JOSIANE VALERIA SOARES BISON

Acao de indutores quimicos (ozonio, salicilato de
metila e 0xido nitrico) na composicao de volateis de
Croton floribundus Spreng.

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentracéo de
Plantas Vasculares em Analises Ambientais.

SAO PAULO
2016



JOSIANE VALERIA SOARES BISON

Acao de indutores quimicos (ozonio, salicilato de
metila e 0xido nitrico) na composicao de volateis de
Croton floribundus Spreng.

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentracéo de
Plantas Vasculares em Analises Ambientais.

ORIENTADORA: DRA. SILVIA RIBEIRO DE SOUZA



Ficha Catalografica elaborada pelo NUCLEO DE BIBLIOTECA E MEMORIA

Bison, Josiane Valéria Soares

Acdo de indutores quimicos (ozonio, salicilato de metila e 6xido nitrico) na composi¢éo
de volateis de Croton floribundus Spreng. / Josiane Valéria Soares Bison — Sdo Paulo,
2016.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Boténica, Secretaria de Estado do Meio Ambiente,
2016




Dedico este trabalho a vida
como um todo.



“A diversidade é a caracteristica mais marcante do mundo vivo, e isso também vale
para os processos do desenvolvimento. ”

(Ernst Mayr Isto é biologia (2008), pag. 209)



Agradecimentos

Inicialmente, agradeco a professora e pesquisadora Dra. Silvia Ribeiro de Souza pela
oportunidade, pelo tempo dedicado como orientadora, pelos ensinamentos e pelos
momentos de paciéncia e compreensao.
A Dra. Poliana Ramos Cardoso-Gustavson pelo exemplo profissional, por sua
dedicacdo, como profissional e amizade, e pela maestria em como Vvé a vida
transmitindo todo o seu conhecimento ultrapassando as nossas expectativas. Agradego
também pela colaboracéo na execucao deste trabalho e, por certa maneira, acreditar em
mim.
Ao Programa de Pés-Graduacdo em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente do
Instituto de Botanica de S&o Paulo Instituto de Boténica pela oportunidade e
infraestrutura.
Ao Nucleo de Pesquisa em Ecologia, ao Laboratorio de Interacdo Atmosfera Planta
(LABIAP) e aos funcionarios e colegas ali presentes que, de alguma forma,
contribuiram para a execucdo experimental deste trabalho e pela infraestrutura
disponivel.
A Universidade Federal do ABC pela infraestrutura disponibilizada.
Aos meus familiares que, sempre que possivel, estiveram presentes concedendo apoio e
coragem para segulir.
Aos meus amigos, proximos e distantes, e em agradecimento especial ao Renato,
Renata, Inacio, Fabricia, Fritz, Rosana e D. Valéria pela presenca fiel nos momentos de
fraqueza e alegria e por acreditarem em mim.
As amigas do grupo de pesquisa, Llcia Baia, Débora Pinheiro, Giselle Pedrosa,
Vanessa Bolsoni e Marcela Engela que foram pessoas presentes e fundamentais sempre
contribuindo em alguma etapa de realizacdo deste trabalho e pela amizade conquistada
ao longo destes anos.
A todos aqueles que tiveram a sua parcela de colaboragfo para realizacdo e conclusio
deste trabalho.

E, por fim, a Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES) pela concesséo de bolsa de estudos.



RESUMO

As plantas, sendo organismos sésseis, vém desenvolvendo estratégias adaptativas ao
longo de seu processo evolutivo como mecanismo de defesa para lidarem com os efeitos
causados por fatores bioticos e abi6ticos. Dentre estes mecanismos de defesa, a emisséo
de uma mistura complexa de volateis atua como respostas de defesa, alem de
contribuirem nas interacdes ecoldgicas. Neste sentido, o presente trabalho buscou
caracterizar os volateis de plantas emitidos, por indugdo, em laminas foliares jovens e
adultas de Croton floribundus Spreng., espécie nativa brasileira, ap0s exposi¢do ao
0zbnio (O3) e Oxido nitrico (NO), compostos tipicamente presentes em atmosfera
poluida, e salicilato de metila (MeSA), um semioquimico. Ainda, avaliou-se o potencial
indutor na formacdo de Oxido nitrico e terpenos totais in situ e verificou-se a relacao
entre os volateis induzidos, apds exposicBes, e aqueles que sdo reconhecidamente
atuantes nas interacdes ecoldgicas. Para tanto, o estudo foi conduzido em plantulas de
Croton floribundus, nas quais foram realizadas exposi¢fes aos diferentes tratamentos
(O3, NO e MeSA) ao longo de sete dias. Apo6s as exposicdes, coletas de compostos
organicos volateis foram realizadas seguidas de teste histoquimico para deteccdo de
terpenos e 0xido nitrico. Os valores médios dos niveis de emissdo dos volateis emitidos
apos 2, 4 e 7 dias de exposicdo ndo apresentaram diferencas estatisticas. O o0z6énio foi
capaz de monoterpenos tais como, a-pineno, B—pineno, B—ocimeno, sesquiterpenos tais
como, cariofileno, a-cadineno alomadendreno, trans-farnesol, oxigenados, por exemplo,
nonanal, a-cumil &lcool e produtos da via lipoxigenase, salicilato de metila, sendo essa
inducdo diferenciada com relacdo a idade da folha. O Oxido nitrico induziu o
monoterpeno B-ocimeno nas laminas foliares jovens e os sesquiterpenos B-boubureno,
B-cubebeno e alomadendreno em laminas foliares adultas, embora a porcentagem dessa
ultima tenha sido reduzida. Os resultados evidenciaram a dependéncia da producédo do
d-limoneno com a presenca de 6xido nitrico. Ja o0 MeSA foi capaz de induzir o 3-hexen-
1-ol, composto que participa das defesas indiretas das plantas, bem como mono e
sesquiterpenos em folhas jovens e adultas, embora uma variacdo na emissdo total de
cada classe ndo tenha sido notdria. Portanto, o presente trabalho permitiu concluir e
comprovar a hipotese levantada: os indutores quimicos Oz, NO e MeSA foram capazes
de induzirem a emissdo de uma mistura complexa de COV que, de acordo com a
literatura, sdo mediadores de interacOGes ecoldgicas. Palavras-chave: oz6nio, oxido

nitrico, salicilato de metila, C. floribundus, compostos organicos volateis.
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ABSTRACT

The plants, being sessile organisms, have developed adaptive strategies along its
evolutionary process as a defense mechanism to deal with the effects caused by biotic
and abiotic factors. Among these defense mechanisms, the emission of volatile mixture
acts as defense responses and contributes to the ecological interactions. In this sense,
this study aimed to characterize the plant volatiles by induction in young and adult leaf
of Croton floribundus after exposure to ozone (O3) and nitric oxide (NO), compounds
found in polluted atmosphere, and methyl salicylate (MeSA), which signals the chemical
defense . We evaluate the potential for inducing nitric oxide and total terpenes in situ
and verify if the induced volatiles are related to those who are known to be active in
ecological interactions. Therefore, the study was conducted in seedlings of Croton
floribundus Spreng., a Brazilian native species, and exposure to different treatments
(O3, NO and MeSA) for seven days. After sampling of volatile organic compounds
collections, histochemical tests for nitric oxide and terpenes detection were performed
followed. The mean values of the emission levels of volatile after 2, 4 and 7 days of
exposure did not show statistical differences. Ozone was able to induce the volatile
monoterpene compounds (eg. a-pinene, f-pinene, F-ocimene), sesquiterpenes (eg.,
Caryophyllene, cadinene o- alomadendrene, trans-farnesol), oxygenated (eg. Nonanal,
a - cumyl), LOX products, MeSA and NO. The age of the leaves was able to interfer in
volatile emission. Nitric oxide induced S-ocimene monoterpene in young leaves and
sesquiterpenes S-boubureno S-cubebeno and alomadendreno in adult leaves, although
the percentage of the latter has been reduced. The results show that d-limonene was
NO-dependent. The MeSA was able to induce the 3- Hexen-1-ol , a compound that
participates in the indirect defenses of plants, as well as mono and sesquiterpenes in
young and adult leaves, although a variation in the total emission of each class was not
notorious. We concluded and prove the hypothesis raised that the chemical inducers:
ozone, nitric oxide and methyl salicylate, were able to induce the emission of a complex

mixture of volatile organic compounds that mediates the ecological interactions.

Keys-word: ozone, nitric oxide, methyl salicylate, C. floribundus, volatile organic

compound.
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histoquimico Nadi (David & Carde, 1964). A e B: camara 1 (O3); C e D: camara 2
(03); E e F: cdmara 3 (Controle — AF); G: Branco (Controle — AF). Barras: A: 25
pum B:50um C:75um D-F: 50um G: 250um. EAD: epiderme adaxial. Setas indicam
presenca de terpenos em algumas CEIUIAS. ...........cceveeieeieiie e 35

Figura 17 - Exposicdo ao ozonio ao longo de sete dias. ComparacOes entre laminas
foliares jovens expostas ao NPS e seu controle (H,O deionizada) considerando 0s
periodos de coleta de volateis. Concentraces médias dos volateis emitidos entre 0s
periodos de Coleta 2,4, € 7 IS, ...oivveiiieiieieieiee e 38

Figura 18 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis
em laminas foliares jovens ap0s exposicdo ao NPS (nitroprussiato de sédio), cPTIO
((2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxi-3-6xido) e KsFe(CN)s em
um periodo de 7 dias. Exposicdo em laminas foliares jovens. OX: oxigenados,
MONO: monoterpenos, SESQ: sesquiterpenos, VFV: volateis de folhas verdes e
ARO: ArOMALICOS ... vicveerierieieiesieste st se et ettt ra e e e e e s e saeseesresresresnaeneas 39

Figura 19 - Exposi¢do ao 0zonio ao longo de sete dias. Comparagdes entre laminas
foliares adultas expostas ao NPS e seu controle (H,O deionizada) considerando 0s
periodos de coleta de volateis. Concentracfes médias dos volateis emitidos entre 0s
periodos de coleta 2,4, € 7 diaS. .....ccceveeceeiieiie e 42

Figura 20 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis
apos exposicdo ao NPS (nitroprussiato de sodio), cPTIO ((2-(4-carboxifenil)-
4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxi-3-0xido) e K3zFe(CN)s em um periodo de 7
dias. Exposicdo em laminas foliares adultas. OX: oxigenados, MONO:
monoterpenos, SESQ: sesquiterpenos, VFV: volateis de folhas verdes e ARO:
(0] = LA 010 OSSPSR 43

Figura 21 - Analise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis
emitidos por C. floribundus sob ac¢do do indutor de NO (NPS): 1 - Folhas jovens
controle ( H,0); 2- folhas jovem expostas ao NPS, 3: folhas adulta controle ( H,0),
4 folhas adultas expostas ao NPS APINE: a—pineno,; BPINE: f—pineno;, BMIR: [—
mirceno; BOCI: p—ocimeno; DLIMO: D-limoneno; LINA: Linalol; CADI: o—
cadinene; BOURB: [f—bourboneno;, COPA: p—copaeno; CUBE: p—cubebeno,
ALOMA: Alomadendreno; CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-p-farneseno; HEX3OL.:
3-hexen-1ol; BENZ: Benzaldeido; MeSA: Salicilato de metila; CUMIL: a—Cumyl-
alcool; DECA: decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA: Geranil acetona; NONA:
nonanal; NERO: Nerolidol. ... 44
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Figura 22 - Laminas foliares de Croton floribundus. A e B: NPS; C e D: KsFe(CN)g; E e
F: cPTIO; G e H: Controle (agua). Setas brancas indicam regifes com presenca de
Oxido nitrico (FluoresCenCia INTENSA). .......veveveieierieie e 46

Figura 23 - Plantas de Croton floribundus expostas ao tratamento doador de NO (NPS).
A e B: controle (H,O deionizada); C e D: laminas foliares jovens e adultas
pulverizadas com doador de NO (NPS) ao longo de sete dias, posteriormente,
submetidos ao teste histoquimico Nadi. TG: tricoma glandular. Setas brancas
indicam regides com presenca terpenos. Barras: A, B e D: 50um; C: 75um......... 47

Figura 24 - Exposicdo ao MeSA ao longo de sete dias. A: laminas foliares jovens
expostas ao MeSA e seu controle (AF); B: laminas foliares adultas expostas ao
MeSA e seu controle (AF). Comparacdes entre as concentracbes médias dos
volateis emitidos entre os periodos de coleta 2,4, € 7 diaS......cccccevvevevvnvininenennns 51

Figura 25 - Exposigdo ao 0zonio ao longo de sete dias. Comparagdes entre laminas
foliares jovens expostas ao MeSA e seu controle (H,O deionizada) considerando os
periodos de coleta de volateis. ConcentracGes médias dos volateis emitidos entre os
periodos de Coleta 2,4, € 7 i8S ......cceieeieeiie e 52

Figura 26 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis
apos exposicdo a salicilato de metila em um periodo de 7 dias. A e B: exposicao em
laminas foliares jovens. C e D: exposicdo em laminas foliares adultas. OX:
oxigenados, MONO: monoterpenos, SESQ: sesquiterpenos, VFV: volateis de folhas
verdes € ARO: @rOMALICOS. .....ocviviieieeeee et reeneeneas 53

Figura 27 - Plantas de Croton floribundus expostas ao tratamento MeSA ao longo de
sete dias. A e B: C e D: laminas foliares jovens e adultas, respectivamente,
submetidas a H,O deionizada (controle); E e F: laminas foliares jovens e adultas,
respectivamente, submetidas ao teste para deteccdo de terpenos (Nadi). Setas pretas
indicam presenca de terpenos. TG: tricoma glandular. Barras: C: 75um; D,E e F:

Figura 28 - Analise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis
emitidos por C. floribundus sob acdo de MeSA. 1: Laminas foliares jovens
controle; 2: Laminas foliares jovens expostas ao MeSA; 3: Laminas foliares adulta
controle; 4: Laminas foliares adultas expostas a0 MeSA APINE: o—pineno; BPINE:
p—pineno; BMIR: p—mirceno; BOCI: p—ocimeno; DLIMO: D-limoneno; LINA:
Linalol; CADI: a—cadinene; BOURB: f—bourboneno; COPA: —copaeno; CUBE:
f—cubebeno;, ALOMA: Alomadendreno;, CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-f-
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farneseno; HEX3OL: 3-hexen-lol; BENZ: Benzaldeido; MeSA: Salicilato de
metila; CUMIL: o—Cumyl-alcool; DECA: decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA:
Geranil acetona; NONA: nonanal; NERO: nerolidol ............cccoovveiiiie e, 55

Figura 29 - Analise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis
emitidos por laminas foliares jovens de C. floribundus sob ac¢do dos tratamentos Os,
NO e MeSA e seus respectivos controles. Os. 0z6nio, Osct: controle; NO: indutor
de 6xido nitrico (NPS), NOct: controle; MeSA: salicilato de metila, MeSAct:
controle. APINE: o—pineno; BPINE: [-pineno;, BMIR: p—mirceno; BOCI: -
ocimeno; DLIMO: D-limoneno,; LINA: Linalol; CADI: o—cadinene;, BOURB: [—
bourboneno;, COPA: p—copaeno; CUBE: [—cubebeno;, ALOMA: Alomadendreno;
CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-p-farneseno; HEX3OL: 3-hexen-lol; BENZ:
Benzaldeido; MeSA: Salicilato de metila; CUMIL: o—Cumyl-alcool; DECA:
decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA: Geranil acetona; NONA: nonanal;
NERO: NEIOlIdOL. ... e 57

Figura 30 - Analise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis
emitidos por laminas foliares adultas de C. floribundus sob acdo dos tratamentos
O3, NO e MeSA e seus respectivos controles. Os. 0zdnio, Oscr: controle; NO:
indutor de ¢xido nitrico (NPS), NOct: controle; MeSA: salicilato de metila,
MeSAcr: controle. APINE: o—pineno; BPINE: [p-pineno; BMIR: [p—mirceno;
BOCI: p-ocimeno; DLIMO: D-limoneno;, LINA: Linalol; CADI: o—cadinene;
BOURB: p—-bourboneno;, COPA: p—copaeno;, CUBE: pf—cubebeno; ALOMA:
Alomadendreno; CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-f-farneseno; HEX3OL: 3-hexen-
lol; BENZ: Benzaldeido;, MeSA: Salicilato de metila; CUMIL: o—Cumyl-alcool;
DECA: decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA: Geranil acetona; NONA:
nonanal; NERO: Nerolidol. .........cooiiiiiiiiiiieee e 58
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1. Introducéo geral

Ao longo de sua evolucéo, as plantas vém desenvolvendo diferentes estratégias
para adaptarem seu ciclo de vida aos desafios impostos pelo ambiente no qual vivem
(Baluska, 2010). Para lidar com os efeitos dos fatores ambientais, sejam eles biéticos ou
abidticos, as plantas desenvolveram diversos mecanismos de defesas (Hassan, 2015;
Maffei et al., 2011) dentre eles, a emissdo de grande quantidade de compostos organicos
volateis (COV), em concentracdo e composicdo, que podem fornecer informacdes
especificas sobre as condicGes fisioldgicas da planta, tornando possivel a adaptagdo as
condigdes ao seu redor (Baluska, 2010; Blande et al., 2014). Compostos organicos
volateis podem ser langcados para a atmosfera por via de flores, folhas e frutos, enquanto
suas raizes os langcam ao solo (Dudareva et al., 2006).

Esses compostos volateis eram considerados como produtos do metabolismo
secundério que ndo tinham nenhuma fungéo ecol6gica aparente (Bennett & Wallsgrove,
1994; Cornell & Hawkins, 2003; Dudareva et al., 2004). Cerca de 1% destes compostos
volateis fazem parte da constituicdo dos metabolitos secundarios das plantas dos quais
sdo representados por terpendides, fenilpropanoides/benzendides, derivados de &cidos
graxos e derivados de aminoécidos (Dudareva et al., 2006; Del-Claro & Torezan-
Silingardi, 2012). Dentre os considerados atuantes nas interacfes ecoldgicas, destacam-
se isopreno, linalol, alomadendreno, B-cariofileno, B-farneseno, (E)-4,8 dimethyl-1,3,7
nonatrieno (E-DMNT) e (E,E) 4-8-12 trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (E,E-TMNT),
salicilato de metila, 3-hexen-1-ol, d-limoneno, B-mirceno entre outros (Dudareva et al.,
2006). Entretanto, as novas descobertas sobre as multiplas funcdes dos COV destacam-
se a importancia quimica e biologica desses compostos no meio ambiente (Dudareva et
al., 2006; Dicke et al., 2009; Holopainen & Gershenzon, 2010). Eles oferecem a planta
defesa contra 0 agente estressor e permitem a comunicagdo entre a planta e 0 meio
ambiente. (Blande et al., 2007; Arimura et al., 2009; Holopainen & Gershenzon, 2010).

Os volateis se locomovem dentro da planta promovendo conjunto de defesas que
podem gerar resposta sistémica, sinalizando as partes sadias das plantas a presenca do
agente agressor (Blande et al., 2010; Van Loon &Van Strien, 1999; Durrant & Dong,
2004). De acordo com Baluska et al. (2010), provavelmente, as plantas utilizam COV
como sinalizadores por via aérea, e ndo por via de feixes vasculares, devido a

velocidade no qual a informacdo chegaria as outras partes sadias da planta.



Esses compostos podem estar presentes nas plantas de forma constitutiva ou
induzidas, como resposta ao estresse bidtico ou abidtico (Del-Claro & Torezan-
Silingardi, 2012). A inducdo ocorre a partir de elicitores naturais, como a volicitina e -
glucosidase, que sdo provenientes da secrecdo oral de herbivoros, ou elicitores
exogenos, como 0s hormonios jasmonato (JA) e salicilato de metila ( MeSA) que sédo
comumente utilizados para aumentar as defesas de cultivares agricolas (Pinto-Zevallos
et al., 2013). Uma vez induzido, os COV séo dispersos na atmosfera local atuando nas
interacdes trdficas, atraindo e/ou repelindo inimigos naturais ou emitindo sinais para
plantas sadias a fim de engatilhar a ativacdo de mecanismos de defesas quimicas
(Dudareva et al., 2006).

Quando emitidos em grandes quantidades pelas plantas, apresentam implica¢Ges
importantes para a quimica da atmosfera (Calfapietra et al., 2009). Segundo Guenther et
al. (1995), os COV oriundos da vegetacdo, na presenca de oxidos de nitrogénio (NO,
NO,, N2O,) e luz solar, ddo inicio a inimeras reacGes em cadeia produzindo ozénio (Os)
em concentragOes expressivas. Altas concentragfes de O; em regifes urbanas fossem
provenientes dos processos fotoquimicos regidos pelos 6xidos de nitrogénio (NO, NO,)
e compostos organicos oriundos de fontes antrdpicas. Segundo Calfapietra et al.(2009),
florestas urbanas e suburbanas emitem altas concentracGes de volateis que atuam
ativamente nos processos fotoquimicos atmosféricos contribuindo para o acimulo ainda
maior de O3 troposférico. Este composto é um dos poluentes mais agressivos a
vegetacdo, pois induz o estresse oxidativo, aumentando a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) no meio celular, os quais descaracterizam moléculas vitais como
lipidios, proteinas e 4&cidos nucléicos, levando, entre outras consequéncias, a
peroxidacdo lipidica, oxidacdo dos grupos sulfidrila (-SH) e a outros processos de
destruicdo celular (Halliwell & Gutteridge 1989; Vaultier & Jolivet, 2015) podendo
desencadear sintomas foliares, como injUrias visiveis, como ocorrem em espécies
nativas brasileiras (Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr., Croton floribundus
Spreng., Astronium graveolens Jacq.) (Moura, 2013). No entanto, antes que ocorram
sintomas visiveis, 0 O3z pode induzir a producdo de volateis de plantas (Pinto et al.,
2010). Alguns autores tem relatado que altos niveis de terpenos sdo produzidos em
especies vegetais de regides temperadas e de florestas de coniferas quando expostas a
este poluente (Holopainen, 2004; Pinto et al., 2007a).

Outros contaminantes atmosféricos podem também atuar como elicitores de

volateis de planta. O 6xido nitrico (NO), por exemplo, encontrado comumente na



atmosfera (Hayat et al., 2010) e se destaca por ser uma molécula sinalizadora de
inimeras respostas ao estresse bidtico e abidtico em plantas (Roszer, 2011). Por
apresentar natureza lipofilica, o NO se difunde facilmente através da membrana celular,
sendo reconhecido como mensageiro bioldgico de plantas, regulando diversos processos
fisioldgicos e bioquimicos (Hayat et al., 2010). Além disso é um radical livre altamente
reativo interagindo com moléculas presentes tanto intra quanto extracelulares (Neill et
al., 2008; Hayat et al., 2010). O NO apresenta ampla atividade bioldgica, sendo
produzido pelas células vegetais (Neill et al.,, 2008). Ainda, dependendo da
concentracdo de NO no meio celular, ele pode agir como espécie antioxidante por ser
capaz de sequestrar as espécies reativas de oxigénio (ERQO), as quais sdo responsaveis
pela degradacdo celular com aparente funcdo citoprotetora devido a sua habilidade na
regulacdo dos niveis e toxicidade de ERO (Hayat et al., 2010).

Compostos organicos volateis aromaticos como salicilato de metila ( MeSA), um
éster benzendide (Dudareva et al., 2006; Zhao et al., 2010), pode ser produzido a partir
da metilacdo de &cido salicilico (Maffei et al., 2011) sendo encontrado em abundancia
na atmosfera, oriundo da propria vegetacdo, que por apresentar baixa reatividade
persiste por varios dias na atmosfera, podendo atuar como elicitor de volateis de planta.
MeSA é uma molécula sinalizadora importante, em relagcdo ao mecanismo de defesa em
plantas, capaz de induzir resisténcia as doencas locais ou sistémicas (Hayat et al., 2010).

Ha inimeros estudos que avaliam a acdo dos elicitores de volateis em plantas e,
na sua grande maioria, investigam o seu potencial na inducdo de volateis que sdo
atuantes nas interagdes ecoldgicas, especialmente aqueles que podem agir diretamente
na atragdo de inimigos naturais (Tabela 1). Nesse contexto, os indutores de volateis séo
considerados como estratégias ecoldgicas sustentaveis para o programa de manejo
integrado de pragas e, os estudos, sdo dedicados a cultivares agricolas de alta
importancia econdmica. Entretanto, ha uma real necessidade de estudos sobre sistemas
naturais, ja que estes sistemas podem ser muito afetados pela contaminacdo ambiental.
Com a fragmentacdo de ecossistemas naturais, muitas espécies nativas estardo cada vez
mais expostas as atmosferas contaminadas e uma compreensdo do efeito destes
contaminantes nas interagdes, destes COV e o ambiente, é fundamental. Ressalta-se que
os estudos de volateis induzidos em espécies nativas brasileiras sdo escassos, € ndo se
tem relatos de estudos que buscam investigar o efeito de compostos, como 0zénio,
Oxido nitrico e salicilato de metila, na inducdo de volateis de plantas nativas. Neste

contexto, estudos como o realizado neste trabalho sdo importantes para revelar aspectos



ainda ndo conhecidos das interacdes ecologicas em atmosfera contaminada, cenario no

qual se insere as atuais previsdes das mudancas climéticas globais.



Tabela 1 — Principais indutores e seus volateis induzidos em diferentes espécies

vegetais.
Composto Espécie Vegetal Indutor Referéncia
induzido
a—pineno Diospyros kaki L. Ceroplastes japonicuse  Blande et al.,
(caqui); (P. tremula MeJA; Os; Leptinotarsa ~ 2007; Gosset
L. P. tremuloides decemlineata Say et al., 2009
Michx.) clone 110;
Solanum tuberosum
L. cv. Desiree
p—pineno Pinus pinaster; (P. MelJa; O Sampedro et
tremula L. P. al.,2010;
tremuloides Michx.) Blande et al.,
clones 55 e 110 2007
d-limoneno Solanum tuberosum Leptinotarsa Gosset et al.,
L. cv. Desiree decemlineata Say 2009
p—ocimeno Nicotiana tabacum L. Macrosiphum Cascone et al.,
cv SR1; Independente euphorbiae; 2015; Baluska
da espécie; Independente do estressor e Ninkovic,
(bidtico/abidtico) 2010
Linalol Independente da Independente do estressor Baluska e
espécie; (bidtico/abidtico) Ninkovic,
2010
Cariofileno Solanum tuberosum Myzus persicae Sulzer, Gosset et al.,
L. cv. Desiree 03, NO 2009; Souza et
al., 2013
Alomadendreno  Phaseulous lunatu; 0z0Onio Pinto et al.
2010
3-hexen-1-ol Arabidopsis; milho Cotesia glomerata; indol  Ozawa et al.,
Phaseulus lunatus Ozobnio, NO 2013; Erb et
al., 2015
MeSA Independente da Independente do estressor Baluska e
espécie; (bidtico/abidtico) Ninkovic,
2010
Nonanal Solanum tuberosum Myzus persicae Sulzere  Gosset et al.,
L. cv. Desiree Leptinotarsa 2009
decemlineata Say
p-farnesene Independente da Independente do estressor Baluska e
espécie; Solanum (bidtico/abiotico); Ninkovic,
tuberosum L. cv. Leptinotarsa 2010; Gosset
Desiree decemlineata Say, Os, et al., 2009,
NO Souzaet al.,

2013




2. Revisdo Bibliografica

Sera apresentada nesta secdo uma breve descricdo dos estudos reportados pela
literatura sobre os diversos topicos que consideramos importantes para melhor

compreensdo dos estudos realizados neste trabalho.

2.1 Espécie vegetal: Croton floribundus Spreng.

A familia Euphorbiaceae ocorre em fragmentos florestais, sendo estes
fragmentos impactados por altos niveis de ozénio (Moura, 2013), sendo uma das mais
comuns nas formacdes naturais brasileiras, e 0 género Croton presente em quase todos
0s ecossistemas (Lorenzi 1992). Croton floribundus Spreng. é classificado como uma
espécie pioneira na sucessdo ecoldgica ocorrendo, principalmente, na Floresta
Estacional Semidecidua, uma planta nativa crescendo na fase jovem da mata (Figura 1)
(Lorenzi, 1992).

Devido as interferéncias antrdpicas, por exemplo, pela extracdo de madeira,
grandes clareiras sdo formadas ocorrendo, consequentemente, o surgimento de
vegetacdo secundaria provocando modificacdo da composicédo floristica (Rondon-Neto
et al., 2000). De acordo com estudos realizados por Rondon-Neto et al. (2000),
Euphorbiaceae apresenta um maior nimero de espécies arbustivo-arboreas regenerando
em clareiras e, dentre as espécies, C. floribundus Spreng. se destaca por apresentar
maior valor de importancia, regeneracao natural total e posicdo socioldgica relativa.

Além disso, é atribuido ao C. floribundus a capacidade em tolerar estresse
oxidativo imposto pelo ambiente, acumulando elementos toxicos presentes no ambiente
em que vivem, tais como cobre, cddmio, manganés, niquel, enxofre e zinco (Domingos
et al., 2015). Ainda de acordo com Domingos et al. (2015), C. floribundus apresenta em
sua superficie adaxial cuticula lisa, células epidérmicas, aparentemente, com paredes
anticlinais retas ou sinuosas e tricomas unisseriados espalhados, enquanto na superficie
abaxial, h4d a presenca de uma densa camada de tricomas nédo-secretores estrelares

(Figura 2), conferindo-lhe uma alta resisténcia a ataques por herbivoros.



Estudo realizados por Moura (2013), revelaram que C. floribundus tem se
mostrado bastante tolerante ao efeito do 0z6nio, especialmente por apresentar sistema
antioxidante eficiente, o que levanta a hipdtese de que essa espécie seria capaz de
liberar volateis atuantes nas defesas quimicas, sendo possivel tolerar ainda mais ao

estresse oxidativo.
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Figura 1 - Espécie vegetal em estudo: Croton floribundus Spreng. (Euphorbiaceae). A. C.
floribundus em porte arbdreo encontrado em seu ambiente natural. B: Individuo jovem utilizado nos
experimentos.

Figura 2 - Visdo microscépica das superficies da lamina foliar de Croton floribundus Spreng. A:
superficie adaxial: células epidérmicas com paredes anticlinais retas ou sinuosas e tricomas

unisseriado espalhados; B: superficie abaxial: densa camada de tricomas ndo-secretores estrelares e
C: seccdo transversal. (Extraido de Domingos et al. 2015)




2.2 Voléteis de planta e sua importancia no meio ambiente

Os COV de plantas apresentam muitas funcdes ecofisioldgicas, atuando como
sinalizadores das interaces troficas, as quais sdo importantes elicitores ecoldgicos.
(Figura 3) (Dudareva et al., 2006). Por meio de suas caracteristicas quimicas, estes
2007;

2009; Holopainen & Gershenzon., 2010). Assim, as plantas aumentam

volateis podem repelir certas pragas ou atrair inimigos naturais (Blande et al.,
Arimura et al.,
sua emissao de COV como mecanismo de defesa ao ataque de herbivoros e patdgenos,
por exemplo, atuando como defesas indiretas na atracdo de inimigos naturais
(Holopainen & Gershenzon 2010). Além de atuar como defesas quimicas, também ha
fortes indicios que estes volateis sdo agentes importantes em alguns processos na

comunicacdo planta-planta (Yu et al., 2006; Frost et al., 2007; Choudhary et al., 2008).
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Figura 3 - Interaces ecofisioldgicas:

interacbes entre planta-animais, planta-planta, planta-

patbgeno como agentes indutores na emissdo de compostos organicos volateis (modificado de

Dudareva et al 2006).



A sinalizacdo de plantas vizinhas por meio da emissdo de volateis pode
desempenhar papel importante na preservacdo da vegetacdo, estimulando as defesas
induzidas que podem tornar as plantas mais resistentes aos ataques futuros (Baluska &
Ninkovic, 2010; Blande et al., 2014).

A vegetacdo pode produzir mais de 100.000 compostos quimicos durante seu
crescimento e desenvolvimento, dos quais, pelo menos, 1.700 se enquadram na classe
dos voléateis (Dicke et al., 2009). Estes compostos volateis podem ser liberados por
diversos 6rgdos das plantas, tais como flores, frutas, raizes e folhas (Dudareva et al.,
2006, Laothawornkitkul et al., 2009). Em situacdes de estresse, bidtico ou abiotico, as
plantas podem produzir uma variedade de volateis, denominados induzidos, bem
distintos dos produzidos por individuos sadios (Brayet et al., 2000; Gouinguene et al.,
2002; Niinemets et al., 2004; Vickers et al., 2009; Kegge et al., 2009). O papel dos
volateis de plantas induzidos nas interacfes troficas tem sido evidenciado através de
estudos que avaliam respostas eletrofisiolégica e comportamental do inimigo natural
(Shiojiri et al., 2000; Smid et al., 2002) e estas tem sido demonstradas em muitos
sistemas que incluem plantas mono- e dicotileddneas (arbustivas e arboreas), artropodes
(mastigadores e sugadores), e artropodes (predadores e parasitoides) de muitas ordens
taxondmicas (Pinto-Zevallos et al., 2013).

Os volateis induzidos apresentam grande variabilidade e dependem da espécie
vegetal e do fator de estresse. Também variam com 0 genotipo e, neste caso, entre
partes da planta e de acordo com o tempo de estresse (Pinto-Zevallos et al., 2013). Por
exemplo, Nicotiana tabacum, sob estresse bidtico, emitem mais volateis de folhas
verdes no periodo diurno em relacdo ao noturno, em contrapartida, 0s monoterpenos sao
mais emitidos a noite (Rayn, 2001). Neste caso, a composicdo diurna dos volateis atua
diretamente na atracdo do inimigo natural enquanto que a composi¢cdo do bouquet
noturno repele a ovoposicdo (Rayn, 2001, Moraes et al., 2001).

A taxa de liberacéo de volateis de plantas pode ser afetada por diversos fatores
ambientais, tais como: temperatura, luz e concentragdo de CO, atmosférico (Niinemets
et al., 2013; Niinemet & Monson, 2013). Aléem disso, também afetam a liberacdo destes
volateis certas condi¢bes das plantas, como os compostos enddgenos, 0s ritmos
circadianos, a idade da folha (Niinemets et al., 2004) e a idade da planta como um todo
(Shiojiri & Karban, 2006).

Recentemente, tem-se demonstrado que os COV induzidos sinalizam as plantas

sadias a presenga de agentes agressores a sua vizinhanga - fendmeno conhecido como
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comunicacdo entre plantas (Heil & Bueno, 2007) - elicitando um maior aporte de suas
defesa quimicas, a fim de prepara-las para um futuro evento de estresse (Frost et al.,
2008). Por exemplo, as defesa quimicas de plantas sadias de Populus deltoides,
sinalizadas pelo contetdo total de fenolicos, é aumentada pela acdo dos volateis metil
jasmonato e salicilato de metila liberados por plantas danificadas (You et al., 2006).
Esses volateis podem alcancar as plantas a longas distancias da fonte emissora e agir nas
respostas sistémicas adquiridas dessas plantas de forma ativar as rotas de defesa
quimicas (Heil &Ton, 2008).

De maneira mais abrangente, os compostos volateis estdo fortemente envolvidos
em diversos processos quimicos atmosféricos, por meio da captura de radicais
hidroxilas e Os troposférico, bem como participando na formacdo de aerossol
secundario (Holopainen et al., 2004; Joutsensaari et al., 2005; Laothawornkitkul et al.,
2009). Ha de se considerar que os COV sao altamente reativos ao O3 e, na atmosfera,
essa combinacdo pode levar a degradacdo de alguns compostos com fungdes ecoldgicas
bem definidas (Frederick et al., 2009; Pinto et al, 2007a; Blande et al., 2010). A
oxidacdo dos volateis pelo Os troposférico resulta, muitas vezes, em compostos
organicos inativos as defesas quimicas e a comunicacdo entre plantas (Pinto et al.,
2007b; Blande et al., 2010) mas, por outro lado, ativos aos processos quimicos
atmosféricos (Grosjean et al., 1993; Laothawornkitkul et al., 2009; Lelieveld et al.,
2008).

E bem conhecido o papel dos COV como precursores de processos fotoquimicos
ocorridos na atmosfera, sendo eles um dos principais precursores na formagédo de Oj
trospoférico (Brausser et al., 1999; Carter et al., 2005). Os COV participam de reacBes
na atmosfera, sequestrando radicais hidroxilas e dando origem aos radicais peroxi
(RO,). Em atmosfera poluida, onde ha presenca suficiente de NOx, os RO, oxidam NO
a NO,, o qual podem ser fotodissociados, levando ao acumulo de O3 (Wennberg &
Dabdub, 2008). Por outro lado, em atmosfera limpa, onde € esperada baixa
concentracéo de NOx, os RO, podem recombinar ou reagir com hidroperoxi (HO,) para
formar peroxidos menos ativos na producdo de Oz (Lelieveld et al., 2008). Outra
importante acdo dos COV na atmosfera € a sua capacidade de reagir com 0 Os,
formando ozonidas, que sofrem rapida decomposic¢éo, gerando radicais organicos que
medeiam a producdo de outras espécies reativas na atmosfera, incluindo nitrato de

peroxiacetila, aldeidos e acidos organicos (Atkinson & Arey, 2003; Carter et al., 2005).
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Além disso, os COV de plantas ndo apenas influenciam a quimica da fase
gasosa, mas também podem conduzir a formacgdo de aerossol na atmosfera (Claeys et
al., 2004; Virtanen et al., 2011). O mecanismo em que os COV levam a formacéo de
particulas ainda ndo esta claro, mas é nitido que a oxidacdo desses compostos gera
produtos com baixa pressdo de vapor e sdo facilmente condensados em sub-particulas
(Leaitch et al., 1999; Joutsensaari et al., 2005; Virtanen et al., 2011). ObservacGes de
campo e de laboratorio tém mostrado que os terpenos e sesquiterpenos emitidos pelas
florestas coniferas sdo fontes significativas de aerossol secundario, podendo alcancar
mais que 80% do aerossol detectado nessa regido (Hoffmann et al., 1997). Neste
cenario, a alta reatividade dos COV implica em mudancas na composicao da atmosfera
que pode levar a distarbios nas interacGes quimicas e biolégicas mediadas pelos volateis
de planta (Holopainen, 2004; Yuan et al., 2009).

2.3 Principais grupos quimicos que atuam como volateis de plantas e suas rotas
metabdlicas

Os volateis de plantas sdo o resultado de muitas vias bioquimicas, levando a
producdo de uma grande variedade de compostos. A biossintese e emissdo de volateis
inclui produtos da via lipoxigenase (LOX), como volateis de folhas verdes (VFV), bem
como terpendides, incluindo isopreno, alguns derivados de carotendides, indois e fendis,
incluindo salicilato de metila ( MeSA) e aromaticos. A via metileritritol fostato (MEP)
origina 0s monoterpenos e diterpenos. Diterpenos sdo precursores do homoterpeno
(E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT) e derivados de carotenoides,
como o B-ionona. Isoprenos sédo formados a partir de (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno
(DMAPP). Ja os sesquiterpenos sdo produzidos pelo farnesil pirofosfato (FPP), a partir
da via do mevalonato citossolico (MVA). O sesquiterpeno nerolidol gera o
homoterpeno dimetilalil difosfato (DMTT). Acidos graxos ddo origens as oxilipinas
que, entdo, originam os VFV e derivados de jasmonatos. Antranilatos formam os
volateis indoles e volateis aromaticos, tais como eugenol, derivados de
fenilpraponoides. MeSA deriva do acido salicilico (SA), que é originado pelo acido

benzoico (Figura 4).
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Os VFV tém sido descritos como compostos atuantes na defesa das plantas,
participando das interacbes entre planta-planta e plantas e outros organismos,
permitindo reconhecimento ou competicdo entre eles (Matsui, 2006; Baluska, 2010;
Hassan et al., 2015). Em geral, os VFV sdo induzidos por herbivoria e danos mecanicos,
mas ha relatos desses compostos serem induzidos por Oz e NO (Souza et al., 2013) bem
como por hormonios indutores de defesa (Chen et al., 2009) e em resposta a danos
provocados por patdgenos e insetos (Pinto-Zevallos et al., 2013). Essa classe de volateis
¢ formada principalmente por aldeidos e por alcoois Cs € seus ésteres, produzidos
através da rota da enzima lipoxigenase (LOX) (Gigot et al., 2010). Ap6s o rompimento
do tecido foliar, por fatores bidticos ou abidticos, os VFV sdo rapidamente lancados
como resposta ao estresse ( Hassan et al., 2015) e o composto (Z)-3-hexanal é o
primeiro produto formado pela via LOX (Matsui et al., 2006).

Volateis isoprenoides sao representados por membros das classes de 5 carbonos
(Cs-hemiterpenos); 10 carbonos (Cio-monoterpenos) e 15 carbonos (Cis-
sesqueterpenos) (Figura 4). Em geral, esses compostos também pertencem a

composicdo de 6leos essenciais. O grau de volatilidade dos terpendides depende muito
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das suas caracteristicas quimicas, como oxigenacgdo, numero de duplas ligagdes, nimero
de carbonos em sua estrutura entre outros.

A biossintese dos isoprendides tem sido exaustivamente estudada (Dudareva et
al., 2006). Isoprendides sdo produzidos a partir do isopentil difosfato (IPP) e seu
isdbmero dimetilalil difosfato (DMAPP), que sdo sintetizados pela via do 2- C- metil-D-
eritrol-4-fosfato (MEP), no cloroplastos, e pela rota do mevalonato (MVA) no
citoplasma, no geral. A enzima farnesil pirofosfato sintase catalisa a formagéo de duas
moléculas de IPP e uma de DMAPP para formar farnesil pirofosfato (FPP), o
precursores de sesqueterpenos. Nos plastidios, o IPP origina isopreno pela via do 2-C-
metil-D-eritrol4-fosfato(MEP). Os monoterpenos séo produzidos pela condensacdo de
uma molécula de IPP e uma de DMAPP catalisada pela enzima geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) sintase. Da mesma forma, a enzima geranil pirofosato sintase
catalisa a condensacdo de 3 moléculas IPP e uma de DMAPP para formar o
geranilgeranil pirofosfato sintase (GGPP), precursor de diterpeno ( Pinto-Zevallos et al.,
2013).

O isopreno é o mais simples isoprenoide emitido por plantas (Cs) e é sintetizado
via MEP pela acdo da isopreno sintase. Plantas que emitem isopreno sdo mais tolerantes
ao estresse a altas e baixas temperaturas e acdo do Oz (Loreto et. al 2001). Segundo
Loreto et al. (2001), a emissdo de isopreno ocorre apenas quando a planta ja satisfez sua
necessidade de terpenos superiores (hormdnios, poliesterois e pigmentos
fotossintéticos). Monoterpenos sdo tipicamente produtos de folhas e os sesquiterpenos
de flores, embora seja muito comum encontrar —ocimeno, mirceno, linalol, a—pineno
B—pineno no bouquet floral. Ainda, quantidade considerdvel de monoterpenos e

sesquiterpenos sdo também produzidos em tricomas glandulares, constitutivamente.

2.4 Indutores de volateis de planta e seus mecanismos

Em condigdes naturais, a vegetacdo encontra-se constantemente exposta aos
fatores bidticos e abidticos que podem ocasionar inducdo de volateis de planta. A
herbivoria e patogenia podem provocar injarias foliares com potencial em desencadear
mecanismos de defesa a partir da emissdo de produtos da via lipoxigenase, sendo eles
aldeidos, &lcoois e seus ésteres. Elicitores isolados das secre¢des orais dos herbivoros
entram em contato com areas danificadas da planta engatilhando respostas de defesas

quimicas. Ha uma gama de elicitores reportados na literatura, entre eles podemos citar
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as enzimas (B—glucosidase), aminodcidos, graxos conjugados (volicintina), suforacidos
graxos (caeliferinas), fragmentos da parede celular (pectinas e oligogalacturonidas)
peptidos liberados das proteinas durante a digestagdo da herbivoria (inceptinas) (Pinto-
Zevallos et al., 2013). A volicintina (N-17-hidroxilinolenoil-L-glutamina) ¢ um dos
principais componentes responsaveis na inducdo de respostas apOs ataques de
herbivoria. H& receptores especificos para os elicitores, 0s quais ativam rapidamente
uma serie de respostas, incluindo a despolarizacdo do potencial da membrana e influxo
de célcio, ativacdo da proteina quinase, geracdo de espécies reativas de oxigénio e
producdo de oxido nitrico culminando na producéo de &cido jasmonico que sinaliza a
producdo de volateis (Maffei et al., 2007).

De modo geral, a indugédo da defesa comeca com respostas locais ao dano que
podem induzir diversos processos metabdlicos na planta, levando a liberacdo de
compostos organicos volateis induzidos (Baldwin et al., 2006; Frost et al., 2007). Por
exemplo, hd emisséo de &cidos linoleico e linolénico das membranas celulares ativando,
assim, a rota octadecandide que resulta na biossintese de acido jasménico (Dudareva et
al., 2006). Outra rota de ativacdo de processos de defesa esta relacionada ao acido
salicilico e a resposta sistémica adquirida (Van Loon &Van Strien, 1999; Durrant &
Dong, 2004). Em conjunto com as respostas sistémicas adquiridas (SAR) ha a producéo
de antioxidantes, derivado do ciclo ascorbato-glutationa, capazes de sequestrar o
excesso de espécies ativas de oxigénio causadoras de estresse oxidativo (Conklin, 2001;
Kocsy et al., 2001; Bolwell & Dauli, 2009). Embora o jasmonato e salicilato sejam
moléculas-chave na ativacdo de respostas bioticas, outros compostos como o peréxido
de hidrogénio, etileno e Oxido nitrico podem atuar como moléculas sinalizadoras
(Klessing et al,. 2000; Neilli et al., 2001; Pinto et al., 2002; Verhage et al., 2010)
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Vérios agentes abidticos podem levar ao aumento na taxa de emissdo de
isoprenoides. Dentre alguns destes fatores, podem ser citados: (i) 0 excesso de
luminosidade que afeta o aparato fotossintético; (ii) altas temperaturas que apresentam
potencial em denaturar enzimas além de causarem peroxidagdo lipidica; (iii) déficit
hidrico e elevada salinidade do solo que promovem estresses osmoticos nas células
vegetais interferindo no balan¢o nutricional; (iv) poluicdo atmosférica (ozénio, éxido de
enxofre, material particulado e etc.) causadores de danos oxidativo direto nos tecidos
vegetais (Bray et al., 2000; Gouringuene et al., 2002; Frederick et a., 2009; Vickers et
al., 2009; Holopainen & Gerherzon, 2010).

Em geral, o estresse ambiental resulta na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO): perdxido de hidrogénio, oxigénio singleto e superdxido e espécies
reativas de nitrogénio (ERN): 6xido nitrico e perdxido nitrico (Figura 6). Dependendo
da concentragdo em que essas espécies se encontram em nivel celular, podem atuar
como sinalizadoras a resposta hormonal das plantas ou promover um efeito direto
oxidativo. Assim, a intensidade do estresse pode levar a diferentes respostas. Altas
doses de ozbnio podem levar ao estresse oxidativo resultando em morte celular
programada (Holopainen & Gerherzon, 2010). Por outro lado, baixas doses, induz a

formacdo de oOxido nitrico e engatilha a via de acidos jasménico e salicilico,
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sobrepondo-se ao estresse biotico, e também a via do etileno (Vickers et al., 2009).
Esses hormonios e compostos sinalizadores de defesas desencadeiam de forma direta ou
indireta a biossintese de volateis, sendo eles VFV ou isoprenoides (Gouinguene &
Turlings, 2002). Segundo Souza et al. (2013), baixas doses de oxido nitrico atmosférico
podem agir como sinalizadores de defesas quimicas das plantas, culminando em
alteracOes dos perfis de volateis induzidos.

Isoprenoides volateis desempenham um papel importante, no entanto, pouco
reconhecido, nas respostas de estresse causado por agentes abioticos (Vickers et al.,
2009). Devido a suas caracteristicas lipofilicas, esses volateis podem estabilizar as
interacbes hidrofobicas das membranas (Loreto et al., 2010), minimizando a
peroxidac&o lipidica e reduzindo o estresse oxidativo (Loreto et al., 2001). Os volateis
podem ainda sequestrar as ERO e ERN gerando novos compostos como, por exemplo,
metacroleina e metil venil cetona, que sdo reconhecidamente atuante na inducdo de

defesas antioxidativas (Vickers et al., 2009).
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Figura 6 - Modelo simplificado da participacdo dos volateis nas defesas quimicas das plantas sob
estresse abiodtico (Adaptado de Vickers et al. 2009 ). ERN: Espécies Reativas de Nitrogénio; ERO:
Espécies reativas de oxigénio; SA: Acido salicilico; JA: Acido jasménico; ET: Etileno; PCD: Morte
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3. Objetivos

Ozbnio, oxido nitrico e salicilato de metila, relatados como indutores quimicos,
estdo presentes na atmosfera e, especialmente o 0zénio e 6xido nitrico, sdo encontrados
em ambientes poluidos e detectados em altas concentracbes em regides em que ha
elevada ocorréncia de espécies de C. floribundus Spreng. Neste sentido, o presente
estudo teve como objetivos: (i) caracterizar os volateis produzidos em laminas foliares
jovens e adultas de plantulas de C. floribundus Spreng. decorrentes da exposi¢do ao
0z0nio, 6xido nitrico e salicilato de metila, em condic6es de laboratorio; (ii) comparar a
acdo destes indutores quimicos nos perfis de emissdo de compostos volateis em laminas
foliares jovens e adultas de plantulas de C. floribundus; (iii) avaliar o potencial dos
indutores quimicos na inducdo de 6xido nitrico e terpenos totais in situ, e confirmar o
papel dos indutores quimicos na inducdo de éxido nitrico e isoprendides; (iv) verificar o
potencial desses indutores na emissdo de volateis reconhecidamente atuantes nas
interacdes ecologicas tais como volateis das folhas verdes, linalol, d-limoneno,
cariofileno, farneseno entre outros, comparando com os resultados ja reportados na

literatura.
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4. Material e métodos
4.1 Material Vegetal

Mudas de Croton floribundus Spreng. foram adquiridas em viveiro comercial
(Bioflora, Sao Paulo, Séo Paulo). Apos a aquisicdo, as mudas foram uniformizadas por
altura da parte aérea e transplantadas em vasos de plastico, possuindo, em cada vaso,
duas cordas de nailon para suprimento hidrico continuo e contendo substrato tipo
Eucatex Plantmax misturado com vermiculita na propor¢do de 3:1. Em seguida, estas
mudas foram acomodadas sobre caixas de polietileno utilizadas como reservatorios de
agua, cobertas com grades de metal para suporte dos vasos, ao longo de dois meses em
casa de vegetacdo com ar filtrado e temperatura média de 27+2°C controlada por meio
de ar condicionado ,situada no Instituto de Boténica da Secretaria do Meio Ambiente de
Sdo Paulo-SP (Figura 7). Quinzenalmente, 100 ml de solucdo nutritiva do tipo
Hoagland foram aplicados em cada muda. Apés oito semanas de crescimento e
desenvolvimento em casa de vegetacdo, as plantas foram expostas aos diferentes
tratamentos. Antes da realizacdo das exposicOes aos diferentes tratamentos, as plantas

foram aclimatadas ao longo de dois dias no ambiente de exposicao.

Figura 7 - Cultivo de C. floribundus. A: Casa de vegetacdo localizada no Instituto de Boténica do
Estado de Sdo Paulo; B e C: mudas de C. floribundus acomodadas sobre caixas de polietileno
utilizadas como reservatdrios de agua, cobertas com grades de metal para suporte dos vasos

apoiadas sobre a tela e reservatdrio de agua.
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4.2 Exposicdo

As exposicOes aos diferentes tratamentos foram realizadas no sistema de
fumigacdo (Souza & Pagliuso, 2009) do Laboratorio de Interagdo Atmosfera Planta
(LABIAP) do Nucleo de Pesquisa em Ecologia. As exposi¢des ocorreram sempre em
trés cAmaras revestidas de Teflon de 1m3 e com circulacéo de ar constante (Figura — 8).
O fotoperiodo ocorreu no intervalo das 8h as 16h sob um sistema automatico de
iluminacdo (Timer). A umidade relativa foi constantemente monitorada e apresentou
média de 67,3+ 5,2. As plantas foram expostas aos diferentes tratamentos por um

periodo de 7 dias.

Figura 8 - A: Representacdo esquematica: trés cdmaras em estrutura de inox e revestidas de Teflon
de 1m* e com circulagdo de ar constante utilizada durante as exposicdes aos diferentes tratamentos.
B: Uma das camaras de exposicao utilizada ao longo das exposi¢des em imagem real situada no
laboratorio.

4.3 Tratamentos com indutores quimicos

Todos os tratamentos descritos a seguir foram realizados com plantulas de C.
floribundus, contendo em média altura de 60 cm e oito laminas foliares cada individuo.
Para cada tratamento, coletas foram realizadas em laminas foliares jovens e adultas. As
quatros laminas foliares mais proximas ao meristema apical foram agrupadas como
laminas foliares jovens, enquanto Iaminas foliares adultas foram assim definidas entre o
primeiro e terceiro n6 (da base ao apice), ou seja, completamente expandidas. Os
tratamentos foram repetidos de 3 a 4 vezes, dependendo da necessidade de obtencdo de
maior nimero amostral. Individuos foram selecionados de forma casualistica para

eliminar o possivel efeito da variabilidade genética. As exposi¢des as diferentes



20

repeticdes e condi¢cbes ambientais foram realizadas conforme Tabela 2. Os individuos
de C. floribundus foram expostos ao longo de sete dias e a cada periodo de exposicao
(2, 4 e 7 dias), foram realizadas as analises histoquimicas e coleta de volateis para cada
um dos tratamentos. Apos cada periodo de exposicdo, foram coletados os volateis das
laminas foliares jovens e adultas e secgdes transversais a mao livre foram realizadas

para localizacdo in situ de terpenos e dxido nitrico.

Tabela 2 - Periodos em que as repeti¢fes dos experimentos foram realizadas.

Tratamentos
Ozbnio MeSA NO
Repeticéo
1 Novembro 2013 Novembro 2014 Novembro 2014
2 Outubro 2014 Janeiro 2015 Janeiro 2015
3 Outubro 2015 Setembro 2015 Maio 2015
4.3.1 Ozbnio

Apds o periodo de aclimatacdo, nove plantas foram acomodadas em cada uma
das camaras, totalizando vinte e sete plantas expostas ao tratamento ozonio em cada
uma das repeticdes, sendo que das vinte e sete plantas, dezoito foram utilizadas para o
tratamento em laminas foliares jovens e laminas foliares adultas e nove para o controle.
As exposicdes ocorreram ao longo de 5 horas por dia durante 7 dias. Concentracfes
médias de 100 ppb de 0z6nio foram geradas a partir do ozonizador (Ozontecnic, modelo
169 Brazil) e impulsionadas para o interior de duas camaras, recebendo
simultaneamente ozonio + ar filtrado (AF). Na terceira cdmara, controle, foi utilizado ar
filtrado (AF) isento de ozo6nio. As camaras de exposicdo ao o0zonio foram
constantemente monitoradas a partir de um monitor Continuo (Ecosoft 6040, USA) e a
concentracdo, quando necessaria, foi ajustada por meio de vélvulas e fluxdmetros
(Alborg, USA).

4.3.2 Oxido nitrico

Para detectar possivel produgdo e emissdo de compostos orgénicos volateis a
partir do Oxido nitrico, foi necessario realizar experimento ndo apenas com indutor de
NO, nitroprussiato de sddio (NPS) — féormula molecular (Nax[Fe(CN)sNO]), mas
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também com o controle positivo, ferrocianeto de potéssio (KsFe(CN)g) e controle
negativo, cPTIO (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxi-3-0xido -
férmula molecular (C14H16KN2O4). Ressalta-se que a necessidade desses tratamentos é
devido ao fato de 0 NPS néo ser apenas capaz de doar NO, mas também de liberar o ion
cianeto (CN") que tem potencial toxico podendo também atuar na inducdo ou inibicéo
de voléateis. Por outro lado, cPTIO atua sequestrando o NO, impedindo que resquicios
de NO nas plantas controle (tratamento &gua deionizada) possam interferir nos
resultados. Assim, neste experimento foram utilizadas 4gua deionizada e NPS, cPTIO e
KsFe(CN)g na concentracdo de 5mM (Sigma-Aldrich) , um volume aproximado de 10
ml de cada solugéo foi pulverizado nas laminas foliares das plantas utilizadas para cada
tratamento. A pulverizacéo foi realizada diariamente no periodo da manha ao longo de 7
dias .Foram utilizadas 6 plantas para cada tratamento. Trés plantas foram pulverizadas
na superficie abaxial da 1damina foliar jovem e trés pulverizadas na superficie abaxial da
lamina foliar adulta. No total, um lote de vinte e quatro plantas, considerando doze para
laminas foliares jovens e a outras doze para laminas foliares adultas foram tratadas com

cada substancia quimica.

4.3.3 Salicilato de Metila

Para este experimento foi realizado quatro repeticGes, perfazendo um numero
amostral de vinte e quatro plantas expostas ao MeSA e outras vinte e quatro
correspondente ao controle. Em cada repeticdo foram alocados seis plantas, trés para
laminas foliares jovens e trés para laminas foliares adultas. Uma solu¢do de 5mM de
MeSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) foi pulverizada (aproximadamente 10 mL)
diariamente, ao longo de 7 dias, no periodo da manhd, na superficie abaxial de laminas
foliares jovens e adultas previamente selecionadas. Apds o periodo de 2, 4 e 7 dias de

exposicao, foi realizada analise histoquimica e coleta de compostos organicos volateis.
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4.4 Coleta e analise dos Compostos Organicos Volateis

Laminas foliares jovens e adultas completamente expandidas de cada uma das
plantas expostas aos diferentes tratamentos foram introduzidas em saco de Teflon com
duas aberturas laterais para entrada e saida de ar, assegurando a manutencdo das trocas
gasosas. Cartuchos contendo 100mg de Tenax TA mesh 60/80, foram fixados em uma
das aberturas laterais do saco de Teflon e a outra abertura conectada em uma bomba de
succdo, garantindo a passagem do ar pelo interior de cada cartucho para a coleta de
voléteis (Figura 9). O fluxo de ar amostrado foi em torno de 0,8 ml/min e a do ar
inserido no interior dos sacos de 1,5 ml/min. O periodo de amostragem dos voléteis foi

ao longo de 1h 30min.

« i , r P’ Vs e 3
3 B o 4 .~
-y s . .

Figura 9 - Sistema de coleta de volateis. A: Coleta de volateis de laminas foliares jovens
completamente expandidas (1). B: Coleta de volateis de laminas foliares adultas completamente
expandidas (2).

Os volateis amostrados foram desorvidos em nitrogénio gasoso por sistema de
dessorcdo térmica, Turbo matrix 650 ATD da Perkin-Helmer, e automaticamente
analisados em cromatografia gasosa acoplada a espectrobmetro de massas (CG-EM,
Agilent 5977). As anélises foram desenvolvidas em uma coluna HP-6 (5% fenil metil
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silicone), em rampa de temperatura de 46°C mantida por 5 minutos até 150°C , com
gradiente de temperatura de 20°C por minuto a 250°C e mantida por 5 minutos. O
quadrupolo foi operado em ionizagéo eletronica a 70eV, com fonte de temperatura de
200°C e interfase 220, com continuo scan de 40 a 500m/z.

Um cromatograma de cada tratamento estd apresentado na Figura 10 para
exemplificar o perfil dos volateis induzidos. A quantificacdo dos compostos foi
realizada por meio de curvas analiticas utilizando padrdes de volateis (Sigma-Aldrich)
com concentragfes conhecidas, tais como linalol, B—pineno, a—pineno, aromadendreno,
1-octen-3-ol, trans—B—farneseno, cis-3-hexen-1-ol, limoneno, ocimeno, cis-3-hexenil
acetato, P—cariofileno, cis-2-hexen-1-ol, geraniol, 6-metil-5-hepten-, nonanal, salicilato
de metila, decanal, mirceno e geranil isovalerato. Para 0s compostos em que ndo havia
disponibilidade de padrdes, a quantificacdo foi realizada com base na curva analitica do

padrdo a—pineno.
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Figura 10 — Representacao dos perfis cromatogréaficos dos trés diferentes tratamentos realizados ao
longo do estudo. A: tratamento ozbnio; B: tratamento salicilato de metila e C: tratamento 6xido
nitrico.
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4.5 Localizagdo in situ de NO e Terpenos

Imediatamente apds a exposicao das plantas aos diferentes tratamentos Og,
MeSA e indutores e sequestradores de NO, laminas foliares de folhas jovens e adultas
foram submetidas a corte transversal a méo livre para a localizacéo in situ de NO e de
terpenos.

O protocolo de localizagdo do NO foi testado e adaptado as nossas amostras com
base nos protocolos descritas em Pedroso et al. (2000) e Ederli et al. (2006). Sec¢des da
regido mediana da lamina foliar jovem e adulta (incluindo a nervura central) foram
incubadas no escuro durante 1h a temperatura ambiente com 2mM de corante-indicador
fluorescente DAF-FM diacetato (Sigma Aldrich), preparada em 50mM tampéao Tris-
HCI, pH 7,5. As amostras foram entdo lavadas trés vezes, durante 15minutos, com
tampédo, e montadas em meio aquoso de solucdo de Fluoromount (Sigma-Aldrich).
Conjuntos paralelos de amostras foram tratados da mesma maneira, mas previamente
incubado durante 1h com 400uM de cPTIO (Sigma Aldrich), sequestrador de NO, em
Tris-HCI 10mM, pH 7,4. Em primeiro lugar, um Zeiss LSM 510-meta invertido sob
microscopia de laser confocal de varredura (CLSM) foi usado para estabelecer a
condicdo de andlises que foram entdo aplicadas no microscopico Leica DM5500
widefield. Este procedimento foi feito, para evitar artefatos, ou seja, visualizar as
emissdes de compostos fenolicos em vez do fluoréforo DAF-FM utilizando apenas a
microscopia widefiel, uma vez que ambos 0s compostos poderiam ser visualizados nas
mesmas linhas de laser. Assim, testaram-se as linhas de laser de excitagdo de 364nm,
405nm, 458nm, 488nm e 514nm, em que os sinais fluorescentes foram obtidos na gama
de emissdo de 400-600nm, 420-600nm, 460-600nm, 500-600nm, e 525- 600nm,
respectivamente. Independentemente da linha de laser de excitacdo, todas as amostras
apresentaram picos de emissao referentes a compostos fendlicos que, eventualmente, se
sobrepuseram ao DAF-NO. Uma linha de laser de excitacdo de 488nm-argon no qual foi
observada quase nenhuma sobreposi¢do nas emissdes, e em que a DAF-NO exibiu um
pico de intensidade mais elevada de 530nm. Entdo, esse padréo de emissao foi aplicado
em todos 0s experimentos. As imagens de sobreposicdo para visualizar as emissdes de
compostos DAF-NO e fenolicos foram realizadas, em que se sobrepuseram resultados
foram desconsiderados para evitar erros de interpretacdo. Além disso, todas as imagens
foram capturadas em objetiva de imersdo de ar (25x), independentemente do

microscopio utilizado.
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Para a localizacdo histoquimica de terpendides foi realizada seccBes da regido
mediana das laminas foliares a méo livre. Pelo menos cinco secc¢bes foram usadas para
localizagdo in situ, utilizando o reagente de terpendides Nadi naftol + dimetil-
parafenilenodiamina (David & Carde, 1964). As seccdes foram incubadas no escuro
durante 60 minutos a temperatura ambiente em Nadi, preparado imediatamente antes da
coloracdo. Apos a incubacdo, as seccdes foram lavadas durante 2 minutos em tampao de
fosfato de sodio (0,1M, pH 7,2). Pelo menos trés outras sec¢Ges permaneceram sem
tratamento para a observacéo da cor e da estrutura das células in vivo (branco).

As imagens foram digitalmente adquiridas pelo software Image Pro Express 6.3
obtidas a partir do microscopio composto Olympus BX53 equipado com camera digital
Olympus Q-Color 5 e software Pro Expresso 6.3 image.

4.6 Tratamento dos dados

Os resultados de todas as coletas realizadas foram analisados estatisticamente
utilizando o programa SPSS. Primeiramente, foram comparados os resultados obtidos
para os trés dias de tratamentos (2, 4 e 7 dias de exposi¢do) por meio da anélise de
variancia de um fator (ANOVA one-way). Como ndo houve diferenca significativa
entre os dias amostrados, 0s resultados de todos os dias foram considerados como sendo
réplicas dos tratamentos, exceto para o d-limoneno de laminas foliares jovens sob o
indutor de NO, em que houve diferenca entre 0 segundo e o sétimo dia de tratamento.
Neste caso, foram consideradas as médias do segundo e quarto dia como sendo réplicas
dos tratamentos. As médias das réplicas foram comparadas para cada tratamento, sendo
as laminas foliares jovens e adultas tratadas separadamente. Quando necessario para o
teste de distribuicdo normal, os dados foram transformados para logl0. Foram
considerados significativos os valores de p<0,05. Para ozonio e salicilato de metila,
foram aplicados o teste T para comparacdo entre o tratamento e seu controle. Para o
oxido nitrico, no qual ha trés controles (neutro: H,O; positivo: KsFe(CN)e; negativo:
cPTIO) a comparacéo entre as médias do tratamento e seus controles se deu por meio de
analise de variancia de um fator (ANOVA One-way), e quando encontrado diferencas
entre as medias, foi aplicado o teste Tukey para identificar tais diferengas. Para
comparacdo entre os tratamentos e folhas jovens e adultas, foi realizado anélise de

componentes principais por meio do programa PCORD.
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5. Resultados
5.1. Caracterizacao dos compostos organicos volateis induziveis

Dentre os compostos volateis identificados, vinte e trés foram caracterizados nas
amostras analisadas e ordenados nas seguintes classes quimicas: monoterpenos,
sesquiterpenos, volatil de folha verde, aromaticos e compostos oxigenados. A
classificacdo dos compostos e suas concentracdes médias induzidas por Oz, NO e MeSA
estdo apresentadas nas Tabelas 3,4-5, 6, respectivamente.

5.1.2 Volateis induzidos por Oz6nio

Diferencas estatisticas ndo foram observadas entre os valores médios dos niveis
de emissdo dos volateis apds 2,4 e 7 dias de tratamento tanto em folhas jovens (Figura
11) quanto adultas (Figura 12). Por este motivo, foi considerada a média dos voléteis
emitidos dos trés dias de exposicédo para fins de comparagdo com o seu controle. Assim,
em laminas foliares jovens, houve diferenca significativa na emissdo dos volateis
monoterpenos induzidos por ozonio (Tabela 3). Os compostos a—pineno (p=0,026), p—
pineno (p=0,00) e B—ocimeno (p=0,010) tiveram suas concentragcdes aumentadas em
relacdo ao controle, enquanto B—mirceno (p=0,003) ¢ linalol (p=0,015) diminuiram. N&o
foi observada alteracdo da porcentagem de monoterpenos em relacdo a somatoria das
classes, comparado ao controle (Figura 13 A-B). Em relacao aos resultados encontrados
para sesquiterpenos, houve um aumento significativo do cariofileno (p=0,00), o—
cadineno (p=0,023), alomadendreno (p=0,030) e B-cubebeno (p=0.009) e tras—farnesol
(p=0.00), em contrapartida, a concentragio de p—copaeno (p=0,042) foi
significativamente reduzida (Tabela 3). Tanto o trans—farnesol quanto alomadendreno
apareceram apenas ap0s a exposicdo ao 0z6nio ndo estando presente nas plantas
controle. Houve um aumento significativo na emisséo do 3-hexen-1-ol (p=0,026), sendo
0 unico volatil de folhas verdes encontrado apds a exposicdo ao ozénio (Tabela 3;
Figura 13 A-B). A porcentagem dos volateis das folhas verdes apresentou um aumento
consideravel quando comparado ao seu controle (Figura 13 A-B). Para os compostos
aromaticos, o ozonio induziu a emissdo de benzaldeido e salicilato de metila. Para os
compostos oxigenados, houve aumento das concentragdes de a—cumil alcool (p=0,006)

e nonanal (p=0,004) e também observou-se redugdo do decanal (p=0,004) ( Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracdo média de volateis (ng.MS-1) e erro padréo: tratamento 0zénio
comparado ao controle (AF). Negrito indica diferenca significativa (p<0,05).

o—pineno
p—pineno
f—mirceno
p—ocimeno
d-limoneno
Linalol
Soma

o—cadineno
p—bourboneno
p—copaeno
p—cubebeno
y—muroleno
Alomadendreno
Cariofileno
Cis—p-farnesene

Trans—farnesol
Soma

3-hexen-1-ol

Benzaldeido
MeSA
Soma

o—cumil alcool
Aldeido cinamico
Decanal

Geranil acetona
Nonanal

Soma

Lamina foliar jovem

Lamina foliar adulta

O3

22,96+ 10,06
71,32+ 29,85

137,82+ 56,81
0,32+ 0,32
232,42

90,82+ 39,66
23,27+ 12,02
36,09+10,80
233,63+ 108,23
24,02+ 15,67
220,80+ 77,95
1,59+ 1,22
7,93+ 4,78

638,15

Controle

Monoterpenos

0,70+ 0,70
1,60+ 1,60
37,97+ 119,64
15,02+ 29,36
2,20+ 2,20

57,49

Sesquiterpenos

19,25+ 17,79
9,23+5,85
85,41+ 68,92
0,60+ 0,60

1,90+ 1,29
2,24+ 1,75

118,63

O;

21,59+9,74
16,1349,71

250,29+140,97
0,19+0,19
288,2

40,07+13,59
42,45+26,50
56,83+17,10
96,48+35,52
44,95+17,81
10,6545,60
139,19+44,46
20,47+5,71
13,86+4,63

464,95

Volateis de folhas verdes

256,36+ 134,29

99,56+33,29
199,97+ 39,36
299,53

237,74+ 97,87

10,20+ 3,42
14,46+ 5,66
143,95+ 50,37

406,35

13,83+ 8,33

Aromaticos
48,89+ 23,89
48,89

Oxigenados

9,00+ 6,19

16,84+ 6,59
14,88+ 6,56
48,73+ 18,45

89,45

64,75+23,73

87,57+25,00
1037,16+514,17
1124,73

773,01+175,39
13,12+6,53
5,912,777
19,48+12,54
62,09+21,13
873,61

Controle

3,70+2,43
17,93+14,81

16,58+11,07

1,97+1,97
40,18

14,26+14,26

33,10+13,35
4,51+4,51
2,34+2,34
11,28+8,36
12,98+8,56

78,47

19,01+7,25

212,92+122,90
14,72+4,32
227,64

0,71+0,71
6,97+4,70
9,95+5,62
23,43+9,34

41,06
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Em laminas foliares adultas, para os monoterpenos analisados, foi observada
uma reducéo significativa na concentracdo de linalol (p=0,001) (Tabela 3) e ndo houve
variacdo na porcentagem dos monoterpenos totais em relagdo ao controle (Figura 13 C-
D). Em relacdo aos sesquiterpenos, houve um aumento significativo na concentracdo de
cariofileno (p=0,005) e y—muroleno (p=0,010), sendo que esse Ultimo ndo foi emitido
no tratamento controle (Tabela 3). Ainda, houve uma reducdo de 3% da emissao dos
sesquiterpenos totais nas plantas expostas ao ozénio (Figura 13 C-D). Para os volateis
de folhas verdes, representados por 3-hexen-1-ol, observou-se um aumento significativo
(p=0,013) nas laminas foliares adultas expostas ao 0zénio (Tabela 3), em contrapartida,
a porcentagem de volateis das folhas verdes foi reduzida em 2% quando comparado ao
seu controle (Figura 13 C-D). Considerando os aromaticos, houve uma reducdo
significativa nos niveis de benzaldeido (p=0,00) e um aumento do salicilato de metila
(p= 0,05) em relacdo ao controle. A porcentagem total dos aromaticos emitidos em
laminas foliares sob oz6nio foi reduzida em 16 %. Para os compostos oxigenados, o
ozOnio acarretou aumento significativo nos compostos o—cumil alcool (p=0,000),
nonanal (p=0,019) e aldeido cindmico (p=0,014) e gerou um aumento representativo de
22% nos oxigenados totais. (Tabela 3).

A andlise de componentes principais mostrou que a soma dos eixos 1 e 2
explicou 74 % da variabilidade dos tratamentos entre ldaminas foliares jovens e adultas (
Figura 14). O benzaldeido foi positivamente correlacionado com o eixo 1, enquanto -
farneseno foi correlacionado com esse eixo negativamente. Os compostos o—copaeno,
nonanal, cariofileno e 3-hexen-lol foram os principais compostos correlacionados
positivamente com 0 eixo 2. Por outro lado, apenas o B—bourboneno foi relacionado
negativamente ao eixo 2. Houve agrupamento das amostras das laminas foliares
expostas ao 0zonio: adultas no primeiro quadrante e jovens no segundo quadrante . Os

tratamentos controle ndo foram diferenciados.
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Figura 11 - Concentracdes médias dos volateis emitidos em folhas jovens de C. floribundus entre
os periodos de coleta 2,4, e 7 dias para o tratamento O3 e seu controle (AF) .
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Figura 12 - Concentragfes médias dos volateis emitidos em folhas adultas de C. floribundus entre
0s periodos de coleta 2,4, e 7 dias para o tratamento Oz e seu controle (AF).
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Controle FJ Ozbnio FJ
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Figura 13 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis apds
exposicao ao 0zonio em um periodo de 7dias. A e B: exposi¢do em laminas foliares jovens. C e D:
exposicdo em laminas foliares adultas. FJ: Iamina foliar jovem, FA: Iamina foliar adulta; OX:
oxigenados, MONO: monoterpenos; SESQ: sesquiterpenos; VFV: volateis de folhas verdes; ARO:

aromaticos.
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Figura 14 - Analise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis emitidos
por C. floribundus sob acdo do ozénio. 1: Laminas foliares jovens controle; 2: laminas foliares
jovens expostas ao 0zonio; 3: Laminas foliares adulta controle; 4: Laminas foliares adultas exposta
a0 0zonio. APINE: a—pineno,; BPINE: fi—pineno; BMIR: f—mirceno; BOCI: f—ocimeno; DLIMO:
D-limoneno; LINA: Linalol; CADI: o—cadinene; BOURB: f—bourboneno, COPA: [i—copaeno;
CUBE: p—cubebeno;, ALOMA: Alomadendreno; CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-g-farneseno;
HEX3O0L: 3-hexen-1lol; BENZ: Benzaldeido; MeSA: Salicilato de metila; CUMIL: o—Cumyl-
alcool; DECA: decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA: Geranil acetona; NONA: nonanal;
NERO: nerolidol.
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A localizacdo in situ de NO, mostrou elevada ocorréncia de NO em laminas
foliares jovens e adultas de plantas de C. floribundus expostos ao 0zénio. Houve maior
producdo de NO em laminas foliares adultas, tanto no parénquima pali¢cadico quanto no
lacunoso (Figura 15). A localizacao in situ com o teste Nadi evidenciou a presenca de
terpenos totais em laminas foliares jovens e adultas, indicando maior abundancia no

parénquima pali¢adico de Iaminas foliares adultas (Figura 16).

Laminafoliar jovem Laminafoliar adulta

r

Figura 15 - Plantulas de Croton floribundus expostos ao 0zonio ao longo de 7 dias. Apds este
periodo, laminas foliares jovens e adultas foram submetidas ao reagente DAF-FM (indutor de NO).
A e C: tratamento ozonio; B e D: controle (AF). Fluorescéncia ( pontos verdes) indica presenca de
NO.
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Lamina foliar jovem Lamina foliar adulta

s~

Figura 16 - Plantulas de Croton floribundus expostas ao 0z6nio ao longo de 7 dias. Apos este
periodo, laminas foliares jovens e adultas foram submetidas ao teste histoquimico Nadi (David &
Carde, 1964). A e B: camara 1 (Os3); C e D: cdmara 2 (O3); E e F: cdmara 3 (Controle — AF); G:
Branco (Controle — AF). Barras: A: 25 um B:50um C:75um D-F: 50um G: 250um. EAD:
epiderme adaxial. Setas indicam presenca de terpenos em algumas células.
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5.1.3 Volateis induzidos por Oxido nitrico

Os valores médios dos niveis de emissdo dos volateis de laminas foliares jovens
tratadas com indutor de NO e seu controle, ao longo do periodo de 7 dias, estdo
apresentados na Figuras 17. Embora diferencas estatisticas ndo tenham sido encontradas
entre os dias de tratamento, observamos que NO foi capaz de induzir os terpenos y-
muruleno, alomadendreno e linalol.

Considerando a média de todos os dias amostrados, ndo foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos nitroprussiato de sodio (NPS) e seu controle negativo
(cPTIO), quando avaliado os monoterpenos em laminas foliares jovens, exceto para o
composto d-limoneno (p=0,004) em que sua inducdo foi totalmente inibida no
tratamento cPTIO. Em relacdo aos tratamentos NPS e K3FeCNg, nenhuma diferenca
significativa foi também observada (Tabela 4). Quanto a porcentagem de monoterpenos
totais, houve uma diminuicdo em torno de 10% nos controles negativo e positivo,
cPTIO e K3Fe(CN)g, respectivamente, comparado ao NPS, enquanto uma reducdo de
5% foi observada entre os tratamentos NPS e &gua (Figura 18). Neste mesmo
experimento, diferenca significativa também foi observada para o volatil de folhas
verdes, 3-hexen-1-ol (p=0,050), quando comparado aos tratamentos NPS e agua.
Enquanto NPS e seus controles, positivo e negativo, ndo apresentaram nenhuma
diferenca significativa para este composto. Para 0s sesquiterpenos, observou-se que
laminas foliares jovens tratadas com NPS foram capazes de emitir compostos, como
alomadendreno e y-muroleno, que ndo foram observados no tratamento controle
(Tabela 4). Considerando a porcentagem dos sesquiterpenos em relacdo ao total da
composicdo de volateis, observou-se que o tratamento NPS foi o que mais contribuiu
para 0 aumento de sesquiterpenos, seguido do cPTIO, KsFe(CN)g e dgua (Figura 18 ).
Para os aromaticos, observou-se o aumento dos niveis de benzaldeido e MeSA,
comparando os tratamentos NPS, cPTIO e KzFe(CN)s com o tratamento &gua, embora
nenhuma diferencga estatistica tenha sido constatada. A contribuicdo da soma dos
aromaticos na emissdo total de volateis foi relativamente baixa, variando de 9 a 15%,
sendo que o tratamento KszFe(CN)g foi 0 que contribuiu para o maior valor (Figura 18).
Em relagdo aos oxigenados, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica entre os
tratamentos, embora a contribuicdo dessa classe de compostos tenha sido menor no
tratamento NPS (Tabela 4; Figura 18).
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Tabela 4 - Concentracdo média de volateis (ng.MS™) e erro padréo: tratamento 6xido
nitrico (laminas foliares jovens) comparado ao controle. Negrito indica diferenca

significativa (p<0,05).
Lamina foliar jovem
Controle NPS cPTIO KsFe(CN)g
Monoterpenos
o—pineno 1,17+1,17 2,57+ 1,26 0,84+ 0,84 3,14+ 3,14
pf—pineno — 1,39+ 0,77 2,31+ 2,31 2,05+ 2,05
f—mirceno - 1,79+ 1,79 - 1,92+ 1,92
p—ocimeno 10,42+ 4,64 23,97+ 16,30 8,19+ 4,14 10,63+ 7,64
d-limoneno 0,83+ 0,83 0,75+ 0,54 - 2,77+ 1,68
Linalol 0,95+ 0,95 2,47+ 2,47 2,80+ 2,80 1,57+ 1,57
Soma 13,37 33,89 14,14 22,08
Sesquiterpenos
a—cadinene — — - -
p—bourboneno 1,71+1,12 15,83+ 11,15 14,31+ 7,74 4,09+ 4,09
p—copaeno 0,80+ 0,80 11,19+ 11,19 1,10+ 1,10 14,52+ 11,33
p—cubebeno - - 2,31+ 1,64 4,05+ 2,52
y-muroleno - 4,93+ 3,96 - 1,80+ 1,80
Alomadendreno - 8,11+ 5,43 2,61+ 2,37 1,36+ 1,36
Cariofileno 5,19+ 3,12 29,10+ 18,36 17,58+ 7,76 14,31+ 6,60
Cis-b-farnesene 0,35+0,35 3,66+2,40 1,76+0,95 -
Trans-farnesol - - - -
Soma 8,05 72,82 39,67 40,13
Volateis de folhas verdes
3-hexen-1ol 10,77+ 2,74 13,88+ 9,39 11,29+ 4,77 13,50+ 9,57
Aromaticos
Benzaldeido 4,45+ 2,74 10,02+ 4,27 10,06+ 5,64 18,97+ 12,60
MeSA 0,19+ 0,19 6,12+ 5,53 4,06+3,64 3,35+3,07
Soma 4,64 16,14 14,12 22,32
Oxigenados

a—cumil alcool — - - 0,70+0,70
Aldeido cinamico - - - -
Decanal 10,6445,23 14,99+4,82 20,44+10,66 30,16+19,78
Geranil acetona 0,89+0,89 3,27+2,31 7,80+5,94 10,57+7,69
Nonanal 2,53+1,27 3,38+1,00 4,89+1,98 5,69+3,66
Soma 14,06 21,64 33,13 47,12
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Figura 17 - Exposic¢do ao 0zonio ao longo de sete dias. Comparagdes entre laminas foliares jovens
expostas a0 NPS e seu controle (H,O deionizada) considerando os periodos de coleta de volateis.
ConcentragGes médias dos volateis emitidos entre os periodos de coleta 2,4, e 7 dias.
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NPS cPTIO
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KsFe(CN)e Controle (Agua destilada)

(=] e

Figura 18 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis em laminas
foliares jovens ap0Os exposicdo ao NPS (nitroprussiato de sodio), cPTIO ((2-(4-carboxifenil)-
4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxi-3-0xido) e K3;Fe(CN)s em um periodo de 7 dias. Exposi¢do em
laminas foliares jovens. OX: oxigenados, MONO: monoterpenos, SESQ: sesquiterpenos, VFV:
volateis de folhas verdes e ARO: aromaticos




40

Em relacdo as laminas foliares adultas, nenhuma diferenca estatistica foi
observada nos diferentes dias de tratamento (Figura 19). Contudo, no geral, observamos
que os volateis induzidos por NO (NPS) tenderam a reduzir seus niveis ao longo do
periodo. Considerando a média dos dias amostrados, em relacdo as laminas foliares
adultas, ndo foram observadas diferencas estatisticas para 0s monoterpenos entre 0s
diferentes tratamentos, em contrapartida, foi verificada a inibigé&o total dos compostos
—pineno e d-limoneno, na presenca de NO (NPS), enquanto houve uma inducéo de p—
ocimeno , d-limoneno e B—mirceno, na auséncia de NO (cPTIO). A contribuicdo dos
monoterpenos na composicdo total dos volateis mostrou-se relevante apenas na auséncia
de NO, totalizando 14% da composicdo dos volateis emitidos (Figura 20). Para os
sesquiterpenos, houve diferenca estatistica entre os tratamentos NPS e &gua para os
compostos: alomadendreno (p=0,010), PB—cubebeno (p=0,010) e P-bourboneno
(p=0,009) (Tabela 5). A contribuicdo da soma dos sesquiterpenos na emissdo total de
volateis, para 0s quatro tratamentos, variou de 42 a 65%, sendo que o tratamento cPTIO
foi o que contribuiu para o maior valor (Figura 20), indicando que o NO apresenta
potencial em inibir a producdo de sesquiterpenos em folhas adultas. Em relacdo aos
volateis das folhas verdes, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica entre os
tratamentos, embora o indutor de NO (NPS) tenha contribuido para o aumento da
concentracdo destes compostos (Figura 20). Para os aromaticos, ndo foi observado
nenhuma diferenca estatistica entre os tratamentos. O indutor de NO néo alterou a
porcentagem dos aromaticos em relacdo a soma de todos 0s compostos e em
comparacao ao tratamento agua e cPTIO (Figura 20). Em relacdo aos oxigenados, houve
diferenca estatistica entre os tratamentos NPS e &gua para 0s compostos o—cumil
(p=0.05). A porcentagem dos oxigenados foi aumentada nos tratamentos NPS e
KsFe(CN)g, comparado ao tratamento agua (Figura 20).

A andlise de componentes principais (APC) foi realizada para distinguir
diferengas entre as folhas jovens e adultas e resumiu 78% da variabilidade total dos
dados amostrais em seus dois primeiros eixos de ordenacdo. Para essa ordenacdo, foram
utilizados as variaveis dos tratamentos NO (NPS) e o seu controle (H,O). As principais
variaveis associadas ao eixo 1 foram e f—bourboneno, nonanal e cubebeno. O eixo 2 foi
associado a 3-hexen-1ol e B-ocimeno. O eixo 1 reflete a idade da folha e o0 eixo 2 a
composicdo dos volateis. As folhas adultas foram distinguidas das jovens pela a alta
presenca de mono e sesquiterpenos e VFV.
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Tabela 5 - Concentracdo média de volateis (ng.MS™) e erro padréo: tratamento 6xido
nitrico (ldminas foliares adultas) comparado ao controle. Negrito indica diferenca

significativa (p<0,05).

o—pineno
p—pineno
f—mirceno
p—ocimeno
d-limoneno
Linalol

Soma

o—cadinene
p—bourboneno
p—copaeno
p—cubebeno
y—muroleno
Alomadendreno
Cariofileno
Cis-p-farneseno

Soma

3-hexen-1ol

Benzaldeido
MeSA*

Soma

oa—cumil alcool
Aldeido cinamico
Decanal

Geranil acetona
Nonanal

Soma

Lamina foliar adulta

Controle

5,36£3,72
0,02+0,02
10,4045,25
0,83+0,83
1,20+1,20
17,81

93,32+50,08

3,81+3,70

17,57£11,62

3,56+3,51
2,40+2,40

27,85+16,05

4,06+2,19
152,57

NPS
Monoterpenos
4,32+1,83

1,39+1,07
2,87+2,07
8,58

Sesquiterpenos

56,70+22,40
1,46%1,46

15,26+10,87
5,09+2,78
3,23%1,66

26,01+11,40
1,99+1,56

109,74

cPTIO

4,25%2,15
1,33+1,33
1,25+1,25
28,88+25,30
5,23+3,76
25,30£19,99
61,99

135,00+60,39
24,92+24,92
20,11+13,30
0,85+0,85
39,06+28,18
69,43+41,35
7,09+5,99
296,46

Volateis de folhas verdes

49,20+15,70

11,65+4,11
0,62+0,40
12,27

22,77+5,75

6,72+2,87

5,82+1,75
35,31

56,06+19,47

Aromaticos
14,34+7,65
0,33+0,22
14,67

Oxigenados
0,48+0,48
22,37+11,82
21,49+13,22
5,70+2,33
22,37

53,07+21,29

12,59+7,68
1,35+0,78
13,94

16,59+6,63

7,21+5,31

5,40£1,47
29,20

KsFe(CN)g

2,71+2,00
0,70+0,70
1,78+1,33
1,37+0,93
1,40+1,40
7,96

3,59+2,35
5,48+4,09
29,09+20,12
2,24+1,47
2,10+£2,10
18,69+10,20
0,97+0,74
62,16

24,19+9,50

16,60+9,42
2,24+1,04
18,84

1,93+1,27
16,26+9,54
12,08+5,29
4,69+3,44
33,03
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Figura 19 - Exposi¢do ao 0z6nio ao longo de sete dias. Comparagdes entre laminas foliares adultas
expostas ao NPS e seu controle (H,O deionizada) considerando os periodos de coleta de volateis.
ConcentragGes médias dos volateis emitidos entre os periodos de coleta 2,4, e 7 dias.
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Figura 20 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis apos
exposicdo ao NPS  (nitroprussiato de sddio), CcPTIO ((2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-
tetrametilimidazolina-1-oxi-3-6xido) e KsFe(CN)s em um periodo de 7 dias. Exposicdo em laminas
foliares adultas. OX: oxigenados, MONO: monoterpenos, SESQ: sesquiterpenos, VFV: volateis de

folhas verdes e ARO: aromaticos.
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Figura 21 - Anéalise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis emitidos
por C. floribundus sob acdo do indutor de NO (NPS): 1 - Folhas jovens controle ( H,O); 2- folhas
jovem expostas ao NPS, 3: folhas adulta controle ( H,0), 4 folhas adultas expostas ao NPS APINE:
a—pineno; BPINE: f—pineno;, BMIR: p—mirceno; BOCI: p—ocimeno; DLIMO: D-limoneno; LINA:
Linalol; CADI: a—cadinene; BOURB: p—bourboneno; COPA: [—copaeno; CUBE: p—cubebeno;
ALOMA: Alomadendreno; CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-f-farneseno; HEX3OL: 3-hexen-lol;
BENZ: Benzaldeido, MeSA: Salicilato de metila; CUMIL: o—Cumyl-alcool; DECA: decanal;
FARN: Trans—farnesol; GERA: Geranil acetona; NONA: nonanal; NERO: nerolidol.
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A fluorescéncia detectada na Figura 22, em laminas foliares jovens e adultas,
indica a inducdo de NO na regido do mesofilo, em plantas de C. floribundus expostas ao
tratamento NPS. O controle positivo (KsFe(CN)g) ndo levou ao surgimento de NO em
laminas foliares jovens e houve um ligeira inducdo nas laminas foliares adultas. Como
esperado, para o controle negativo (CPTIO) ndo houve surgimento de fluorescéncia
indicativa de presenga de NO na regido do mesofilo. Em contrapartida, no tratamento
agua, houve a presenca de NO constitutivo em Iaminas foliares adultas e auséncia em
laminas foliares jovens (Figura 22). Estas mesmas plantas, em seguida, foram
submetidas ao teste histoquimico Nadi, sendo observado uma tendéncia em laminas
foliares jovens produzirem mais terpenos na regido do parénquima pali¢addico quando
comparada as laminas foliares adultas submetidas ao tratamento NPS (Figura 23).
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Lamina foliar jovem Lanmina foliar adulia

Figura 22 - Laminas foliares de Croton floribundus. A e B: NPS; C e D: K3Fe(CN)g; E e F: cPTIO;
G e H: Controle (agua). Setas brancas indicam regiGes com presenca de 6xido nitrico (fluorescéncia
intensa).
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Lamina foliar jovem Lamina foliar adulta

» -

Figura 23 - Plantas de Croton floribundus expostas ao tratamento doador de NO (NPS). A e B:
controle (H,O deionizada); C e D: laminas foliares jovens e adultas pulverizadas com doador de NO
(NPS) ao longo de sete dias, posteriormente, submetidos ao teste histoquimico Nadi. TG: tricoma
glandular. Setas brancas indicam regiGes com presenca terpenos. Barras: A, B e D: 50um; C:
75um.



48

5.1.4 Volateis induzidos por Salicilato de metila

A concentracdo media dos volateis induzidos no 2°, 4° e 7° dia de exposicao para
laminas foliares jovens esté apresentada na Figura 24. Embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica entre os tratamentos, o tratamento MeSA tendeu a inibir os volateis
no 2° dia de exposigéo.

Considerando os dias de exposi¢do como réplicas dos tratamentos, foi observada
diferenca significativa (p<0,05) na inducdo e emissdo de monoterpenos nas plantas
tratadas com MeSA, quando comparadas ao controle em laminas foliares jovens. O
tratamento MeSA elevou a concentracdo de a—pineno (p=0,032) e inibiu a producdo de
d-limoneno (p=0,002), enquanto induziu a producéo de linalol (p=0,032) (Tabela 6). A
porcentagem dos monoterpenos totais no tratamento MeSA foi semelhante ao seu
controle (Figura 26). Para os sesquiterpenos, foi encontrado diferenca significativa em
[3—copaeno (p=0,031), alomadendreno (0,027), B—cubebeno (p=0,051) e cis-B-farneseno
(p=0,022) (Tabela 6). O MeSA aumentou a taxa de emissdo de B-copaeno e P-—
cubebeno, reduzindo a emissdo de alomadendreno e induzindo o cis-b-farneseno.
Embora tenha sido detectadas diferencas em varios sesquiterpenos, a porcentagem dessa
classe ndo variou se comparado ao seu controle (Figura 26). Para o VFV e aromaticos,
ndo foram encontradas diferencas estatisticas. Em relacdo aos compostos oxigenados,
houve diferenca significativa para o decanal (p=0,036). A porcentagem dos oxigenados
também apresentou uma baixa variacdo com uma diferenca de 5% em relacdo ao seu
controle.

Em laminas foliares adultas, na classe de monoterpenos, foi observada diferenca
significativa apenas para o linalol (p=0,049), o qual foi induzido pelo MeSA (Tabela 6).
Essa indugdo ndo gerou aumento na porcentagem dos monoterpenos totais (Figura 26).
Dos sesquiterpenos analisados, houve aumento significativo para o cariofileno
(p=0,033), alomadendreno (p=0,004) e B—bourboneno (p=0,023) em plantas tratadas
com MeSA. Esse aumento ndo foi suficiente para elevar a porcentagem dos
sesquiterpenos em relagdo ao seu controle. O tratamento MeSA promoveu um aumento
significativo na emissdo de VFV, 3-hexen-1-ol (p=0,015), variando sua porcentagem de
1% para 15 % (Figura 26). Em relagdo aos aromaticos, foi observada diferenca
significativa apenas para o benzaldeido (p=0,047), em que sua concentracdo foi
aumentada quando plantas foram expostas ao MeSA. Esse aumento nédo foi téo

pronunciado ao ponto de elevar sua porcentagem na somatoria das classes de composto,
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em relacdo ao controle. Para os compostos oxigenados em estudo, houve um aumento
significativo apenas para o composto geranil acetona (p=0,007), o que levou um
aumento de 5% na porcentagem dessa classe comparado ao controle.

N&o foi observada formacdo de Oxido nitrico nas plantas tratadas com MeSA
(Figura 27 A e B). Laminas foliares adultas, anatomicamente, apresentaram uma
tendéncia na producdo de terpenos em maior concentracdo no parénquima paligadico,
conforme com a (Figura 27 F).

A andlise de componentes principais resumiu 59% da variabilidade total dos
dados amostrais ( folhas jovens e adultas) em seus dois primeiros eixos de ordenacdo. O
composto 3-hexen-1-ol foi a principal variavel associada negativamente ao eixo 1 e 0
cariofileno ao eixo 2. N&o se observou correlagdes significativas dos outros compostos
com os eixos 1 e 2 e também ndo foi observado um claro agrupamento entre os

tratamentos (Figura 28).
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Tabela 6 - Concentracdo média de volateis (ng.MS™) e erro padréo: tratamento
salicilato de metila comparado ao controle. Negrito indica diferenca significativa

(p<0,05).
Lamina foliar jovem Lamina foliar adulta
MeSA Controle MeSA Controle
Monoterpenos
o—pineno 9,91+5,02 7,87+3,73 9,76+4,26 7,61+4,81
pf—pineno 1,10+1,10 2,11+1,37 5,85+4,13 -
f—mirceno - - - -
p—ocimeno 18,31+10,39 16,96+7,02 18,94+14,20 4,09+4,09
d-limoneno - 0,94+0,94 — -
Linalol 2,29+1,61 - 1,74+1,21 -
Soma 31,61 27,88 36,29 11,7
Sesquiterpenos
o—cadinene — - — —
p—bourboneno 32,30+18,38 11,06+4,98 79,73+14,09 25,49+10,41
pf—copaeno 15,98+6,54 9,86+3,22 39,68+10,99 17,82+8,73
f—cubebeno 15,77+6,47 4,26+3,35 24,48+8,27 22,86+11,34
y—-muroleno 6,04+3,98 6,60+4,77 32,26+£13,59 4,774,777
Alomadendreno 2,61+2,09 9,70+7,21 16,62+6,07 1,13+1,13
Cariofileno 16,90+11,94 30,78+22,15 118,83+52,96 29,39+23,74
Cis-b-farneseno 3,26%2,02 - 22,29+12,10 9,08+8,13
Trans—farnesol - - - -
Soma 92,86 72,26 333,89 110,54
Volateis de folhas verdes
3-hexen-1lol 19,6049,54 14,08+4,11 92,12+27,72 2,50+1,65
Aromaticos
Benzaldeido 23,09+8,83 10,97+6,03 62,06+23,60 17,65+10,50
MeSA 7,28+4,79 6,52+4,87 19,86+7,43 11,70+6,57
Soma 30,37 17,49 81,92 29,35
Oxigenados

o—cumil alcool - - 1,16+1,16 -
Aldeido cinamico - - - -
Decanal 12,2745,62 2,60+2,60 12,21+4,25 4.88+4,88
Geranil acetona 14,6645,32 6,85+3,58 25,36+8,76 5,70+3,62
Nonanal 10,29+4,32 6,61+2,19 14,27+4,96 14,32+8,18
Soma 37,22 16,06 53 249
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MeSA Lamina Foliar Jovem

Concetra¢des médidas: (ng.MS™)

MeSA Lamina Foliar Jovem (controle)

mcoleta 2 dias mcoleta 4 dias mcoleta 7 dias

Figura 24 - Exposicdo ao MeSA ao longo de sete dias. A: l1aminas foliares jovens expostas ao
MeSA e seu controle (AF); B: laminas foliares adultas expostas ao MeSA e seu controle (AF).
Comparacdes entre as concentracdes médias dos volateis emitidos entre os periodos de coleta 2,4, e
7 dias.
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Figura 25 - Exposi¢do ao 0z6nio ao longo de sete dias. ComparagOes entre ldaminas foliares jovens
expostas a0 MeSA e seu controle (H,O deionizada) considerando os periodos de coleta de volateis.
Concentracfes médias dos volateis emitidos entre os periodos de coleta 2,4, e 7 dias
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Figura 26 - Distribuicdo em porcentagem de emissdo de compostos organicos volateis apos
exposicao a salicilato de metila em um periodo de 7 dias. A e B: exposicdo em laminas foliares
jovens. C e D: exposicdo em laminas foliares adultas. OX: oxigenados, MONO: monoterpenos,

SESQ: sesquiterpenos, VFV: volateis de folhas verdes e ARO: aromaticos.
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Laminafoliar jovem Laminafoliar adulta

Figura 27 - Plantas de Croton floribundus expostas ao tratamento MeSA ao longo de sete dias. A e
B: C e D: laminas foliares jovens e adultas, respectivamente, submetidas a H,O deionizada
(controle); E e F: laminas foliares jovens e adultas, respectivamente, submetidas ao teste para
deteccdo de terpenos (Nadi). Setas pretas indicam presenca de terpenos. TG: tricoma glandular.
Barras: C: 75um; D,E e F: 50um.
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Figura 28 - Anélise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis emitidos
por C. floribundus sob acdo de MeSA. 1: Laminas foliares jovens controle; 2: Laminas foliares
jovens expostas ao MeSA,; 3: Laminas foliares adulta controle; 4: Laminas foliares adultas expostas
a0 MeSA APINE: a—pineno; BPINE: f—pineno; BMIR: f—mirceno; BOCI: f—ocimeno; DLIMO: D-
limoneno, LINA: Linalol; CADI: a—cadinene; BOURB: i—bourboneno;, COPA: j—copaeno; CUBE:
f—cubebeno;, ALOMA: Alomadendreno; CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-f-farneseno; HEX30L: 3-
hexen-1ol; BENZ: Benzaldeido;, MeSA: Salicilato de metila;, CUMIL: o—Cumyl-alcool; DECA:
decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA: Geranil acetona; NONA: nonanal; NERO: nerolidol
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5.2 Relagdo entre os volateis induzidos e os indutores Ozdnio, Oxido Nitrico e
Salicilato de Metila

Anélise de componentes principais (APC) foi utilizada para estudar a relagdo
entre os volateis induzidos e os diferentes indutores estudados nesse trabalho. Para
simplificacdo do estudo, duas APC foram realizadas; uma para laminas foliares jovens
(Figura 29) e outra para laminas foliares adultas (Figura 30). A primeira componente da
ACP das laminas foliares jovens explicou 36.5% da variacdo dos dados, sendo
caracterizada pelo baixo score de volateis que distinguiu os tratamentos de seus
controles. A segunda componente da ACP, explicada por 22 % do total da variagdo dos
dados, foi caracterizada pelo alto score de volateis, o que diferenciou os tratamentos. O
tratamento ozonio foi caracterizado pela inducdo de monoterpenos, sesquiterpenos,
volateis de folhas verdes e salicilato de metila. J& o tratamento MeSA, se distinguiu do
seu controle pelos volateis d-limoneno e B-mirceno. Nenhum volatil foi capaz de
separar o tratamento NO do seu controle.

A primeira componente da APC das laminas foliares adultas explicou 39 % da
variacdo total dos dados, e foi caracterizada pelo baixo score de mono e sesquiterpenos
e alta score de benzaldeido e 3-hexen-1-ol. Essa componente foi capaz de agrupar as
amostras em cada tratamento e, especialmente, foi responsavel pela separacdo das
amostras do tratamento MeSA e seu controle. A segunda componente, explicou 21 % da
variacdo total dos dados e foi caracterizada por alto score de mono e sesquiterpenos.
Essa componente separou o tratamento 0zonio do seu respectivo controle. Ndo houve

uma distin¢éo clara entre o tratamento NO e seu controle.
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Figura 29 - Analise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis emitidos
por laminas foliares jovens de C. floribundus sob agdo dos tratamentos Oz, NO e MeSA e seus
respectivos controles. Oz. 0zbnio, Oszcr: controle; NO: indutor de éxido nitrico (NPS), NOcrt:
controle; MeSA: salicilato de metila, MeSAct: controle. APINE: o—pineno; BPINE: p—pineno;
BMIR: p—mirceno; BOCI: p—ocimeno; DLIMO: D-limoneno; LINA: Linalol; CADI: a—cadinene;
BOURB: f[-bourboneno; COPA: p—copaeno;, CUBE: p—cubebeno; ALOMA: Alomadendreno,
CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-g-farneseno; HEX3OL: 3-hexen-1ol; BENZ: Benzaldeido; MeSA:

Salicilato de metila;, CUMIL: o—Cumyl-alcool; DECA: decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA:
Geranil acetona; NONA: nonanal; NERO: nerolidol.
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Figura 30 - Anéalise de componentes principais (APC) dos compostos organicos volateis emitidos
por laminas foliares adultas de C. floribundus sob acdo dos tratamentos O3, NO e MeSA e seus
respectivos controles. Oz. 0zdnio, Oscr: controle; NO: indutor de éxido nitrico (NPS), NOcr:
controle; MeSA: salicilato de metila, MeSAct: controle. APINE: a—pineno; BPINE: p-pineno;
BMIR: p—mirceno; BOCI: f—ocimeno; DLIMO: D-limoneno, LINA: Linalol; CADI: o—cadinene;
BOURB: p—bourboneno; COPA: p—copaeno;, CUBE: p—cubebeno; ALOMA: Alomadendreno;
CARI: Cariofileno; BFAR: Cis-g-farneseno; HEX3OL: 3-hexen-1ol; BENZ: Benzaldeido; MeSA:
Salicilato de metila; CUMIL: o—Cumyl-alcool; DECA: decanal; FARN: Trans—farnesol; GERA:
Geranil acetona; NONA: nonanal; NERO: nerolidol.
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6. Discussao

Folhas jovens e adultas de C. floribundus emitiram constitutivamente
quantidades consideraveis de compostos organicos volateis. As taxas dos compostos
contitutivos variaram com os lotes de individuos utilizados em cada tratamento. Por
exemplo, d-limoneno, um monoterpeno constitutivo, foi emitido nos individuos
controle, para os expriementos com os indutore MeSA e NO, mas 0 mesmo nao foi
observado nos controles do experiemento com ozonio. O B-pineno foi encontrado
constitutivamente nas laminas foliares jovens e adultas das plantulas controle do
tratamento 0z6nio, mas nédo o foi para as laminas foliares adultas no tratamento MeSA.
Essas variacfes nas concetracGes dos volateis constitutivos podem ser explicadas pela
variabilidade genética de cada lote, bem como pelas minimas alteraces na temperatura
em cada tratamento. A temperatura variou de 22-30°C, dependendo da época de cada
experimento (Tabela 2). Segundo Loreto et al. (2001), a temperatura é um fator abiotico
que tem grande influéncia sobre a atividade enzimatica responséavel pela sintese de
muitos compostos organicos volateis, sendo que a temperatura 6tima para emissdo de
isoprendides, apesar de pouco estudada, compreende um intervalo entre 25 e 30 ° C
(Monson 1992, Loreto et al. 2001). No presente estudo, a temperatura dos experimentos
se manteve, quase sempre, dentro da faixa 6tima esperada, mas ndo foi possivel manter
a mesma temperatura em todos os tratamentos, o que pode ter influenciado na taxa de
emissdo dos volateis das plantas utilizadas como controle.

As laminas foliares dos individuos controle ndo emitirem os mesmos niveis de
volateis dos individuos que receberam os tratamentos, as classes quimicas dos volateis
emitidos permaneceram constantes. O bouquet de volateis constitutivos foi marcado
pela presenca de monoterpenos, sesqueterpenos e aromaticos. Os volateis constitutivos
de C. floribundus pertencentes as classes de monoterpenos e sesqueterpenos ja foram
reportados por varios autores como compostos que apresentam alto potencial
antioxidativo (Gouinguene et al. 2002; Niinemets et al. 2004; Holopainen & Gerherzon
2010; Maffei et al. 2011, Bray et al. 2000). Entre os varios compostos constitutivos
identificados em folhas jovens e adultas de C. floribundus, os que apresentam potencial
oxidativo confirmados pela literatura séo a-pineno, 3-ocimeno, cariofileno, farneseno e
geranil acetona (Marques 2010). Esses monoterpenos sdo muito reativos (Atkinson,
1997) e podem capturar as espécies reativas de oxigénio no meio celular bem como

evitar a entrada de gases oxidantes, por exemplo, 0zonio, que podem contribuir para o
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aumento das EROS, os quais aceleram a morte celular (Pellegrini et al. 2012., Fares et
al. 2008).

Os monoterpenos, além de ser constitutivos, podem ser induzidos em respostas a
condicdes de estresse bidtico e abiotico (Loreto and Schnitzler, 2010, Pinto et al. 2010,
Souza et al. 2013), atuando como antioxidantes e prevenindo danos celulares
irreversiveis. A herbivoria, como exemplo de estresse biotico, é capaz de induzir
significativamente a emissdo de mirceno, careno, B-ocimeno, E- 4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatriene ((E)-DMNT) e salicilato de metila (MeSA) em individuos jovens de Populus
tremula (Blande et al. 2007) e em Phaseulus lunatus (Vuorinen et al. 2004 ). J& como
exemplo de estresse abidtico, 0 0zénio é capaz de induzir mono e sesquiterpenos, bem
como os volateis das folhas verdes, em varias espécies vegetais, tais como Nicotina
tabacum, Phaseulu lunatus e Populos deltoides (Ariruma et al. 2001; Blande et al.
2007; Asensi-Fabado et al. 2013). Estudos recentes realizados no nosso grupo de
pesquisa mostraram que folhas de individuos jovens de C. floribundus expostos a
herbivoro Tetranychus urticae (Pinheiro et al. 2015), emitem alta taxa de mirceno, b-
ocimeno, cariofileno, DMTT e MeSA. No presente trabalho, o0 0zdnio induziu em folhas
jovens de C. floribundus, o0s monoterpenos, a-pineno, B-pineno, [-ocimeno,
corroborando com os dados reportados por Vuorinen et al. 2004, Lluiza et al. 2002 e
Heidemn 1999, em que esses monoterpenos foram elevados em Phaseulus lunatus
Ceratonia siligua, Olea europacea e Quercus ilex na presenca de ozénio, conferindo-
Ihes maior tolerancia a esse poluente. Os resultados ainda corroboram a nossa hipotese
de que os volateis induzidos pela herbivoria sdo também induzidos por oz6nio.

Segundo Pellegrini et al. 2012,a taxa de emissdo de monoterpenos e
sesquiterpenos estd relacionada com a idade da folha. De acordo com o autor,
monoterpenos sdo mais abundantes em folhas jovens, corroborando os resultados
obtidos no presente trabalho. Os sesquiterpenos sd8o muito mais ativos que oS
monoterpenos no sequestro das espécies reativas de oxigénio e, por isso, auxiliam no
combate ao estresse oxidativo de forma mais efetiva. Ainda, sob a¢do do o0zdnio, 0s
sesquiterpenos parecem ser mais induzidos que os monoterpenos (Hartikaren 2012). No
presente trabalho, ozénio induziu o a-cadieno, cariofileno, p—copaeno, B-cubebeno,
alomadendreno, o tras-farnesol em laminas foliares jovens e a-cadieneno, cariofileno, y-
muruleno e trans-farnesol em laminas foliares adultas. Segundo Hartikarnen (2012),

sesquiterpenos sdo compostos comumente induzidos por ozénio em Betula pendula
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Roth, espécie considerada tolerante ao estresse extremo. Varios outros estudos tem sido
relatados de que espécies vegetais que emitem sesquiterpenos quando estdo sob estresse
sdo muito mais tolerantes do que as ndo emissoras dessa classe de compostos (Pelegrini
et al. 2012). C. floribundus tem sido considerado uma especie tolerante por apresentar
defesas antioxidativas elevadas e caracteristicas anatomica peculiares, por exemplo
presenca de uma densa camada de tricomas ndo-secretores estrelares, que lhe confere
uma alta resisténcia a ataques por herbivoros (Domingos et al. 2015). Até o momento,
ndo tinha sido relatado que essa espécie vegetal apresentava alta taxa de emissdo de
sesquiterpenos sob acdo do ozbnio, 0 que deve contribuir para 0 aumento de sua
tolerancia ao estresse oxidativo (Gouinguene et al. 2002).

Os sesquiterpenos, por exemeplo, [B-cariofileno, tem atividade bactericida
(Huang et al. 2012) e pode atuar como repelente a herbivoria (Blande et al. 2014). Além
disso, B-cariofileno, farneseno e alomadendreno sdo considerados volateis florais
atuantes na polinizacdo (Souza et al. 2013; Huang et al. 2012). Essa atividade dual dos
sesqueterpenos podem ser contrabalanceada pela a presenca de monoterpenos (Vickers
et al. 2009). Em nossos estudos, a porcentagem de sesquiterpenos foi reduzida em
folhas adultas e, em contrapartida, a porcentagem de monoterpeno foi mantida constante
em ambas as folhas, em individuos exposto ao ozénio. Essa alteracdo do bouquet dos
volateis promovida pelo 0z6nio aponta a acdo bioldgica dos volateis de C. floribundus
pode ser alterada na presenca desse poluente.

Varios estudos relatam que a alteracdo da composicdo do bouquet dos volateis
promovida por 0zénio implica em mudancas nas interacfes ecoldgicas, levando, muitas
vezes, a0 aumento da herbivoria e reducdo da atracdo de polinizadores (Blande et al.
2012; Pinto et al. 2010; Holopainen et al. 2010) e, por isso, acreditamos que a alteracédo
da composicdo dos volateis de C. floribundus devido a acdo do ozénio pode levar a
disturbios ecolégicos dessa espécie vegetal ainda ndo conhecidos.

Além dos mono e sesquiterpenos, os volateis das folhas verdes e metil salicilato
sdo compostos atuantes na atracdo e repeléncia a patdégenos e herbivoros (Beauchamp et
al. 2005). Os VFV, frequentemente chamados como produto do LOX, sdo produzidos
no momento em que ha ruptura foliar (Beauchamp et al. 2005). Fisiologicamente, esses
compostos tem propriedidade antibidtica, inibindo a invasdo de tecidos danificados e
tem funcdo sinalizadora entre plantas. Recentes achados tém mostrado que o estresse
abiotico, por exemplo ozonio, altera a taxa de emissdo desses volateis, sugerindo

degradacdo da membrana celular (Pinto et al. 2010). Em nossos estudos, uma diferenca
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significativa foi observada na taxa de emissdo dos 3-hexen-1lol em folhas jovens e
adultas, sendo que maior variagdo foi observada em folhas jovens, corroborando a
analise de componente principais, em que 3-hexen 1-ol estd entre 0s compostos que
distingue a idade das folhas. Se considerarmos que laminas foliares jovens sdo mais
resistentes ao 0z6nio, por apresentarem maiores niveis de sesqui- € monoterpenos,
danos celulares deveriam ocorrer em menores propor¢des quando comparado as folhas
adultas. Danos visiveis foram observados tanto em folhas jovens quanto em folhas
adultas, contudo, os niveis de 3-hexen-1ol, um indicador de distirbio da membrana
celular, foram maiores nas folhas jovens. A reducédo do 3-hexen-1ol em laminas foliares
adultas pode ser explicada pelo drastico aumento de MeSA e ndo significa que o
processo oxidativo ndo tenha ocorrido. De acordo com Sayyari et al. (2011) e Llusia et
al. (2005), o MeSA ¢é um sinalizador com alto potencial de inducdo das defesas
quimicas, elevando, por exemplo, os niveis de compostos fendlicos, antiocianinas e
antioxidantes totais, o que aumenta a resisténcia ao estresse bidtico (Aghdam &
Bodbodak 2013) e abidtico (Pefiuelas et al. 2007) e segundo Cardoso-Gustavson et al.
2014, as defesas antioxidantes de C. floribundus induzidas por MeSA leva a um
acumulo de Ca*? que pode alterar a taxa de emissdo de produtos do LOX (Heiden et al.
2003). Assim, os altos niveis de MeSA podem estar relacionados aos baixos niveis de
VFV, porém, os altos niveis de compostos oxigenados em laminas foliares adultas,
sugerem que os danos oxidativos estdo também acontecendo.

O ozbnio pode provocar uma resposta sisttmica generalizada, exigindo um
aumento nas defesas antioxidantes como um todo, que muitas vezes é sinalizada pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), hormonios (Jasmonatos, etileno e
metil salicilatos) e oxido nitrico (NO). As respostas ao 0zbnio sdo muitas vezes
semelhantes as ocorridas pela herbivoria (Gosset et al.. 2009). No presente trabalho, 0s
volateis induzidos pelo ozénio em C. floribundus sdo os mesmos reportados na
literatura em lima Bean infestata por T. urticae ( Holoapenen 2004, Zhu & Park 2005) e
A. bétula infestada por Euceraphis betulae (Blande et al. 2010)

Além dos compostos organicos volateis induzidos pelo ozénio, o NO endogéno
também é um indicador de que as espécies vegetais estdo com suas defesas quimicas
ativadas (Zuccarelli, 2015). Em nosso trabalho, o 0z6nio promoveu aumento na
producdo de NO tanto em laminas foliares jovens quanto em adultas, indicando que as
defesas quimicas foram ativadas na plantula como um todo, independente da idade da
folha.
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Numerosos estudos tém sugerido que NO €é uma importante molécula
sinalizadora atuante em muitos processos fisiologicos, incluindo o crescimento, o
desenvolvimento e a inducgéo de respostas de defesa (Delledonne et al.,1998;. Klessig et
al., 2000; Delledonne et al., 2001; Velikova et al., 2005). E também notavel por ser
altamente lipofilico, permeando com facilidade as membranas celulares e por consistir,
em sua forma neutra (NO.), de um radical livre, caracteristica essa que confere alta
reatividade e instabilidade quimica, permitindo sua participagdo em inimeras reacdes
quimicas no meio celular (Zuccarelli, 2015). A especificidade de sua acdo como
molécula sinalizadora € altamente dependente da concentracdo no meio celular e da
velocidade de reacdo com outros compostos (McCleverty 2004). Dependendo dos seus
niveis celulares, 0 NO pode levar ao aumento de espécies reativas culminando no
estresse oxidativo ou atuar como sinalizador de defesas quimicas (Gupta et al., 2011). O
balanco entre promover uma sinalizacdo e causar um estresse oxidativo, estd
diretamente associado com a intensidade do estresse (Ederli et al,. 2006; Zucarrelli,
2015). Estresse cronico pode induzir o NO, o qual € esperado sinalizar a ativacdo da
rota do MeSA, ET e JA (Vickers et al., 2009; Pinto el al., 2010). MeSA e JA séo
particularmente importantes na inducdo de defesas indiretas, como por exemplo as
emissdes de COV induzidos (Pinto et al., 2010). E provéavel que a MeSA e JA regulem
a via biossintética MEP (Bartram et al., 2006). que produz sesqueterpenos no citosol.
Em nossos estudos, o indutor de NO foi capaz de elevar os niveis de alguns mono e
sesquiterpenos em laminas foliares jovens e, em contrapartida, reduzir e/ou inibir os
seus niveis em laminas foliares adultas, inclusive foi mostrado que o d-limoneno € NO-
dependente. Entretanto, 0 NO n&o foi capaz de induzir o MeSA como era esperado.
Entretanto, MeSA e terpenos foram elevados em laminas foliares jovens e adultas sob
acao do ozonio, sugerindo que a sinalizacdo para producdo de MeSA em C. floribundus
n&o parece ser ativada pelo NO. E também notorio que tanto plantas expostas ao 0zonio
quanto as expostas ao indutor de NO promoveram elevado aumento de NO no meio
celular, indicando que ambos os indutores sdo capazes de sinalizar a ativacdo das
defesas primarias.

Contrariamente ao indutor NO e Oz, o indutor MeSA ndo foi capaz de gerar NO
em laminas foliares jovens e adultas, contudo, foi capaz de induzir a produgdo de mono
e sesquiterpenos em laminas foliares jovens e adultas. Esse resultado levanta a hipotese
de que a producdo de terpendides ndo é dependente da associacdo entre NO e MeSA. A

acdo de ambos os sinalizadores no meio celular parece ser independente. O MeSA néo é
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ativado pela acdo do NO, porém ambos atuam como precursores de terpenos e,
inclusive, de volateis de folhas verdes, que sdo considerados os primeiros sinalizadores
de defesa.

A aplicacdo de MeSA em plantas tem sido relatado por vérios autores (Cardoso-
Gustavson et al., 2014; Zhu et al., 2005; Ament et al., 2004; Ozawa et al., 2000) . Esse
indutor aumenta a resisténcia ao estresse as baixas temperaturas, devido ao acimulo de
compostos antioxidantes (Sayyari et al. 2011), promove acUimulo de fons Ca*,
diminuindo a herbivoria (Cardoso-Gustavson et al., 2014), e altera o perfil dos
isoprendides (Penuleas et al., 2007; Ozawa et al., 2000). No presente trabalho, 0 MeSA
induziu a producdo de mono e sesquiterpenos, que sdo considerados atuantes nas
interacOes ecoldgicas.

Comparando os diferentes indutores estudados, podemos afirmar que a
composicdo dos volateis induzidos e/ou inibidos parece ser dependente das
caracteristicas quimicas e sinalizadoras de cada indutor quimico. Por exemplo, ozbnio,
uma molécula oxidante e altamente reativa, foi 0 que induziu a maior taxa de compostos
organicos volateis, especialmente, o0s oxigenados, caracteristicos de processos
oxidativo, o que era de se esperar. J4 € comprovado que o 0zonio eleva a producédo de
(E)-p-ocimeno, limoneno, linalool, e nonanal em vérias espécies vegetais rompendo a
sinalizacdo entre plantas e as interacdes troficas oriundas desses volateis (Blande et al.,
2014). Em contrapartida, o NO, uma espécie oxidante menos agressiva e ainda,
considerada uma molécula sinalizadora, ndo promoveu alteracGes significativas nos
niveis de volateis estudados. JA& o MeSA, que é uma molécula pouco reativa, mas
também considerada sinalizadora, foi capaz de induzir provavelmente a via do acido
chiguimico, uma vez que altos niveis de benzaldeidos foram detectados e também a via

de sesquiterpenos, mas nada comparado ao ozonio.
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7. Considerac0es finais

Os compostos organicos volateis das plantas apresentam varias funcdes
ecologicas, como a atracdo de polinizadores e inimigos naturais de pragas e a
sinalizacdo de defesas quimicas. Eles também sdo considerados compostos
antioxidantes que combatem o estresse oxidativo. No presente trabalho, mostramos que
0 bouquet de volateis constitutivos de C. floribundus é formado de mono e
sesquiterpenos que apresentam alto potencial oxidativo, o que indica tolerancia da
espécie ao estresse.

O estresse pode ser originado de varias fontes bioticas e/ou abidticas. Em relacéo
as fontes abioticas, as mudancas climéaticas podem ser consideradas as principais fontes
de estresse nas plantas na atualidade. Alteracdes da temperatura, mudancas do ciclo de
chuvas e aumento dos poluentes atmosféricos sdo alguns dos fatores de maior impacto a
vegetacdo. Entre os poluentes atmosféricos considerados fitotdxicos, destacam-se o
0zOnio e o 6xido nitrico, os quais apresentam acao oxidativa e podem induzir ou inibir a
producdo de volateis, além de sinalizar as defesas quimicas. No presente estudo,
consideramos esses dois poluentes como agentes indutores. O MeSA nédo é considerado
um poluente atmosférico, mas é emitido pela vegetacdo e tem sido encontrado em
atmosfera de regides florestais.

Assim, o presente trabalho permitiu concluir e comprovar a hipétese levantada:
os indutores quimicos 0zodnio, Oxido nitrico e salicilato de metila foram capazes de
induzir a emissdo de uma mistura complexa de compostos organicos volateis em Croton
floribundus, embora em alguns casos, tenha sido observada a inibicdo de alguns destes
compostos. Laminas foliares jovens e adultas emitiram constitutivamente quantidades
consideraveis de volateis, no entanto, ambas responderam de maneiras diferentes apos
as exposigdes aos diferentes tratamentos. De fato, observamos ndo apenas variagao nas
quantidades dos volateis emitidos, o que poderia ser uma resposta proporcional direta ao
nivel de dano, mas mudangas no bouquet emitido, com a priorizacdo da emissdo de uma
classe especifica de volateis em relagdo a outra. Logo, de acordo com os resultados
obtidos, ha indicios de que a idade, ou estagio de desenvolvimento foliar, contribuem de
formas diferentes para a emissdo dessa mistura complexa de volateis, podendo estar
relacionadas as respostas de defesas da planta aos diferentes agentes causadores de

estresse.
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O ozbnio foi capaz de induzir mais compostos volateis oxigenados,
caracteristicos de processos oxidativo, nas laminas foliars adultas comparadas as jovens,
sugerindo maior defesas das laminas foliares jovens. Voléateis induzidos por herbivoria
tais como, MeSA e produtos da via LOX, também foram induzidos por oz6nio, em
laminas foliares jovens e adultas, indicando que as defesas nas folhas adultas também
sdo ativadas. Este estudo demonstrou que o ozonio tem potencial em induzir NO.
Comparativamente, foi notado uma tendéncia de plantas expostas ao 0zénio produzirem
oxido nitrico em seu parénquima palicadico e lacunoso, além de producdo de terpenos
no parénquima palicadico.

O 6xido nitrico induziu mono e sequiterpenos nas laminas foliares jovens e
ainda, mostramos, que o d-limoneno é NO-dependente. Laminas foliares jovens
produziram mais terpenos, quando comparadas as laminas foliares adultas, na regido do
parénquima palicadico. Ambas as laminas foliares foram capazes de produzir oxido
nitrico end6geno quando expostas ao indutor de NO, sendo este relatado na literatura
como uma molécula sinalizadora, reguladora de processos bioquimicos e atuando tanto
como oxidante quanto antioxidante.

Ja 0 MeSA foi capaz de induzir o 3-hexen-1-ol, composto que participa das
defesas indiretas das plantas, mas em menores niveis quando comparados ao 0zoénio.
Mono e sesquiterpenos também foram induzidos pelo MeSA, embora uma variagdo na
emissdo total de cada classe ndo tenha sido notoria. O MeSA nédo induziu o0 NO em
laminas foliares jovens e adultas. Logo, sugere-se que a emissdo de volateis é
independente de qualquer interagdo entre NO e MeSA.

Ainda, estes volateis de plantas que foram induzidos pelos diferentes indutores
quimicos, e conforme comparado com a literatura, estdo relacionados com as classes de
compostos organicos volateis com papel fundamental nas interacdes ecoldgicas.

O estudo realizado no presente trabalho, além de caracterizar os volateis de C.
floribundus decorrentes da exposicdo ao 0zo6nio, 6xido nitrico, salicilato de metila,
também nos trouxe uma serie de questdes quando comparamos esses volateis com 0s
reportados na literatura, permitindo-nos uma melhor reflexdo sobre trabalhos futuros.

Por exemplo, a inducéo dos volateis de planta por agente abidticos pode ser uma
ferramenta importante no desenvolvimento de estratégias ecologicas e sustentaveis para
0 programa de manejo integrado de pragas. Os volateis induzidos por agentes quimicos
indutores, como MeSA e JA, tém despertado o interesse na comunidade cientifica, uma

vez que eles podem atuar na indugdo de volateis que ndo s6 guiam 0s inimigos naturais
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em direcdo a planta hospedeira da presa, mas também na mediacéo de varias interacdes
ecoldgicas. No presente estudo, mostramos que o 6xido nitrico tem um perfil de inducéo
semelhante ao MeSA e, por isso, pode ser interessante para 0 manejo de praga.

Do ponto de vista ecoldgico, tivemos indicios de que os volateis associados ao
sistema de defesa, estavam fortemente ligados as caracteristicas oxidantes do agente
estressor. Neste contexto, acreditamos que os COV poderdo ser marcadores de estresse
e possivelmente, em estudo de campo, poderdo elucidar se uma dada area vegetal esta
sob forte impacto de um agente oxidante. Assim, concluimos que uma abordagem mais
sistémica e ecologia deve ser aprofundada para obtencdo de uma visdo mais ampla das
estratégias de defesas das plantas nas interacfes planta-planta e planta-herbivoro, em

ambientes contaminados.
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