, 2015). A SUMO ¢ importante em areas onde
ocorrem altas concentragdes horarias médias de Oz (Musselman et al., 2006), como observado
no local de estudo. Recentemente foi mostrado que indices baseados nas concentra¢des anuais
(SUMxx) parecem ser mais adequados para avaliar o risco potencial do Oz em florestas
tropicais, dado que o dossel da floresta semidecidual permanece com folhas,
independentemente da estacdo, e com concentracdes expressivas de Oz durante o ano todo
(Moura et al., 2014). A. graveolens é uma espécie semi-decidua que permanece com folhas
durante a maior parte do ano, com breves periodos de troca. Seu crescimento se da tanto no
periodo chuvoso como no periodo seco (Gutiérrez-Soto et al., 2008), portanto, indices anuais
sdo melhores para explicar os efeitos do Os; na espécie (Moura et al., 2014).

Os impactos reais do O3 nas plantas dependem do fluxo acumulado do poluente no
interior da folha. Esse fluxo é baseado no modelo DO3SE (Deposition of Ozone for Stomatal
Exchange, DOsSE) que diferentemente dos indices que consideram somente as concentragoes
de Oz no ar, considera: temperatura do ar, deficit de pressdo de vapor, disponibilidade hidrica
do solo, estagio fenoldgico da planta e a condutancia estomatica (Emberson et al., 2000,
UNECE, 2010). O fluxo tem maior embasamento biol6gico, uma vez que 0s parametros
comentados influenciam no movimento estomatico e, consequentemente, na entrada de Oz na
planta (UNECE, 2010). Cassimiro (2015) estabeleceu o fluxo estomético de Oz para A.
graveolens em um estudo paralelo realizado com as mesmas plantas aqui estudadas. A autora
correlacionou os indices de injarias visiveis com o fluxo e a SUMO, obtendo forte correlacéo
entre os parametros considerados, indicando a importancia da SUMO para se avaliar os efeitos

do Oz na espécie testada.
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4.3. Marcadores microscépicos validadores do efeito do 0zonio

Nenhum marcador microscopico de estresse oxidativo, por si so, é indicador especifico
de Oz (Gunthardt-Goerg and Vollenweider, 2007). Assim, para atribuir uma injuria visivel
como decorrente de Oz deve-se combinar marcadores que indiquem alteragdes na estrutura e na
composicao quimica dos tecidos, estas Gltimas determinadas por meio de testes histoquimicos.
A presenca simultanea de alguns marcadores pode confirmar que o Os é o causador das
respostas de estresse observadas em folhas, validando assim o sintoma visivel (Kivimaenpaa et
al., 2003; Gunthardt-Goerg & Vollenweider, 2007).

Em A. graveolens, as mudancas observadas nos tecidos e na composi¢do quimica foram
tipicas de estresse associado ao Os e semelhantes aquelas observadas em experimento de
fumigacéo por Moura (2013). Microscopicamente a injlria se caracterizou principalmente pela
intensa reacdo de oxidacdo das protrusbes e da parede celular, e por vezes, de compostos
fenolicos nos vaclolos das células parenquimaticas. Compostos fendlicos oxidados sdo
responsaveis pelo escurecimento dos tecidos (Sawain, 1976; Vermerris & Nicholson, 2006), o
que explica a coloracdo acastanhada da injuria do tipo stippling visivel e de facil deteccdo nas
plantas em campo. Essas reacoes de oxidacdo intensas no apoplasto e na parede celular também
foram observadas por Moura (2013) em plantas fumigadas da mesma espécie e, segundo a
autora, essas reacOes sdo 0s marcadores mais importante e aqueles que provocaram o
desenvolvimento inicial da injuria visivel. Além disso, pelo fato do parénquima lacunoso ser o
tecido de maior area de difusdo do O3, as protrusdes oxidadas ocorrem com maior intensidade
nesse tecido, e foram responsaveis pela presenca da injuria visivel na face abaxial da folha.

Considerando que o apoplasto € o principal sitio de acdo do Oz (Overmyer et al., 2009),
compostos fendlicos glicosilados, presentes no local, sdo possivelmente flavonoides, ja que tais
compostos sdo citados como presentes no apoplasto (Booker et al., 2013) e podem ter uma
funcdo importante de defesa contra a acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), atuando
como doadores de elétrons (Agati et al., 2012; Booker et al., 2013) e evitando danos as plantas.
Descartamos a possibilidade de serem taninos, ja que os taninos sdo armazenados apenas nos
vacuolos devido a sua alta toxicidade. (Joel & Fanh 1980; VVollenweber & Dietz, 1981). Apesar
da presenca de flavonoides no apoplasto, tais compostos ndo foram suficientes para eliminar e
evitar os efeitos do Oz nas plantas estudadas, cujos danos progrediram para nivel celular. Booker
et al. (2013), em gendtipo de Arabidopsis thaliana exposto ao Oz em cameras sob condicdes
controladas, também concluiram que os compostos fendlicos presentes no apoplasto foram

insuficientes para evitar danos do poluente nas plantas estudadas. O acumulo de flavonoides no
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apoplasto ndo foi mencionado por Moura (2013) em experimento de fumigacdo com a mesma
espécie, assim como em estudos com outras espéecies que utilizaram marcadores microscopicos
como validadores de estresse decorrente de Oz (Vollenweider et al., 2003; Paoletti et al., 2009,
entre outros). Marcador visualmente semelhante ao acumulo de flavondides glicosilados
observado em A. graveolens foi encontrado por Vollenweinder et al. (2013) em Pinus, porém
esse foi atribuido ao espessamento macico de parede por polissacarideos (pectina e celulose) e
lignina ocupando o espaco intercelular. 1sso mostra que marcadores visualmente semelhantes
podem ter origem diferente e que os testes histoquimicos séo indispensaveis no estabelecimento
dos marcadores. Contudo, flavondides glicosilados no apoplasto ndo foram visualizados com
frequéncia, portanto, ndo foram considerados como marcadores microscopicos de estresse
oxidativo efetivos.

O cloroplasto é considerada a organela mais sensiveis ao Oz, sendo o primeiro
compartimento celular a mostrar alteracfes numa situacao de estresse oxidativo (Sutinen et al.,
1990). O O3 degrada a clorofila, o que leva a producéo adicional de ROS e, consequentemente,
a morte celular (Hortensteiner & Krautler, 2011). A degradacéo da clorofila provoca mudangas
na sua autofluorescéncia (Gravano et al., 2003; Bussoti et al., 2005) nas células do parénquima
palicadico como também a reducéo na eficiéncia fotossintética da planta (Gravano et al., 2004;
Bussoti et al., 2011). Decréscimo na autofluorescéncia da clorofila indica danos aos
cloroplastos podendo ser um marcador Util na avaliacdo das injdrias induzidas por Oz (Pedroso
& Alves 2015).

Na mesma regido do foliolo de A. graveolens onde se observou a perda da
autofluorescéncia registrou-se também o acimulo de polifenois. Outros trabalhos também
identificaram o acumulo de polifenois nas células parenquimaticas (Bartoli et al., 2013), em
especial na regido que apresentou alteracdo da autofluorescéncia da clorofila (Bussoti et al.,
2005), assim como observado em experimentos de fumigacdo aguda em A. graveolens (200 ppb
4h/dia durante 3 dias, Moura et al. 2014b) resposta frequentemente causada por estresse
oxidativo provocado por Oz (Vollenweider et al., 2003; Faoro & Iriti, 2009).

Amostras de foliolos assintomaticos e sintomaticos de A. graveolens ndo apresentaram
acumulo de proantocianidinas (taninos condensados), uma vez que o teste histoquimico com
vanilina &cida ndo mostrou a coloracao vermelha esperada adjacente a injuria, com a coloragdo
natural dos tecidos, enquanto que na regido da injuria observou-se a coloracdo marrom que
indica reacdo de oxidacdo de compostos fendlicos. Ha registros na literatura de acumulo de
proantocianidinas na regido adjacente a injUria e auséncia desses compostos na regido da injaria

provocada por Os, quando empregado o mesmo teste. (Guerrero et al., 2013; VVollenweider et
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al., 2003; Vollenweider et al., 2003b). Os autores associaram a resposta ao aumento da oxidacgéo
na regido da injaria (Guerrero et al., 2013; Vollenweider et al., 2003) ou a completa oxidacéao
de proantocianidinas (Moura et al., 2014b). Além disso, a oxidacdo de proantocianidinas,
seguindo um gradiente no tecido e em nivel celular, constitui um importante marcador de
estresse decorrente de Oz para a validagdo dos sintomas (Gunthardt-Goerg & Vollenweider,
2007). No presente estudo, apesar de ter ocorrido oxidacdo de compostos fendlicos na regido
da injuria estes, ao contrario dos trabalhos citados, podem ser do tipo taninos hidrolisaveis (ver
cap. 2, elagitaninos), que estdo presentes nas folhas da espécie como constado por Silva et al.
(2011) com base em analise bioquimica.

Em A. graveolens as protrusdes pécticas foram um importante marcador de estresse
oxidativo decorrente do Os e se destacaram principalmente no apoplasto do parénquima
lacunoso (caracterizacdo anatomica de foliolos no cap 2). A presenca de protrusdes pécticas no
apoplasto € citada na literatura como um importante marcador de estresse oxidativo cronico
(Gunthardt-Goerg et al., 1997; Vollenweider et al., 2003) que permite a validacdo da injdria
visivel provocada pelo Oz (Vollenweider et al., 2003; Gunthardt-Goerg & Vollenweider, 2007).
Além disso, sua presenca no apoplasto do parénquima lacunoso se explica devido a rota de
penetracdo do poluente (Paoletti et al., 2009), que entra pelos estdmatos, atravessa a camara
subestomatica e atinge espacos intercelulares (Roschina & Roshchina, 2003) do parénquima
lacunoso. O O3 aumenta a concentragao de ions de calcio citosolico (Ca?*) e as protrusdes atuam
na desintoxicacao, uma vez que sequestram Ca?* formando pectato de calcio (Guinthardt-Goerg
et al., 1997). Diante disso, o parénquima lacunoso em folhas de A. graveolens parece
desempenhar um papel importante na desintoxicagcdo, uma vez que ocorreu intensa formagéo
de protrusdes de parede no apoplasto desse tecido, o que também foi observado por Moura
(2013).

Além dos marcadores observados em foliolos de A. graveolens, a espécie apresentou
marcadores estruturais caracteristicos de HR-like (Hypersensitive-like response -HR-like) na
regido do stippling e ACS (accelerated cell senescence-ACS) adjacente a essa regido. HR-like
e ACS séo respostas de morte celular induzidas por Os e podem se desenvolver lado a lado no
mesofilo (Vollenweider et al., 2003; Ginthardt-Goerg & Vollenweider, 2007). Essas respostas
sdo mediadas por ROS e 0s marcadores microscopicos estruturais (\Vollenweider et al., 2003;
Gunthardt-Goerg & Vollenweider, 2007) e ultraestruturais (Doorn et al., 2011) permitem
distinguir entre esses dois tipos de morte celular. A morte celular representa uma capacidade
parcial da célula para neutralizar o efeito fitotoxico extremo provocado pelo Os, limitando a

expansdo do dano oxidativo (Bartoli et al., 2013).
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A HR-like, também descrita como necrose por outros autores (Doorn et al., 2011), é
semelhante aquela que ocorre em decorréncia do ataque de patdgenos-HR (Schraudner et al.,
1998; Shandermann et al., 1998;), porém, nesse caso, o elicitor é um fator abidtico. A HR-like
é rapida e acidental, ocorre em questdo de minutos e esta sempre restrita a grupos discretos de
células parenquimaticas, que vao apresentar alteracdes na composicéo e oxidacao de fenolicos,
incompleta degradagé@o das organelas e alteracdo da membrana celular (VVollenweider et al.,
2003; Gunthardt-Goerg & Vollenweider, 2007; Faoro & Iriti 2009). Em foliolos de A.
graveolens marcadores estruturais caracteristicos de HR-like abrangeram colapso parcial ou
total das paredes celulares, alteracdo no formato e condensacdo dos cloroplastos e
desorganizacdo do conteudo celular. Em folhas sintomaticas do campo, células necréticas
apresentaram gréos de amido grandes dentro dos cloroplastos, provavelmente em decorréncia
de alteracdes na permeabilidade da membrana celular que interferiram na exportacdo de agucar
(Grantz, 2003) o que ndo ocorreu adjacente a regido de HR-like.

Considerando simultaneamente o teste histoquimico (PARS) e a analise dos tecidos em
microscopia de epifluorescéncia foi possivel inferir que compostos presentes no interior do
vacuolo das células em HR-like sdo polifenois glicosilados (detalhes no cap 2.), 0 que encontra
respaldo na literatura, que menciona reacdo positiva do teste PAS na presenca de polifenois
glicosilados nos vacuolos (Geier, 1980), embora Moura (2013) associou a reac¢ao positiva do
PARS com o acumulo de polissacarideos. A deposi¢édo de polifenois glicosilados nos vacuolos
em A. graveolens ndo foi suficiente para evitar a HR-like, apesar da espécie apresentar uma
grande diversidade de compostos fendlicos (Silva et al., 2011) que atuam como agentes
redutores e eliminadores de H>O» (Yamasaki et al., 1997), uma ROS que induz estresse
oxidativo e morte celular (Gerosa et al., 2009b).

A ACS também pode ocorrer em resposta a0 Oz e € caracterizada por um processo
observado na maioria dos tecidos foliares e idéntico ao processo de envelhecimento celular
natural, porém mais rapido (Vollenweider et al., 2003; Ginthardt-Goerg & Vollenweider,
2007). A ACS e o envelhecimento natural apresentam os mesmos marcadores estruturais, Como
reducdo no tamanho e quantidade de cloroplastos, degradacdo e condensacdo do nucleo,
aumento do vacuolo, acimulo de compostos fenolicos e acimulo acentuado de plastoglobulos
(Ginthardt-Goerg & Vollenweider, 2007) e, em regifes temperadas ndo se confundem, uma
vez que ocorrem em periodos distintos, ou seja, os efeitos do Oz se expressam no verdo, ao
passo que o envelhecimento natural ocorre no outono (Gunthardt-Goerg & Vollenweider,

2007). Como espécie semi-decidua A. graveolens mantem suas folhas durante a maior parte do
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ano, o que dificulta separacdo entre ACS e o0 envelhecimento natural, ndo sendo a primeira um
bom validador de Os.

Em condi¢6es de baixa radiacdo foi necessaria uma concentracdo aguda de Oz (200 ppb
h / 8h) para desencadear a resposta de HR-like em plantas de A. graveolens (Moura et al., 2013),
enquanto que a alta radiacdo no campo pode contribuir de forma sinérgica com Os,
potencializando o efeito oxidativo, com maior acimulo de ROS nos cloroplastos, atingindo
rapidamente a concentracdo necesséaria para desencadear as respostas de ACS e HR-like
(Paoletti et al., 2009; Moura, 2013).

Em A. graveolens, o espessamento de parede ocorreu por deposi¢do de celulose.
Segundo Bussotti et al. (2005) esse espessamento de parede pode ser irregular e ocorre pelo
aumento da atividade metabdlica, especialmente no complexo Golgi, tendo por objetivo
reforcar a resisténcia mecanica e evitar o risco de colapso celular.

Finalmente, as injurias visiveis foram validadas como decorrente de Oz com base no
conjunto de marcadores microscépicos observados em amostras de A. graveolens. Além disso,
dentre outros poluentes que poderiam provocar danos oxidativos, 0 NO. se mostrou em
concentragdes baixas, ndo ultrapassando o padrdo da qualidade do ar estabelecido para o estado
de S&o Paulo (260 pg/m?) em nenhum momento ao longo do experimento. As concentragdes de
SO ndo sdo monitoradas pela estacdo IPEN-USP justamente porque o poluente é encontrado
em regides industriais, (CETESB, 2012; CETESB 2013), o que indica que tal poluente néo se

encontra em concentracOes relevantes no local de estudo, que se encontra em area urbana.

5. Concluséao

A. graveolens, uma espécie arbdrea nativa, se mostrou bioindicadora de O3, adequada
para fins de biomonitoamento do poluente, ja que apresentou injarias visiveis
especificas caracterizadas como stippling: de coloracdo escura e de distribuicéo
intercostal, e de facil deteccdo em campo, validadas por meio de marcadores
microscopicos estruturais reconhecidamente indicadores de estresse oxidativo
decorrente de Os, e de acordo com aqueles descritos para a mesma espécie com base
em fumigacdo cronica e aguda realizadas por Moura (2013) e Moura et al. (2014b).

Os marcadores observados foram: intensa reagdo no apoplasto com a formagéo de

protrusdes de origem péctica, oxidagdo dessas protrusoes e da parede celular, espessamento de
parede por deposicao de celulose, diminuicdo da autofluorescéncia das clorofilas, acimulo de
polifenois e HR-like..
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Marcadores indicativos de acumulo de flavonoides glicosilados e ACS ndo foram
validadores das injurias foliolares em A. graveolens, ja que ndo foi possivel distinguir
claramente a ACS do envelhecimento natural.

indices de injdrias visiveis apresentaram correlacdo positiva com a SUMO e SUMO06
integrada a parametros como a PAR acumulada, médias e maximas de temperatura e umidade
relativa do ar em analise regressdo multivariada. Os indices de injdrias visiveis testados
mostraram linearidade com a SUMO e a SUMO6, por meio da correlacdo de Pearson, sendo que
para a SUMO a correlagéo foi mais forte.

Considerando que a espécie apresentou correlacdo entre as injdrias e os indices de Oz, a

mesma pode ser empregada no biomonitoramento do Os.
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Resumo

Em condicGes de campo, 0 sinergismo entre a exposi¢cao ao 0zonio e ao estresse luminoso gera
danos oxidativos mais intensos quando comparados a situacfes experimentais em que o estresse
é aplicado individualmente. Estes danos sdo ainda mais intensos em espécies que apresentam
maior sensibilidade ao estresse luminoso, como Astronium graveolens. Diversos efeitos de
combate e contencdo de espécies reativas de oxigenio (ROS) derivados deste processo de
sinergia, em especial as respostas desempenhadas pelos polifenois, sdo observados
estruturalmente, restritas a descri¢cdo na regido da injuria, de forma a validar a origem do
processo oxidativo. No entanto, a analise estrutural de alteragdes fora da injuria e de estruturas
constitutivas de defesa das plantas pode permitir o reconhecimento de padrées e insights quanto
aos processos de defesa da planta neste cenario. Neste estudo, hipotetizamos a existéncia de um
padrdo de deposicdo dos polifenois e estabelecimento de HR-like que segue 0 mesmo observado
nas células epiteliais dos canais secretores lisigenos. De fato, amostras submetidas ao
sinergismo apresentaram um padrao especifico na distribuicdo espacial de polifenois no interior
do vacuolo de acordo com a posi¢do da célula em relacdo aquelas em processo de HR-like. Este
padrdo obedece ao mesmo encontrado no interior do vacuolo das células epiteliais de canais
secretores em desenvolvimento, em que ambos os tecidos envolvidos (parénquima palicadico e
canais secretores) apresentam a mesma origem ontogenética (meristema fundamental),
indicando que ambos 0s processos sao homologos. Testes histoquimicos apontam que estes
polifenois sdo taninos hidrolisaveis e sugerimos que os diferentes aspectos observados
correspondem as variacOes temporais no processo de polimerizagdo destes elagitaninos. Ainda,
a presenca de flavondis na regido de estabelecimento de HR-like ressalta o envolvimento destes
polifenois no combate as ROS. Este estudo enfatiza o papel fundamental da anatomia néo

somente na validacdo, mas também no entendimento dos processos de defesa da planta.

Palavras-chave: canais secretores, elagitaninos, flavonois, parénquima paligadico, quercetina.
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Abstract

In field conditions, the synergism between ozone and light stress generates more intense
oxidative damages compared to experimental situations in which the stress factor is applied
individually. These damages are even more intense in light stress sensitive species as Astronium
graveolens. Several effects from combat and restraining reactive oxygen species (ROS) derived
from this synergy process, in particular the polyphenols responses, can be visualized
structurally (descriptions usually restricted to the region of injury) to validate the source of the
oxidative process. However, the structural analysis of alterations outside injury in addition to
the constituent structures of plant defense may allow the recognition of patterns and insights
about the processes of plant defenses in this scenario. Here, we hypothesized the existence of a
polyphenols’ deposition pattern and establishment of HR-like response that follows the same
one observed in the epithelial cells of the lysigenous secretory ducts. Indeed, samples subjected
to this synergism exhibited a specific pattern in the spatial distribution of polyphenols inside
the vacuole of palisade parenchyma cells according to their position in relation to the ones on
HR-like processes. Conversely, this same pattern is observed inside the epithelial cells’ vacuole
of secretory ducts during their development. Both involved tissues (palisade parenchyma and
secretory ducts) have the same ontogenetic origin (ground meristem), an indicative that both
processes are homologous. Histochemical tests show that these polyphenols are hydrolysable
tannins, and we suggested that their differential aspects correspond to temporal variations in
the ellagitannins processes of polymerization. Furthermore, the presence of flavonols in regions
close to HR-like responses emphasizes the involvement of these polyphenols to combat ROS.
This study highlights the pivotal role of anatomy in both validating ozone symptoms and also

in the knowledge of plant defense processes.

Keywords: ellagitannins, flavonols, palisade parenchyma, quercetin, secretory ducts.
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1. Introdugéo

O excesso de radiagdo solar (compreendendo majoritariamente a regido visivel do espectro
de luz) que atinge o aparelho fotossintético expde os cloroplastos a um excedente de excitacao
energética que provoca uma intensa formacéo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen
species, ROS) e ativa antioxidantes enzimaticos e de baixo peso molecular, como os polifenois,
no combate aos danos fotooxidativos (Fini et al., 2012; Agati et al., 2012, 2013), principalmente
em espécies com maior sensibilidade a luz (Wolf et al., 2010), como Astronium graveolens,
uma espécie secundaria inicial (Ribeiro et al., 2005). O dano oxidativo pode ser intensificado
devido a uma resposta sinérgica apresentada por tecidos expostos a intensa luminosidade
combinada a exposicdo ao ozonio (Foyer et al., 1994; Bussotti, 2008; VVollenweider et al., 2003),
gerando respostas de oxidacdo de polifenois, aceleracdo da morte celular e senescéncia foliar,
e estabelecimento de HR-like (hypersensitive like response) também combatidas pelas mesmas
defesas antioxidantes (\Vollenweider et al., 2003; Paoletti et al., 2009; Moura, 2013).

Em células sadias, a habilidade de doar elétrons ou atomos de hidrogénio (i.e., desenvolver
uma atividade redutora) é desempenhada por alguns flavonois! como a quercetina (Agati et al.,
2013), presente em foliolos de A. graveolens (tabela 1). Durante o estresse luminoso, 0 excesso
de energia de excitacdo promove a geracdo de H»0> e O e diminui a atividade da ascorbato
peroxidase nos cloroplastos, causando a difusdo destas ROS para fora do cloroplasto; os
flavondis limitam esta difusdo, retardando os sinais que levam a morte celular programada
(Agati et al., 2012). Em plantas saudaveis, derivados glicosilados de flavonois (forma menos
toxica a planta) sdo encontrados no apoplasto, parede celular, membrana do cloroplasto e
vacuolo (Endo et al., 2012, Petrussa et al. 2013) em quantidades minimas, normalmente ndo
detectaveis em técnicas analiticas de rotina (Agati et al., 2013). A inducdo de sua sintese é
estimulada pela luz visivel (Agati et al., 2012, 2013) e, devido ao aumento em sua concentragao,

torna-se facilmente observada por meio de andlises de fluorescéncia.

! Flavonois sdo uma classe de flavonéides definidos pela presenca de um grupo catecol como esqueleto do anel B
gue constitui a estrutura destes compostos. A presenca de dois radicais hidroxilas no anel B da quercetina torna
esta molécula mais efetiva como agente redutor em relagdo a outros flavonois, como a miricetina e o kaempferol
(Agati et al., 2012).
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Tabela 1. Principais polifenois identificados por Silva et al., (2011) a partir do extrato de

foliolos saudaveis de A. graveolens. Note a auséncia de taninos condensados.

Taninos hidrolisaveis e seus

Flavonoides orecursores
Quercetina Acido galico
Quercetina-O-pentosideo Acido elagico
Quercetina-O-deoxi-hexosideo Elagitaninos

Miricetina-O-deoxi-hexosideo
Quercetina-galoil-pentosideo
Quercetina-galoil-O-deoxi-hexosideo
Quercetina-galoil-hexosideo

O ozbnio (0Ogz), enquanto constituinte da poluigdo atmosférica, também pode atuar na
indugéo de polifenois (Furlan et al., 1999, 2010; Bussotti et al., 2005; Bartoli et al., 2013). O
Os apresenta forte acdo oxidante em relacdo aos outros poluentes (Kurpa et al., 2001),
correlacionando-se positivamente as alteracfes no metabolismo de polifenois (Biolley et al.,
2002; Sandre et al., 2014). As injurias visiveis, caracteristicas de estresse oxidativo causado
pelo Oz em laminas foliares de diferentes espécies, sdo causadas pela inducdo de sintese,
acumulo e/ou oxidacao destes compostos (Krupa et al., 2001; Rezende & Furlan, 2009; Booker
et al., 2013). Dentre os polifenois descritos como respostas ao Oz destacam-se os flavondis,
antocianinas e taninos? condensados (Vollenweider et al., 2003; Bussotti et al., 2005; Furlan et
al., 2007; Tresmondi & Alves, 2011; Guerreiro et al., 2013, Moura, 2003; Moura et al., 2014).
Até o momento, alteracdes em relacdo aos taninos hidrolisaveis em resposta ao Oz ndo sdo
relatadas na literatura.

Constitutivamente, os taninos sdo encontrados no interior de estruturas secretoras devido a
alta toxicidade destes compostos as células vegetais (Castro & Demarco, 2008). Canais
secretores sdo de ocorréncia ubiqua em Anacardiaceae, cujo exsudato apresenta composicao
heterogénea diversa, composta majoritariamente por polissacarideos, polifenois e terpendides,
variavel de acordo com a espécie (Vassilyev, 2000). Em Astronium graveolens, essas glandulas
apresentam uma secrecdo descrita como Oleo-resina, composta por polifenois (tabela 1) e

terpendides, produzida a partir da lise de células epiteliais (secre¢do holécrina — Chen &

2 Taninos sdo caracterizados pela sua capacidade de interagir com proteinas. Estruturalmente, podem ser divididos
em duas grandes classes, os taninos condensados e hidrolisaveis. Taninos condensados (ou proantocianidinas) sao
produzidos em Spermatophyta, e caracterizados como flavonoides ligados por uma ligacdo C-C interflavana em
C-4-C8 ou C-4-C-6 entre mondmeros de flavan-3-ol. Evolutivamente, os taninos hidrolisaveis sao mais derivados
gue os condensados, e limitados as familias de eudicots mais recentes. Taninos hidrolisaveis sao ésteres complexos
de écido galico com glicosideos (majoritariamente glicose), em que a divisdo e classificacdo em galotaninos e
elagitaninos é baseada na presenca ou auséncia de uma ligacdo intramolecular C-C entre os grupos galoil,
respectivamente (Tharayil et al., 2011).
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Wiemer, 1984; Carmello-Guerreiro & Paoli, 2000; Silva et al., 2011; Hernandez et al., 2013).
Destacando-se apenas a fracdo fendlica desta secrecdo, Joel & Fahn (1980a, 1980b)
descreveram um aspecto distinto do contetdo vacuolar das células epiteliais dos canais
secretores ao longo da sua ontogénese, cujo Ultimo estagio (prévio a lise) constitui um vacuolo
complemente preenchido por compostos fenolicos de aspecto denso. De forma geral, as funcdes
geralmente atribuidas a estes canais referem-se a protecdo contra herbivoria, entrada e
proliferacdo de microorganismos e selamento de ferimentos (Langenhein, 1990).

Em situacbes de estresse oxidativo causado pelo excesso de luz e/ou Os, taninos
apresentando diversos aspectos sd@o encontrados no interior do vacuolo de células do mesofilo
(Bussoti et al., 1997; Reig-Arminédna et al., 2004; Kivimdenp&4 et al., 2014). No entanto,
embora estes diferentes aspectos possam estar relacionados a presenca de polifenois distintos
e/ou a diferentes graus de polimerizacao destes compostos (Franceschi et al., 1998), esta relacédo
e um provavel padrdo no seu aparecimento em células do mesofilo ainda sdo desconhecidos.

Durante andlises de validacdo de sintomas em campo observamos em A. graveolens
(cap. 1) a ocorréncia de compostos fendlicos de diferentes aspectos no vacuolo de células do
parénquima palicadico, ao longo de toda a extensao dos foliolos sintomaticos, e estabelecimento
de HR-like, contrastando com estudos prévios envolvendo plantas da mesma espécie fumigadas
em camaras, em que estes resultados ndo foram encontrados, uma vez que a autora conduziu
seu experimento de fumigagdo sob uma luminosidade menor do que a registrada em campo
(Moura, 2013). Estes eventos sugerem a ocorréncia de um sinergismo entre o estresse luminoso
e 0 Os. A hipdtese deste capitulo refere-se a existéncia de um padréo de deposi¢édo dos polifenois
e estabelecimento de HR-like em resposta ao sinergismo, que segue 0 mesmo observado nas
células epiteliais dos canais secretores lisigenos, ou seja, a ocorréncia de processos homdlogos
de defesas constitutivas e induzidas. Para testa-la, procedemos a localizacdo e descricdo do
padrdo de deposicdo dos polifenois induzidos pelo estresse e comparagdo com o encontrado nas

células epiteliais dos canais secretores.

2. Material e métodos
2.1. Cultivo e exposigoes

Mudas de Astronium graveolens foram adquiridas em viveiro comercial (Bioflora, S&o
Paulo), uniformizadas por altura da parte aérea (20 cm) e transplantadas para vasos de plastico

contendo substrato tipo Eucatex Plantmax misturado com vermiculita na proporgéo de 3:1. Em
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seguida, foram acomodadas por um més em uma casa de vegetacao com ar filtrado situada no
Instituto de Botanica, Sdo Paulo. Os vasos permaneceram sobre caixas de polietileno utilizadas
como reservatorios de agua, cobertas com grades de metal para suporte, e possuindo, cada vaso,
duas cordas de nailon mantidas mergulhadas na agua, garantindo o suprimento hidrico continuo
para as plantas, 100 ml de solugéo nutritiva do tipo Peters foram aplicados em cada vaso a cada
15 dias. O suporte foi coberto com telas de sombrite que permitem 65% da passagem de luz.
Uma estacdo meteoroldgica (WatchDog, Spectrum, IL, USA) foi implementada no interior da
casa de vegetacao para registrar dados da umidade relativa do ar e temperatura.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, um lote com 10 plantas foi mantido em casa de
vegetacdo, enquanto outro, com 20 plantas, foi exposto no Fitotério do Instituto de Biociéncias
da Universidade de S&o Paulo, nas mesmas condicOes de rega da casa de vegetacao, e tela de
sombrite. A area de exposicao localizava-se proximo a estacdo de monitoramento da qualidade
do ar IPEN-USP (CETESB) e da estacdo meteorologica IAG-USP; no local também foi
instalado uma estacdo meteoroldgica (WatchDog, Spectrum, IL, USA). As concentragdes
horéarias de Oz foram obtidas de dados disponibilizados pela CETESB via on-line. Os dados
meteoroldgicos como as medidas constantes de temperatura, umidade relativa do ar, volume de
precipitacdo e radiacdo solar foram disponibilizados pelo IAG-USP ou registrados pela estacéo
instalada. A partir dos dados horérios disponibilizados pela CETESB, foram calculadas a SUMO
(soma de todas as concentrag@es horérias de O3) e a SUMO06 (soma de todas as concentragdes
horarias de Oz acima de 0,06 ppm h), enquanto a radiacdo fotossinteticamente ativa foi
calculada com base na radiacdo global disponibilizada pelas estacdes de monitoramento. Ao
todo, foram efetuadas quatro exposi¢cdes, com duracdo de 90 dias cada, com inicio em
setembro/2012 e término em outubro/2013 (12 exposicdo, de 06/09/2012 a 06/12/2012; 22, de
21/01/2013 & 21/04/2013; 32, de 23/04/2013 a 21/07/2013; 42, de 23/07/2013 a 26/10/2013).

Ao inicio de cada exposicao, os foliolos ja presentes em cada individuo foram marcados
de forma a distingui-los dos novos que se desenvolveriam durante o periodo de exposi¢do. Os
nos visiveis foram numerados a partir da base do vaso, em que 0s primeiros correspondiam as

laminas foliolares completamente expandidas, enquanto os Ultimos aquelas recém formadas.
2.2. Analises microscopicas

Fragmentos de foliolos que apresentavam injurias visiveis decorrentes do ozénio (cf.
capitulo 1) situados entre 0 1 2 e 5 2 nés de plantas expostas em campo, e foliolos
correspondentes de plantas mantidas em casa de vegetacdo foram fixados em glutaraldeido

2,5% em solucdo tampao fosfato de sodio 0,067 M, pH 7.0, e armazenados em geladeira & 4°C.
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Parte do material destinado as analises estruturais e histoquimicas foi desidratado em série
etilica e incluido em resina LR White (London Resin Company) ou historesina Leica (Leica
Microsystems), e seccionado transversalmente (1,25 um) em ultramicrétomo Leica (EMUCS).
Os tratamentos aplicados estdo apresentados na tabela 2.

O material destinado as analises em microscopia por fluorescéncia widefield e confocal
foram os provenientes de material fixado, seccionados transversalmente (20 um) em criostato
Leica (CM1100) e montado em meio de montagem Fluoromount (Sigma-Aldrich). Algumas
amostras ndo fixadas foram também observadas sob microscopia confocal nas mesmas
condicdes de analise para assegurar que as alteracdes no aspecto dos polifenois nao refletiam
artefatos de fixacéo.

Parte das seccOes foi observada sob filtro azul (entre 400-450 nm) em microscopio
widefield Leica DM 5500B (Laboratorio de Neurociéncias, UFABC). Neste microscopio,
procedeu-se a analise da maxima projecao, obtida a partir de sec¢des de 10 um de profundidade
em modo Z-stack. Este modo caracteriza-se por imagens de determinada espessura (0,5 — 1 pm)
adquiridas em dado intervalo de profundidade (eixo Z). Todas as imagens adquiridas podem
ser processadas e agrupadas em uma unica imagem (maxima projecdo). Assim, é possivel
analisar a distribuicdo espacial da emissdo dos compostos de interesse.

As secgdes foram observadas sem nenhum tratamento e também submetidas ao reagente
natural A (NA) 0,1% (Sigma-Aldrich) em metanol para analises em microscopia confocal; este
reagente apresenta reacdo seletiva com compostos de estrutura 3-hidroxi-flavona, esqueleto de
flavonois. A reacdo entre 0 NA e estes compostos promove 0 aumento ou a diminuicdo da
fluorescéncia emitida pelo flavonol (Schnitzler et al., 1996, Hutzler et al., 1998, Tattini et al.,
2000).

As amostras sem reagente e tratadas com NA, bem como uma lamina contendo uma
gota do reagente foram excitadas com lasers de 364 e 488 nm, usualmente usados na
visualizacdo de compostos fenolicos (Schnitzler et al., 1996, Hutzler et al., 1998, Tattini et al.,
2000). As emissdes foram obtidas em modo A-stack, que corresponde a uma série de imagens
da mesma regido microscopica, cada uma obtida com diferentes comprimentos de onda em
incrementos de 10 ou 11 nm, a fim de caracterizar as emissdes especificas de diferentes
compartimentos ou compostos celulares. As emissdes foram observadas entre 367—-699 nm.
Desta forma, estabelecemos que (i) o reagente NA ndo apresenta emissao sob as condigdes
analisadas e (ii) a excitacdo de 364 nm foi a ideal para a observacéo tanto do material sem

reagente quanto daquele tratado com NA.
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As observacdes foram efetuadas em microscopio confocal Zeiss LSM 510-Meta
(Central Analitica, Instituto de Quimica-USP). Espectros de emissdo de pontos especificos
foram obtidos a partir de pontos (region of interest, ROI) arbitrariamente selecionados nas
imagens, na plataforma de analises de imagens Zeiss LSM Image Browser. As amostras em

widefield e confocal foram observadas em aumentos de 25 e 40x.
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Tabela 2. Reagentes aplicados na identificacdo de metabolitos em Astronium graveolens.

reagente

estrutura-alvo (reagao)

compostos alvo*

cor em luz transmitida

referéncia

azul de Toluidina, pH 6.8

p-parafenilenodiamina

reacdo PAS e PARS

solugdo aquosa de cloreto férrico 10%

natural A (NA) 0,1%

DMACA

vanilina acida 10%

solugdo de Sudan black B em alcool etilico
70%

apresenta metacromasia de acordo com a
densidade de cargas positivas

reagdo com hidrocarbonetos insaturados

neutralizagdo de aldeidos e cetonas livres
com tretrahidretoboreto de sodio; oxidacéo
de estruturas a-1,2-glicol com &cido
periddico e identificacdo do produto pelo
reagente de Schiff. A reacdo PARS se
distingue da PAS pela omissdo da primeira
etapa — neutralizacdo dos aldeidos e
cetonas. Dessa forma, outras reagdes, como
a identificacdo de calose por meio do
reagente Calcofluor white, podem ser
aplicadas em uma mesma lamina.

formagdo de complexos entre os fons Fe3*
e hidroxilas dos compostos fenélicos em
meio aquoso

reacdo seletiva com compostos de estrutura
3-hidroxi-flavona

reacdo seletiva com compostos de estrutura
flavan-3-ol

reacdo seletiva com compostos de estrutura
flavan-3-ol e flava-3,4-diol

particdo: migragdo do corante a partir da
solucdo alcoodlica para compostos mais
hidrofébicos

lipidios

polissacarideos

compostos fendlicos

flavonois

proantocianidinas

proantocianidinas

compostos lipofilicos

compostos fenélicos em verde (por mera
adicdo de cores), compostos protonados em
lilas, compostos neutros em azul

cinza

magenta

marrom a preto

aumento ou a diminuicdo da fluorescéncia
emitida pelo flavonol

azul

vermelho

azul a preto

Feder & O’Brien, 1968

Kiviméempad et al., 2004

Geier, 1980; Gahan, 1984

Johansen, 1940

Tattini et al., 2000

Gutmann & Feucht, 1991

Sarkar & Howarth, 1976

Pearse, 1985

*constituidos por ou apresentam as caracteristicas detectadas pela estrutura-alvo
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3. Resultados

3.1. Caracterizagédo ambiental

Em relagdo as condigdes de temperatura e umidade relativa do ar no interior da casa de
vegetacao, estas apresentaram valores medios entre 19-25°C e 62—78%, respectivamente.

Em campo (Fig. 1), as médias mensais de umidade relativa (UR) mantiveram-se altas
durante todas as exposicOes (cerca de 70— 90%), enquanto a precipitagdo (P) apresentou
variagbes durante o periodo seco (setembro/2012; abril a setembro/2013), e chuvoso
(outubro/2012 a abril/2013; outubro/2013). As médias mensais mais elevadas de temperatura
(T) foram registradas na 1% e 22 exposi¢cGes. Da mesma forma, os maiores valores médios
mensais da radiacdo fotossinteticamente ativa (photosynthetic active radiation, PAR) foram
registrados na 12 e 22 exposi¢oes, seguida da 42, todas divergindo da 3? exposi¢do, cujas médias
foram as mais baixas. A concentracdo do ozonio (O3) mostrou-se relevante em todas as
exposicoes, em que o maior SUMO e SUMO06 foram observados na 1% e 22 exposicoes,
abrangendo boa parte da estacdo chuvosa, com picos de 20 ppm h (outubro/2012 e mar¢o/2013)
e 1,5 ppm h (setembro/2012 e outubro/2012), respectivamente. Os menores valores de SUMO
(7 ppm h) e SUMO06 (0,02 ppm h) foram observados na 32 exposic¢do (junho e maio de 2013,

respectivamente), durante o periodo seco (Fig. 1).
3.2. Aspectos estruturais das laminas foliolares

Em seccdo transversal, as laminas foliolares das plantas mantidas em casa de vegetacao
(Fig. 2A) apresentaram cuticula fina e epiderme unisseriada em ambas as faces, cujos estdbmatos
foram encontrados restritos a superficie abaxial da lamina. O mesofilo bilateral constitui-se por
uma camada de células do parénquima pali¢adico, alongadas e justapostas, apresentando um
grande vacuolo central e citoplasma hialinos, cloroplastos periféricos de aspecto achatado, e
trés a quatro camadas de células do parénquima lacunoso de aspectos semelhantes ao
palicadico, porém com pronunciados espacos intercelulares. Apresenta, ainda, idioblastos
cristaliferos contendo cristais do tipo drusa, e canais secretores dispersos no mesofilo. O feixe
vascular é do tipo colateral, cujas células parenquiméticas do floema ndo apresentaram
contetdo denso.

Em contraste, amostras de individuos mantidos em campo mostraram acumulo
acentuado de polifenois no vacuolo das células do parénquima paligadico ao longo de toda a
extensdo da lamina foliolar (Fig. 2A vs B). O aspecto destes compostos no interior do vacuolo
mostrou-se variavel, sendo identificado e distinto em quatro grupos: 1- denso, preenchendo
todo o vacutolo (Fig. 2C, H); 2- granulos finos ou grossos, preenchendo uniformemente todo o

vacuolo (Fig. 2D-E, I); 3- um denso anel ao longo da periferia do vacutolo (Fig. 2F); 4- glébulos
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densos, dispersos ou ligados ao anel denso periférico no interior do vacuolo (Fig. 2G). A
identificacdo dos compostos de todos os aspectos visualizados como polifenois foi realizada
inicialmente pela coloracéo esverdeada em azul de toluidina, e confirmada por meio de testes
com o cloreto férrico (Fig. 2H-1). Ainda, a co-ocorréncia de grupos alfa 1,2-glicol foi
identificada por meio da reacdo PAS e PARS (Fig. 2J-K). Néo foi observado o acimulo de
proantocianidinas ou um carater lipofilico destes compostos, inferido a partir do resultado
negativo dos testes com DMACA, vanilina acida e Sudan black B.

As células epiteliais dos canais secretores de amostras provenientes da casa de
vegetacdo e do campo apresentaram o vacuolo preenchido por polifenois cujo aspecto também
apresenta variacfes semelhantes as encontradas no vacuolo das células do parénquima
palicadico de amostras do campo (Fig. 2L vs 2M).

O aspecto dos polifenois no interior dos vacuolos das células parenquimaticas nao
exibiu um padrao aleatdrio, mas distinto e especifico de acordo com a posi¢do das células em
relacdo as células em HR-like: polifenois do tipo 1 foram encontrados sempre na regido do
estabelecimento da injuria visivel, enquanto os tipos 2 e 3 sempre adjacentes a esta regido (Fig.
2M-N); ja o tipo 4 foi visualizado nas regides mais afastadas da injdria, e em menor frequéncia.
O vacuolo das células em HR-like sempre exibiu o tipo 1 (Fig. 2N). O mesmo padréo foi
observado em microscopia widefield, em que células em HR-like ndo apresentaram emissao
(Fig. 20-tracejado), enquanto o tipo 1 foi observado no local da injdria, e os tipos 2 e 3

adjacentes a este (Fig. 20).
3.3. Analises dos polifenois em microscopia confocal

Em amostras fixadas de 1aminas foliolares provenientes da casa de vegetacdo, 0s pontos
(ROI) foram arbitrariamente posicionados na regido apical e basal de células do parénquima
palicadico, e em células epiteliais do canal secretor. Independentemente da posicdo nas células
do parénquima palicadico, houve uma intensa emissdo apenas referente a clorofila, a partir de
650 nm. Em contraste, as células epiteliais apresentaram picos (de baixa intensidade,
comparados a emisséao de clorofila) entre 350-500, 500-550 e 550-600 nm (Fig. 3A).

Em amostras fixadas provenientes de plantas mantidas em campo que exibiam injurias
visiveis (ver detalhes no cap. 1), os ROI foram situados no &pice e base de células do
parénquima palicadico, e um sobre a regido da injdria, todos exibindo um padrdo de emissao
semelhante: dois picos entre 400-500 nm, um entre 500-550 nm e outros dois entre 550-650
nm, cuja intensidade foi maior na regido de estabelecimento de HR-like, e levemente maior no
ROI localizado proximo a epiderme da face adaxial. Em ROI localizados no local de injdria e

em celulas fora desta regido de secgdes tratadas com NA, observou-se que a regido de
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estabelecimento de HR-like e paredes celulares adjacentes apresentaram emissdo apenas
quando na presenca deste reagente, cujo espectro exibe padrdo semelhante, porém com
intensidades diferenciadas (Fig. 3C).
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Fig. 1. Caracterizacdo dos parametros climaticos e dos indices cumulativos de 0z6nio no
Fitotério do Instituto de Biociéncias da USP (S&o Paulo, SP) durante os periodos de exposi¢do
das plantas (setembro/2012 a outubro/2013). SUMO, barra sem preenchimento; SUMO06, barra
preenchida em cinza; linha tracejada, medias mensais de umidade relativa (UR); linha
pontilhada, radiacdo fotossintéticamente ativa (PAR); linha continua, temperatura (T);

quadrados preenchidos, volume acumulado de precipitagdo mensal (P).
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Fig. 2. Aspectos estruturais de laminas foliolares de Astronium graveolens, enfatizando os
polifenois (Pf) no interior do vactolo de células do parénquima palicadico (PP). Amostras
provenientes da casa de vegetacdo (A) e do campo (B-O) observadas em microscopia de campo
claro (A-N) e microscopia widefield (O). Plantas sadias com conteudo hialino do vacuolo das
células do PP (A), contrastando com as amostras do campo (B) com vacuolo completamente
preenchido por Pf. (C—G) Detalhes dos aspectos dos Pf no interior do vactolo de diferentes
celulas do PP: tipo 1 (f1), denso, preenchendo todo o vacuolo da célula (C); tipo 2 (f2),
granulado fino (D) ou grosso (E); tipo 3 (f3), denso em anel ao longo da periferia do vacuolo
(F); tipo 4 (f4), globular e denso (G). Natureza fendlica do contetdo vacuolar confirmada pelo
reagente cloreto férrico (H-1). Co-ocorréncia de glicosideos no interior do vactolo confirmada
pelas reacOes PARS (J) e PAS (K). Padrao de distribuigdo dos diferentes aspectos de polifenois
no interior das células epiteliais do canal secretor (L) e das células do PP (M). Estabelecimento
de HR-like em uma célula do PP (N); note plasmolise (setas) em uma célula contendo
compostos fendlicos do tipo 1 (denso). Padrdo de distribuicdo e emissdo dos polifendis no
interior do vacutolo das células do PP (O); note auséncia de emissdo na regido da injdria (linha

tracejada). Barras=5um.



64



Fig. 3. Espectros de emissdo de polifenois de foliolos de Astronium graveolens provenientes de
casa de vegetacdo (A) e campo (B-C) em microscopia confocal. Espectro de emissdo de
amostras fixadas (A-C) e tratadas com o reagente natural A (C). Emissao referente apenas a
clorofila (> 650 nm) nos pontos situados na regido apical e basal do parénquima pali¢adico
(ROI 2 e 3), e diversos picos adicionais entre 350-600 nm a partir da célula epitelial do canal
secretor (ROl 1) (A). Emissao a partir da regido de estabelecimento de HR-like (ROI 1), e
regido apical e basal das células do parénquima palicadico (ROI 2 e 3); note que o0 espectro e
semelhante em todos os ROI, com picos entre 400-650 nm referindo-se a polifendis e > 650
nm a clorofila, diferindo apenas em intensidade (B). Emissao a partir de células na regido de
HR-like (ROI 1) e adjacente (ROI 2). A regido de HR-like apresenta emissdo apenas quando na
presenca do reagente. Note que a emissdo da célula adjacente é semelhante, diferindo apenas

na intensidade dos picos ao longo do espectro (C).
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4. Discusséo
4.1. Consideraces sobre as analises de polifenois em microscopia confocal

As amostras submetidas a microscopia confocal foram previamente fixadas,
procedimento que diminui a intensidade da autofluorescéncia emitida, mas ndo a retira
completamente, sendo possivel a observacao do espectro de fluorescéncia de polifenois mesmo
em baixa intensidade (Cardoso-Gustavson & Davis, 2015). Outra vantagem da previa fixacéo,
no presente estudo, é a possibilidade de se observar apenas a emissdo do alvo (polifenois),
descartando sobreposi¢cdo com outros compostos e/ou estruturas em movimento (principal
dificuldade quando se observam células vivas). O glutaraldeido forma ligagdes cruzadas com
as cadeias laterais das proteinas, formando grupos hidroxi-metil®. Este fixador penetra nas
proteinas e &cidos nucleicos para reagir com grupos amina livres. Pode, também, reagir com
alguns lipidios insaturados, particularmente na presenca de ions calcio, mas ndo reage com
carboidratos (Eltoum et al., 2001). Por conseguinte, a auséncia de grupos amina em polifenois
sugere a inexisténcia de ligacdes cruzadas entre estes compostos e o glutaraldeido. Para excluir,
definitivamente, a possibilidade de que os padrdes de polifenois no interior do vactolo
constituiam artefato de técnica, procedemos a analise de amostras ndo-fixadas e, embora a
observacao torna-se mais dificil devido a emissdo simultanea de compostos da maioria das
estruturas subcelulares, foi possivel avaliar que o processo de fixacdo realmente ndo afetou o
padrdo de deposicdo dos polifenois.

Infelizmente, ndo ha nenhum probe fluorescente disponivel que seletivamente forme
adutos com flavondides individuais em diferentes matrizes. E notavel, também, que padrdes de
emissdo in situ podem apresentar certa distingdo dos observados in vitro ja que estes sdo obtidos
a partir do composto purificado, enquanto a molécula encontra-se estabilizada por diferentes
ligacGes nas células. Desta forma, é necessario, além do conhecimento da emisséo dos padrdes
in vitro, de dados de literatura em que a emissao in situ do composto-alvo também tenha sido
avaliada (Roschina & Roschina, 2003; Roschina, 2008, 2012). O uso de diferentes testes
histoquimicos e analises de fluorescéncia, que evidenciam diferentes propriedades da molécula-
alvo, bem como a localizacdo de determinados compostos em dados compartimentos e
impossibilidade de sua ocorréncia em outros (p. ex., compostos fendlicos nunca estéo dispersos
no citoplasma, enquanto terpendides e polissacarideos — a excecdo de frutanos — ndo séo

encontrados no vacuolo) facilitam a posterior interpretacdo dos dados obtidos.

3 Também conhecido como “base Tris”. A nomenclatura IUPAC é 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol e
formula (HOCH2)sCNH..
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A interpretacdo também foi facilitada pelo conhecimento prévio dos polifenois
constitutivos de A. graveolens (Silva et al., 2011). A partir dessas informaces, foi possivel
dirigir os estudos para a localizacdo das principais classes (flavonois e elagitaninos) de
polifenois durante os eventos de estresse. Apenas com 0s testes histoquimicos, foi possivel
determinar que os compostos no interior dos vacuolos e na regido de estabelecimento de HR-
like sdo polifenois glicosilados, pois apresentam glicosideos constituindo sua estrutura. E,
também, que os compostos nas paredes e células em HR-like sdo flavondis. Resultados
negativos com testes para a deteccdo de compostos lipofilicos e taninos condensados
(proantocianidinas) excluiram a sua ocorréncia, em conformidade com os resultados das
andlises de taninos hidrolisaveis e flavondis constitutivos dos foliolos desta espécie (Silva et
al., 2011).

Assim, assumimos que 0s compostos no interior do vacuolo das células parenquimaticas
consistem em elagitaninos em diferentes fases de polimerizacéo, baseando-nos inicialmente no
fato de que os taninos sdo compostos altamente citotoxicos que devem ser confinados no
vacuolo da célula ou em glandulas como canais/cavidades secretoras e laticiferos (Joel & Fanh
1980a; Vollenweber & Dietz, 1980). O vactolo é um local de armazenamento de compostos
antioxidantes, ndo constituindo um sistema antioxidante efetivo, visto que esta fisicamente
separado dos centros de formacdo de ROS — apoplasto, parede celular, citosol, cloroplastos
(Agati et al., 2012, 2013). Ainda, os taninos (pelo menos os condensados) ndo atuam
diretamente como antioxidantes (Tharayi et al., 2011). Adicionalmente, os elagitaninos
observados no vacuolo das células parenquimaticas exibem um gradiente de intensidade de
emissdo, mais intenso quanto mais préximo a epiderme adaxial, evidéncia adicional da relacdo
destes compostos com a protecdo contra estresse luminoso, e nao efetivamente no combate as
ROS.

A localizacdo de polifenois fora do vactolo refere-se, possivelmente, aos flavondis
glicosilados descritos em A. graveolens, visto a sua identificacdo no protoplasto, parede celular
e apoplasto (Endo et al. 2012, Petrussa et al. 2013). A emissé@o de derivados glicosilados de
quercetina apresenta valores maximos entre 540-560 nm (Buer & Muday 2004, Buer et al.,
2007, Toda et al., 2012) nas mesmas condi¢des de analise do presente estudo. Estes dados sdo
coerentes com a alta intensidade de sinal (pico) encontrado em regides do palicadico que nédo
apresentavam autofluorescéncia (amostras provenientes do campo) e cuja intensidade de
emissdo foi aumentada (o suficiente para ser detectada e distinta) com o reagente natural A.
Note que o pico entre 500-550 nm apresentou uma maior area relativa, que aqui atribuimos a
convolugéo dos picos de emisséo de derivados de quercetina. Estes picos sdo posteriormente

distintos (deconvoluidos) apenas quando na presenca de natural A. Entre os flavondis, a
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quercetina apresenta maior capacidade antioxidante (Buchter et al., 2013). Devido a alta
capacidade destes flavondis em combater ROS, é coerente a sua ocorréncia na regido de HR-
like (parede celular e protoplasto), apoplasto e em células adjacentes (porém, em menor
intensidade). Perceba que a regido de estabelecimento de HR-like e adjacéncias estdo sob forte
oxidacdo, justamente devido ao papel oxidante dos flavondis. Desta forma, 0 composto deixa
de apresentar autofluorescéncia e passa a emitir uma coloragdo marrom nos tecidos,
caracteristica de oxidacdo de fendlicos, e que se relaciona as alteracbes em sua estrutura
quimica causadas por esta acao.

Em relacdo aos demais picos provenientes tanto das células epiteliais dos canais
secretores de amostras da casa de vegetacdo quanto das células do parénquima palicédico de
amostras do campo (tratados ou ndo com natural A), nossa sugestdo é a de que possivelmente
estejam relacionados a emissdo pelos elagitaninos e seus precursores. Diferentes padrbes de
deposicdo de polifenois podem estar relacionados, de fato, a precursores de um produto final,
ou a processos de polimerizacdo de moléculas complexas (Franceschi et al., 1998). No entanto,
ndo encontramos, até 0 momento, nenhum estudo que apresente uma descri¢do do padrdo de
emissdo in situ destes compostos. A observacdo do vacuolo hialino das células do parénquima
palicadico de amostras provenientes da casa de vegetacdo indica, a principio, a auséncia de
polifenois. Sob microscopia confocal, no entanto, 0 mesmo material apresentou picos muito
pequenos de emissdo na regido de polifenois, confirmando a proposicdo de que os polifenois
estdo presentes em baixa concentracdo no vactolo de células sadias, ndo detectaveis por
técnicas usuais de analises (Agati et al., 2013), mas sim por meio de técnicas de imagem de
maior sensibilidade. O que se segue, nas amostras do campo, é a presenca de elagitaninos no
vacuolo de todas as células do parénquima paligadico, indicando a inducdo de defesas. Estes
compostos estdo relacionados aos processos de senescéncia celular (natural e acelerada), e
defesa contra estresse bidtico (War et al., 2012), e tem alta relevancia na interacdo planta-solo-
detritos (folhas senescentes liberadas por ela mesma), pois plantas que apresentam taninos ndo
realocados durante a senescéncia parecem ganhar uma vantagem competitiva através da
alteracdo da ciclagem de nutrientes, ao disponibilizar para si mesma derivados de carbono

investidos na defesa (Zhang et al., 2009).

4.2. Aspectos estruturais do sinergismo entre luz e ozénio

Estudos cujo foco é a validacdo de injarias visiveis causadas especificamente pelo O3
geralmente sé&o realizados no interior de camaras de fumigacdo, de forma a isolar a fonte de

estresse. Ainda neste contexto, e ressaltando a relevancia da anatomia, a Unica forma de se
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validar corretamente a ocorréncia de dada injdria como estresse oxidativo causado pelo Oz é,
justamente, por meio de analises estruturais e histoquimicas. Assim, apds conhecer o efeito
isolado deste poluente, € possivel entender padrdes de respostas quando um segundo estresse €
adicionado. Estes efeitos podem ser antagonicos, em que um estresse protege a planta do
segundo, ou a resposta a um estresse confere defesa ao outro (Foyer et al., 1994; Bussotti, 2008;
Pollastrini et al., 2010), ou sinérgicos, em que um estresse potencializa o efeito do outro, como
a interacdo entre 0 Oz e 0 estresse luminoso. Este tipo de sinergismo é a base dos estudos que
envolvem open top chambers, visto que as plantas sdo expostas a ambos 0s estresses
simultaneamente (Paoletti et al., 2009; Pollastrini et al., 2010), em uma situacdo mais proxima
a encontrada no ambiente natural. Dessa forma, como ambos 0s processos promovem uma
intensa formagdo de ROS, o limiar para indugdo de morte celular programada (i.e.,
estabelecimento de HR-like) torna-se menor. Nos estudos desenvolvidos por Moura (2013), em
que individuos jovens de A. graveolens (similares ao usados aqui) foram cronicamente
fumigados com O3 (70 ppb, 6h/dia durante 53 dias, e uma segunda repeticdo de 36 dias nestas
mesmas condicdes), ndo foram observadas respostas do tipo HR-like, apenas o surgimento de
protrusdes na parede celular e processos de oxidacdo de compostos fendlicos (cf. cap. 1). No
entanto, respostas do tipo HR-like foram observadas quando as plantas foram fumigadas de
forma aguda (200 ppb 4h/dia durante 3 dias), bem como a ocorréncia de taninos no interior do
vacuolo das células do parénquima palicadico, que também apresentavam aspecto denso nas
células em HR-like (Moura 2013). Isso indica que o processo de formacdo de ROS deve ser
necessariamente intenso, tornando-se inviavel o combate destes compostos pelas células, para
desencadear processos de inducdo de morte celular programada nesta espécie.

Considerando o presente estudo, embora as concentracdes de ozénio tenham sido
relativamente baixas, comparadas ao estresse agudo e crdnico induzidos por Moura (2013), o
estresse oxidativo previamente causado pelo excesso de luz provavelmente ja havia induzido a
formagéo de ROS, e a formacdo de Oz durante algumas horas do dia ao longo do tempo de
exposicao provocou uma acao sinérgica, intensificando a geracdo de ROS e levando entdo ao

estabelecimento de HR-like.

4.3. Relagdes entre canais secretores lisigenos e a ocorréncia de HR-like em células do
parénquima paligadico

Interessantemente, 0 aspecto dos elagitaninos no vacuolo das células do parénquima
palicadico apresentou um padrdo, ocorrendo de forma densa nas células na regido de injdria e

em processos de HR-like e de forma globular e granulosa (densa a fina) em regides afastadas.
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Aspectos distintos de polifenois no vacuolo das células do mesofilo também foram observadas
em espécies submetidas ao Oz em combinacdo com outras fontes de estresse abiotico, como a
intensa radiagdo ou a baixa disponibilidade de agua no solo; em ambos 0s casos, 0s estresses
atuaram em sinergismo com o Oz, aumentando o estresse oxidativo (Bussoti et al., 1997,
Kiviméenpaa et al., 2014, Reig-Arminana et al., 2004). No entanto, em nenhum destes estudos
houve uma identificacdo de um padréo espacial dos aspectos dos polifenois.

O padrdo observado no vacuolo das células do parénquima paligaddico também foi
relatado durante os processos de secrecdo de 6leo-resina (terpenoides e polifenois) pelas células
epiteliais de canais e cavidades secretoras em espécies de Anacardiaceae (Joel & Fahn, 1980b;
Carmello-Guerreiro & Paoli, 2000; Machado & Carmello-Guerreiro, 2001; Lacchia, 2006;
Lacchia & Guerreiro, 2009). De modo geral (Joel & Fahn, 1980a, 1980b), o processo de
formacdo destas glandulas nesta familia é, majoritariamente, esquizolisigeno e ocorre em
células originadas no meristema fundamental (quando ndo associadas as iniciais vasculares).
Durante o processo de desenvolvimento da glandula, as células epiteliais sintetizam os
metabolitos constituintes da secrecéo, liberados por meio de lise celular (secre¢do holdcrina).
Embora Joel & Fahn (1980a, 1980b) tenham elaborado poucas considera¢cfes acerca da fracéo
fenolica desta secrecdo, eles relataram que o vaclolo adquiria um aspecto cada vez mais
eletron-denso, culminando em um contetido completamente denso no momento da lise. Perceba
que tanto estas glandulas quanto as células do parénquima pali¢adico tém origem no meristema
fundamental. A ocorréncia de processos similares ndo seria apenas uma analogia, mas sim
processos homologos* de defesa. Desta forma, comparando a fase secretora da glandula e os
padrbes observados no parénquima palicadico, ndo € surpreendente que processos de morte
celular programada (HR-like) ocorram justamente nas células cujo vacuolo apresenta conteido
denso. Da mesma forma que diferentes padrdes de taninos sdo observados no interior das
células epiteliais e que culminam no aspecto denso anterior a lise celular, expandimos este
raciocinio para as células do parénquima paligédico.

O o0z6nio e o estresse causado pelo excesso de luz podem induzir a senescéncia foliar
(i.e., promover a aceleracdo da senescéncia®), que se refere aos processos de degradacéo e
realocacdo de metabolitos para outras partes da planta (Yao & Greenberg, 2006), embora a

realocacao de taninos seja baixa (em contraste com outras classes de polifenois sollveis) posto

4 Tal qual estruturas sdo denominadas homologas quando apresentam uma origem em comum, 0S Processos em si,
quando compostos ou organizados por partes homologas, também podem ser considerados homologos. Essas vias
sdo conservadas ao longo do tempo evolutivo e transmitidas por meio de descendéncia (Gilbert & Bolker, 2001).
% O termo “senescéncia” €, por conseguinte, “senescéncia acelerada” referem-se aos 6rgdos (Hadfield & Bennet,
1997). Em referéncia as células, o termo correto é “morte celular” e “aceleragdo de morte celular”, respectivamente
(Hanaoka et al., 2002; Tanaka et al., 2003; Yao & Greenberg, 2006), em oposi¢do ao uso do termo “senescéncia
celular acelerada”, embora muito utilizado por autores (Vollenweider et al., 2003; Giinthardt-Goerg &
Vollenweider, 2007) que avaliam os efeitos do O3 em plantas.
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que estes compostos sdo reciclados para a planta de forma indireta, pela degradacéo no solo
(Zhang et al. 2009).

Do exposto, interpreta-se que as células que constituem o parénquima palicadico
estejam em processo de resposta ao excesso de luz e, provavelmente, em processo de aceleragédo
de morte celular, dada a semelhanca entre o padrdo dos taninos no vacuolo destas células com
as celulas secretoras que entrardo em lise na fase secretora. Este processo de aceleracéo de
morte celular culmina no processo de senescéncia foliar (acelerada). Esta planta é uma
secundaria inicial e apresenta sensibilidade quando exposta a altos niveis de radiacao
fotossinteticamente ativa, e recuperacdo lenta quando na fotoinibicdo do fotossistema Il
(Ribeiro et al., 2005). Quando na presenca do 0z6nio, ha entdo uma intensificacdo na producédo
de ROS produzidas, resultando em respostas de combate a esses compostos por meio de
flavonois com alto poder antioxidante (quercetina), e estabelecimento de HR-like observadas
em células jA& comprometidas pelo estresse luminoso, ou seja, aquelas que apresentam
elagitaninos do tipo 1.

Padrdes de respostas semelhantes (mesma origem ontogenética, aspectos semelhantes
do conteudo vacuolar e lise celular em células especificas) entre canais secretores e células do
parénquima palicadico indicam a possibilidade de ambos os fendmenos apresentarem uma
mesma base genética. De fato, estes processos estao relacionados a uma mesma familia de genes
denominada WRKY (Huh et al., 2012, Robatzek & Somssich, 2001; Wu et al., 2008). Proteinas
WRKY sdo fatores de transcricdo planta-especificos codificados por uma familia multigénica
ja identificada em diversas espécies de Tracheophyta, incluindo representantes de eudicots
(Huh et al., 2012). Fatores de transcricio WRKY sdo considerados atuantes em funcgdes
regulatorias nas defesas constitutivas e induzidas contra estresses bidticos e abio6ticos, bem
como em processos de senescéncia celular e, ndo surpreendentemente, também na regulacéo de
processos de respostas de hipersensibilidade — embora apenas relatado em relacdo ao virus
mosaico do tabaco (Huh et al., 2012). Esta base genética comum, associada as analises
realizadas no presente estudo, sustentam a hip6tese deste capitulo de que os processos de defesa
no sinergismo entre estresse luminoso e 0zonio que envolvem a sintese de elagitaninos e
respostas HR-like sdo homologos aos de desenvolvimento e secrecdo de polifenois por células

epiteliais dos canais secretores.
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Concluséao

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento da pesquisa permitiram responder
satisfatoriamente as hipoteses inicialmente formuladas; as hipéteses e suas respectivas
respostas sdo detalhadas adiante.

(1)  A. graveolens na presenga do Oz vai apresentar injurias visiveis caracteristicas
quando exposta em campo com esse gas e que 0s marcadores microscopicos permitirdo validar
essas injurias.

A. graveolens respondeu ao Os com injurias visiveis e os marcadores observados em
amostras sintomaticas do campo, permitiram sua validacao

(2)  Acexisténcia de um padréo de deposicdo dos polifenois e estabelecimento de HR-
like em resposta ao sinergismo seguem 0 mesmo padrdo observado nas células epiteliais dos
canais secretores lisigenos constitutivos.

Observamos processos homaélogos de desenvolvimento (canais secretores) e defesa (ao
sinergismo), programada, em adi¢do a ocorréncia de um mesmo padréo de distribuicdo espacial

de elagitaninos, ambos culminando em processos de morte celular.
Essa Dissertacdo ressalta a relevancia da anatomia no entendimento dos processos de

defesa da planta aos fatores ambientais, colocando-a como peca fundamental em estudos de

biomonitoramento.
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Anexo 1

Local: Classificacdo da injuria visivel Grau de severidade
Espécie: A. graveolens PM = Pontuacdo marrom 1=1-5%
Data: PB= Pontuacdo branca 2 = 6-50%
M= Mancha marrom 3=51-100%
SN= Sintoma Novo
Cod. Foliolos . . (e - L Grau de
da |Folha ; L Foliolos sintomaticos/ Classificacdo da injaria : Teste OBS
espécie assintomaticos severidade
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Anexo 2

3=51-100%

0=0% 1=1-5%

Quantificacdo das injurias em foliolos de A. graveolens baseada nas recomendac@es do Manual do ICP (2004) que classifica os sintomas em
categorias: 0 (sem sintomas visiveis induzidos por 0zonio),1 (1%-5% de sintomas visiveis induzidos por Oz ocupando a area do foliolo), 2 (6%-50% de

sintomas visiveis induzidos por Oz ocupando a area do foliolo) e 3 (51%-100% de sintomas visiveis induzidos por Oz ocupando a area do foliolo).
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