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1. INTRODUCAO

O ozdnio (O3) estd presente de forma natural em propor¢des variadas por vérias
camadas da atmosfera. Na estratosfera ele atua como um filtro absorvendo a radiacdo
ultravioleta e auxilia na remog¢do de gases do efeito estufa por meio da producio de radicais
hidroxilas (OH") (Crutzen & Ramanathan 2002, Farrel 2005). Contudo, suas concentragdes
troposféricas, que naturalmente seriam minimas, vém aumentando significativamente desde o
inicio da revolucao industrial (Krupa et al. 2001, Vingarzan 2004). Condicao, que associada
ao seu alto poder oxidativo, fez com que este passasse a atuar como poluente atmosférico
afetando a satide humana, a vegetacdo, os materiais e participando do aquecimento global,
quer diretamente devido a sua forga radioativa de + 0,35 W m, quer indiretamente devido
aos efeitos prejudiciais na produtividade primaria das plantas (EPA 2006, Forster et al. 2007,
Sicth et al. 2007).

Poluente atmosférico pode ser definido como uma substincia presente na atmosfera
em uma concentragdo capaz de induzir efeitos adversos nos animais, vegetais e materiais
(Freedman 1995). Com relagdo a sua origem, os poluentes podem ser classificados como
primérios, aqueles emitidos diretamente pelas fontes de emissdo; ou secunddrios, aqueles
formados na atmosfera por meio da reacdo quimica entre poluentes primdrios e/ou
constituintes naturais da atmosfera (CETESB 2009).

O ozdnio troposférico caracteriza-se por ser um poluente secunddrio formado como
conseqiiéncia de uma série de reacdes fotoquimicas entre os 6xidos de nitrogénio (NOy),
monodxido de carbono (CO), metano (CH4) € compostos orgadnicos voladteis ndo metanicos
(Freedman 1995, Jacob 1999).

Em uma atmosfera ndo poluida, a formagdo de O3 ocorre junto aos NOy e a luz solar.
Nesse processo, o di6xido de nitrogénio (NO,) é decomposto por meio da luz solar em
mondéxido de nitrogénio (NO) e oxigénio atdmico (O) (equagdo 1). Na presenca de uma
molécula inerte que absorve energia (M), a molécula de gis oxigé€nio (O,) reage com o
oxigénio atdmico produzindo O3 (equagdo 2). Por sua vez, o NO reage com o O3 regenerando

0 NO; e 0 O, (equagdo 3).

NO, + hv A £ 430) - NO + O (equacdo 1)
O+0, + M —-> O3 + M (equacdo 2)
NO + O3 —» NO, + O, (equacdo 3)



Estas reagdes encontram-se em um equilibrio fotoestaciondrio, ou seja, os produtos

das reagdes reagem entre si regenerando os reagentes (equacao 4).
NO; + O, + hv (A < 430) - NO + O3 (equacdo 4)
«—

Em uma atmosfera poluida, o aumento das concentra¢des de ozdnio troposférico se
deve a perda do equilibrio fotoestaciondrio devido a reacdes com outros poluentes primarios.
A reagdo mais comum ocorre com compostos orginicos voldteis ndo metanicos, como 0s
hidrocarbonetos emitidos durante a queima de combustiveis fosseis. Na presenca de luz solar,
o radical hidroxila (OH’), naturalmente presente na atmosfera, reage com os hidrocarbonetos
(RH, notagdo simplificada onde R € um grupo organico) produzindo radical peréxi (ROy")
(equagdo 5). O radical perdxi oxida NO a NO; (equagdo 6), sem que ocorra o consumo de O
exposto na equacdo 3. Nessas condi¢des, a subseqiiente fotélise do NO,, apresentada na

equacgdo 1, seguida da reacdo com o O,, retratada na equacdo 2, sdo uma fonte liquida de

producdo de O3 troposférico (Krupa & Manning 1988, Jacob 1999).

0,
RH + OH — RO, + H,0 (equagdo 5)
RO, + NO — NO, + RO (equagdo 6)

Hidrocarbonetos emitidos pela vegetagdo, como o terpeno e o isopreno, podem
participar da formacdo de ozdnio uma vez que esses gases reagem com o radical hidroxila
formando radicais peréxi (equacdo 5) (Jacob 1999). Dessa forma, é esperado que em 4reas
com grande volume de trafego ou préximas a unidades industriais, a concentragio de O3 seja
baixa devido ao seu consumo pelo NO (equacdo 3). Ao passo que em dreas mais afastadas,
que apresentam fragmentos de vegetacdo, podem ser encontradas altas concentra¢des de
0zonio devido a emissdo de hidrocarbonetos biogé€nicos, como 0s isoprenos, € ao transporte
pelo vento de poluentes oriundos de dreas poluidas.

No ambiente, as relagdes entre as reagdes de formagdo do O3z sdo mais complexas visto
que sdo influenciadas pela distribuicdo e intensidade do espectro da luz solar, temperatura,
altitude, estabilidade atmosférica, fatores topograficos, concentracdo de precursores no
ambiente e transporte regional e transcontinental de precursores (Jacob 1999, Vingarzan 2004,
EPA 2006). Sendo que este tltimo fator, em adi¢do ao uso de uma matriz energética baseada

predominantemente na queima de combustiveis fésseis e biomassa, colabora para que o O;



troposférico constitua um problema em escala global sendo observado um aumento nas
concentragdes médias (Ashmore 2005, Klumpp et al. 2006, Forster et al. 2007).

Quando no interior da folha, o O3 desencadeia uma intensa producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (Mudd 1996, Pell ef al. 1997). As ERO caracterizam um grupo
quimico que atua como agente oxidante e inclui desde radicais oxigenados, tais como o
radical superdxido (Oy), radical hidroxila (OH’) e radical hidroperoxila (HO,’); até nao-
radicais derivados do oxigénio, tais como o perdoxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio
singleto (102) (Mittler 2002, Halliwell 2006).

A produgdo de espécies reativas de oxigé€nio € uma conseqiiéncia inerente da vida
aerdbica (Halliwell 2006). Nas plantas sdo produzidos continuamente como derivados de
vdarias vias metabdlicas localizadas em diferentes compartimentos celulares (mitocondria,
cloroplastos, peroxissomos e apoplasto) (Levine 1999, Apel & Hirt 2004). As ERO
participam do ciclo de vida dos vegetais atuando como mensageiros secundarios sinalizando
mudangas no ambiente, na defesa a patégenos, na expressdo gé€nica, na morte celular
programada, no desenvolvimento e no crescimento (Mittler 2002, Vranova et al. 2002, Apel
& Hirt 2004, Foyer & Noctor 2005). No entanto, devido a sua reatividade, quando em
excesso as ERO apresentam acdo deletéria oxidando moléculas biolégicas como proteinas,
aminodcidos, lipideos, dcidos nucléicos e levando a produgdo de outras ERO (Blokhina et al.
2003, Halliwell 2006, Halliwell & Gutteridge 2007). Dessa forma, é essencial que a planta
mantenha um controle sobre a produ¢do de ERO de modo que os efeitos deletérios sejam
minimizados (Vranova et al. 2002, Halliwell 2006).

Mecanismos que evitam a produgado excessiva de ERO incluem adaptagdes anatomicas
(como por exemplo, movimento foliar e desenvolvimento de epiderme refratante), adaptacoes
fisiologicas (fotossintese C4 e metabolismo acido das crassuldceas), movimento dos
cloroplastos, modulacdes dos fotossistemas e das antenas e supressdo da fotossintese (Mittler
2002). Uma outra linha de defesa é o sistema antioxidativo, o qual elimina as ERO por meio
da acdo de compostos e enzimas antioxidantes que dissipam o excesso de energia sem que
eles mesmos se convertam em um radical destrutivo (Gratdo et al. 2005, Halliwell &
Gutteridge 2007). Os antioxidantes compreendem moléculas de baixo peso molecular que
reagem com as ERO se oxidando, enzimas que regeneram as formas oxidadas das moléculas
antioxidantes e enzimas que interagem com as ERO (Noctor & Foyer 1998, Blokhina et al.
2003, Apel & Hirt 2004, Gratdo et al. 2005, Munné-Bosh 2005, Jaleel et al. 2009).

A superdxido dismutase (SOD) é uma das enzimas que atua no sistema antioxidativo.
Ela € responsavel pela dismuta¢do do radical superdxido (rea¢do na qual um elemento é

simultaneamente reduzido e oxidado formando dois diferentes produtos) em peréxido de
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hidrogénio e dgua (Blokhina et al. 2003, Gratdo et al. 2005). A SOD estd presente em todos
os organismos aerdbicos e em todos os compartimentos subcelulares sujeitos a formacgao de
ERO (Bowler et al. 1992). Foram identificadas algumas isoformas de SOD classificadas de
acordo com seu metal cofator: Mn-SOD, Fe-SOD, Cu/Zn-SOD, Ni-SOD (Bowler et al. 1992,
Youn et al. 1996, Gratio et al. 2005). A Mn-SOD ¢é encontrada na mitocdndria e
peroxissomos, a Fe-SOD estd associada aos cloroplastos enquanto que a Cu/Zn-SOD estd
localizada no citoplasma, cloroplasto e peroxissomos (Gratdo et al. 2005). Os genes que
codificam os trés tipos de enzimas, localizados no nicleo celular, mostram ser sensiveis aos
estresses ambientais (Blokhina et al. 2003).

A enzima ascorbato peroxidase (APX) participa da destoxificacdo de ERO reduzindo
o H,0, a H,O (Asada 1992). A familia APX consiste de cinco diferentes formas, com
isoenzimas presentes nos tilacéides, estroma, citoplasma, peroxissomo e apoplasto, as quais
respondem diferentemente aos sinais metabdlicos e ambientais (Asada 1992, Gratdo et al.
2005).

Atuando de maneira similar a APX, ou seja, metabolizando o H,0, a H,0, estd a
catalase (CAT), contudo, enquanto a APX é responsavel pela modulacdo fina do controle da
producdo de ERO, a CAT ¢é responsdvel por remover o excesso de ERO durante o estresse
(Mittler 2002, Gratio et al. 2005).

A glutationa redutase (GR), também integrante do sistema antioxidativo, catalisa a
reducdo da glutationa oxidada a glutationa reduzida. Possui seis isoformas que apesar de
serem sintetizadas no citoplasma, podem atuar tanto no cloroplasto quanto na mitocdndria
(Gratao et al. 2005, EPA 2006). Essas trés enzimas, SOD, APX e GR, em conjunto com
outras enzimas e metabdlitos participam da via antioxidativa Ascorbato-Glutationa.

A via Ascorbato-Glutationa, também denominada de ciclo Halliwell-Asada-Foyer,
envolve sucessivas oxidac¢Oes e reducdes do ascorbato, da glutationa e da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) pelas enzimas APX, GR, dehidroascorbato redutase
(DHAR) e monodehidroascorbato redutase (MDHAR) (Noctor & Foyer 1998, Bray et al.
2000, Gratdo et al. 2005).

A figura esquematica 01 apresenta o funcionamento do ciclo Halliwell-Asada-Foyer.
A enzima SOD € a primeira a agir, dismutando o radical superéxido (O;) em oxigénio e
H,0,, subsequentemente a enzima APX catalisa a reacdo em que o H,O, € reduzido a dgua
usando 4cido ascérbico (AA) como substrato redutor. Como conseqiiéncia, hd a producéo de
monodehidroascorbato (MDHA), um radical com tempo de vida curto que se ndo é
rapidamente reduzido, dismuta-se em AA e dehidroascorbato (DHA). O MDHA também

pode ser reduzido diretamente a AA por meio da doagdo de elétrons pelo citocromo ou pela
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ferredoxina, ou pode ser reduzido mediante catdlise da enzima MDHAR usando NADPH
como doador de elétrons. O DHA formado na etapa anterior é reduzido a AA pela acdo da
enzima DHAR usando glutationa (GSH) como substrato redutor. Esta reacdo gera glutationa
oxidada (GSSG), a qual é reduzida novamente a GSH, por catdlise da GR, usando NADPH
como doador de elétrons. Na condicdo reduzida o dcido ascérbico e a glutationa podem ser
novamente utilizados, caracterizando um ciclo (Noctor & Foyer 1998, Bray et al. 2000).
Embora ndo representados na figura esquematica, a GSH pode reagir ainda com o oxigénio

singleto e os radicais hidroxila e hidroperoxila.

Figura 01. Ciclo Halliwell-Asada-Foyer. Adaptado de Noctor & Foyer (1998) e Bray et al. (2000).
AA: 4cido ascorbico; APX: ascorbato peroidase; DHA: dehidroascorbato; DHAR: dehidroascorbato
redutase; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; H,O: agua;
H,0,: peréxido de hidrogénio; H*: fon hidroxilay MDHA: monodehidroascorbato: MDHAR;
monodehidroascorbato redutase: NADPH: nicotiamida adenina dinucleotideo fosfato; O,": superdxido;
0O,: oxigénio; SOD: superéxido dismutase.

Além do ciclo Halliwell-Asada-Foyer, a destoxificagdo das ERO pode ocorrer por
meio da via Agua-Agua (figura 02) que envolve as enzimas SOD e APX atuando na
destoxificacdo do superdxido e do H,O, formados no cloroplasto pela reacdo de Mehler
(redugdo do O, a superdxido no fotossistema [); e por meio das vias Glutationa-Peroxidase e
Catalase, que ocorrem, respectivamente, no citosol e no peroxissomo promovendo a reducio

do H,0, a H,O (Veljovic-Jovanovic 1998, Gratio et al. 2005).



Nao obstante, o equilibrio entre a producdo e a eliminacdo de ERO (equilibrio proé-
oxidante / antioxidante) pode ser perturbado por condi¢des ambientais adversas como o
déficit hidrico, temperaturas extremas, radiacdo ultravioleta, alta intensidade luminosa e
poluentes aéreos, fatores que podem intensificar a produgdo de ERO, excedendo a capacidade

de remocdo do sistema antioxidativo e acarretando no estresse oxidativo (Levine 1999, Bray

et al. 2000).
0, 02 —> H,0,
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Figura 02. Ciclo Agua-dgua. Adaptado de Gratdo er al. (2005). AA: 4cido ascérbico; APX: ascorbato
peroidase; FSI: fotossistema I; FSII: Fotossistema II; Fd: ferredoxina; H,O: dgua; H,O,: peréxido de
hidrogénio; H": fon hidroxila; MDHA: monodehidroascorbato: O,": superéxido; O,: oxigénio; SOD:
superdxido dismutase.

Conforme mencionado anteriormente, apds ser absorvido pelos estdmatos e se difundir
no espago apopldstico, o 0zdnio pode reagir com moléculas gasosas (etileno e isoprendides,
por exemplo) produzindo radicais orgédnicos reativos ou pode se solubilizar na dgua que
circunda os espagos aéreos, reagir com componentes da parede celular e com grupos
sulfidrilas e promover a formacdo de ERO, que por sua vez irdo reagir formando mais ERO
(Kangasjirvi et al. 1994, Mudd 1996, EPA 2006). Se a produgdo de ERO for superior a
capacidade de remogdo do sistema antioxidativo, o Oz e/ou seus produtos de reacdo podem
alcancar a plasmalema e promover um severo estresse oxidativo no interior da célula (Long &
Naidu 2002). A prépria membrana plasmatica pode ser afetada por meio do processo de
peroxidacdo lipidica no qual as ERO reagem com as ligacdes insaturadas dos acidos graxos
comprometendo a fluidez, permeabilidade e seletividade da mesma (Kangasjirvi et al. 1994,
Mudd 1996).

Como conseqiiéncia do estresse oxidativo e das alteracdes na membrana, hd um
aumento nas concentragdes citoplasmaticas de H,O, e de fons Ca™, os quais, juntamente com
outras moléculas (etileno, 4cido salicilico e dcido jasmoOnico), podem atuar como mensageiros
secundarios alterando a expressdo génica por meio de fatores de transcricdo (Kangasjdrvi et

al. 1994, Dizengremel 2001). As respostas decorrentes da alteragdo na expressdo génica



variam e abrangem desde o aumento na produ¢@o de hormonios, como o etileno, a alteragdes
nos niveis de RNAm e na atividade de algumas enzimas como as que participam do sistema
de defesa antioxidativo (Kangasjirvi et al. 1994, Pell et al. 1997, Long & Naidu 2002, Tausz
et al. 2007), pode também ocorrer indugdo da senescéncia celular acelerada devido a maior
concentracdo de etileno e a expressdo de genes associados a senescéncia (Pell et al. 1997).
Contudo, se a concentracdo de ERO for muito alta e ocorrerem danos oxidativos irreparaveis
ao DNA, a morte celular programada pode ser disparada, ou necroses podem ser formadas, ou
ambos os processos podem ocorrer (Halliwell 2006).

Ainda em decorréncia do estresse oxidativo, verifica-se um aumento geral no
metabolismo da mitocdndria com o favorecimento da degradagdo da sacarose antes que sua
sintese, uma maior atividade da enzima fosfoenol piruvato carboxilase (PEPc), uma maior
atividade de enzimas que participam da via das pentoses fosfato, a redu¢@o na fotossintese e
alteragdes na atividade de enzimas que participam do metabolismo secunddrio, podendo
ocorrer, inclusive uma maior produgdo e acimulo de compostos secundarios ocasionando na
pigmentacdo das folhas (Pell et al. 1997, Long & Naidu 2002, Andersen 2003, Ashmore
2005, EPA 2006, Dizengremel et al. 2008).

De maneira geral, observa-se uma modificagdo nos metabolismos primarios e
secundarios em prol dos processos de destoxificacdo e reparo a custa do crescimento e da
produtividade (Dizengremel 2001, EPA 2006, Leitdo et al. 2008), com o conseqiiente
aumento da suscetibilidade aos estresses bidticos e abidticos (Ashmore 2005).

A fotossintese € um processo particularmente suscetivel ao estresse induzido pelo
0z0Onio, o qual pode inibir ou provocar danos em todas as etapas, desde a captura de luz até o
acimulo de amido (EPA 2006). Restricdes em qualquer das etapas da fotossintese
repercutirdo no transporte de energia pela membrana fotossintética, aumentando o potencial
para formacdo de ERO dentro do cloroplasto e podendo provocar fotoinibi¢do (Long & Naidu
2002). De fato, danos aos fotossistemas resultantes da degradagdo da clorofila e da redugéo
da eficiéncia fotoquimica do PSII, t€ém sido verificados em plantas expostas a este poluente
(Guidi et al. 2000, Castagna et al. 2001, Moraes et al. 2004). Ademais, verifica-se que a
ocorréncia de alta intensidade luminosa pode intensificar ou agravar os efeitos do Oz por meio
dos processos de fotoinibigdo (Massman 2004).

Embora os mecanismos da resposta da fotossintese ao Oz ainda néo estejam totalmente
elucidados, sabe-se que uma das etapas mais sensiveis é a carboxilacdo devido a reducdes na
sintese e na quantidade da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco)
(Eckardt & Pell 1994, Brendley & Pell 1998, Farage & Long 1999). Ainda que a maior parte

das evidéncias indique que a reducdo na condutincia estomatica verificada em plantas sob



exposicdo ao O3 é conseqiiéncia do aumento na concentrag@o interna de CO, (Farage et al.
1991, Bortier et al. 2000, Noormets et al. 2001, Long & Naidu 2002, Paoletti & Grulke
2005), é possivel que o ozonio e/ou as ERO, ao alterarem as relagdes idnicas e hidricas das
células guarda e subsididrias, provoquem a reducdo da condutincia, limitando a fixacdo de
CO; (Torsenthaugen et al. 1999, EPA 2006).

Todavia, a condutancia estomdtica ¢ um aspecto de extrema relevancia, pois determina
a concentracdo de ozdnio que efetivamente ird agir no interior da folha, uma vez que devido a
alta reatividade do O3 com os componentes intrecelulares assume-se que sua concentragdo no
interior da célula € igual a zero (Reich 1987, Laisk et al. 1989, Kouterick et al. 2000, Dittmar
et al. 2005). Assim, espécies que apresentam alta condutincia estomdtica estardo mais
suscetiveis a0 O3 quando comparadas as espécies que apresentam uma menor condutincia,
dada uma mesma concentragdo de ozonio no ar. Deste modo, fatores que interferem na
abertura estomadtica (déficit hidrico e o déficit de pressdo de vapor, por exemplo) contribuem
para uma maior ou menor exposi¢do da planta ao ozdnio (EPA 2006).

Algumas das respostas obtidas em espécies sensiveis ao Os; como a degradacdo da
clorofila, a formacdo de necroses e o actimulo de compostos do metabolismo secundario
ocasionam a formacdo de sintomas foliares visuais (figuras 03 a 05) (Heath et al. 2009). Tais
sintomas podem ser utilizados no biomonitoramento da qualidade do ar (De Termmerman et
al. 2004).

O biomonitoramento € a utilizacdo de seres vivos para a verificagdo e avaliagdo das
condicdes ambientais (Klumpp 2001). Ele fornece alertas quanto a ocorréncia de mudancgas
no ambiente, fornece evidéncias sobre danos em ecossistemas naturais € ndo-naturais,
determina a variacdo espacial e temporal dos efeitos dos poluentes, fornece dados para
modelagens e previsdo de risco, entre outras fun¢des (Niemi & MacDonal 2004, Carignan &
Villard 2004).

Embora o biomonitoramento ndo substitua os métodos fisico-quimicos, ele fornece
informagdes complementares a tais medidas e possibilita uma ampliacio significativa da drea
de abrangéncia de monitoramento, que geralmente ¢é restrito devido ao alto custo de
implantacdo (Arndt & Schweizer 1991). Além disso, como as respostas dos organismos
resultam ndo sé da concentracdo do poluente no ar, mas da interagdo desta com as condicdes
climaticas e com as caracteristicas bioldgicas de cada espécie, o uso de bioindicadores confere
significado bioldgico ao monitoramento fisico-quimico (Manning 2003), evidenciando o

estresse a que as plantas e a vegetacdo foram expostas (Smith et al. 2003).



Figuras 03 a 05 Aspectos dos sintomas foliares visiveis induzidas pelo O; em folhas de plantas
sensiveis. (03) cloroses em folha de Acer campestre (Schaub et al. 2002); (04) pigmentagdo em folha
de Virbunum lantana (Schaub et al. 2002); (05) necroses em folha de Nicotiana tabacum 'Bel-W3'
(Sant'Anna 2007). Escala: 2 cm.

Uma espécie bioindicadora da poluicao atmosférica € aquela que exibe injdrias quando
exposta a um determinado poluente ou mistura de poluentes (De Termmerman et al. 2004).
Um difundido bioindicador da poluicao por ozdnio € a cultivar Nicotiana tabacum 'Bel-W3'
que vem sendo empregada a varias décadas no mapeamento e distribuicdo geografica das
concentragdes fitotoxicas de O3 (Heggestad 1991). Contudo, a utilizacdo de plantas nativas
como no biomomitoramento permite uma avaliacdo mais fidedigna, uma vez que estas
espécies estdo mais adaptadas as condigdes climaticas vigentes, permitindo, portanto, a
obtencdo de uma resposta com significado ecoldgico (Manning 2003).

O potencial bioindicador da presenca de ozonio no ar foi recentemente definido para a
espécie tropical Psidium guajava cultivar Paluma por meio de exposicdo sob condigdes
controladas (cAmaras de topo aberto com e sem fumigacdo com 0zodnio) (Furlan et al. 2007) e
sob condicdes ambientais na cidade de Sao Paulo (Pina & Moraes 2007). Psidium guajava L.
(Myrtaceae) é uma espécie tropical, nativa da América Central com ampla ocorréncia em

territorial nacional, conhecida popularmente como goiabeira. A cultivar Paluma é derivada
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das variedades Rubi e Supreme e foi desenvolvida pelo Professor Fernando Mendes Pereira
da Universidade Estadual de Sao Paulo — UNESP, campus de Jaboticabal. Seus frutos sio
adequados para consumo in natura e para producdo de polpa (ITAL 1988). Os sintomas
foliares visiveis induzidos por ozdnio em 'Paluma’ caracterizam-se como pontuagdes

avermelhadas na superficie adaxial (figura 06 a 08).

Figuras 06 a 08. Sintoma foliar visivel induzido por ozdnio em individuos jovens de Psidium guajava
'Paluma’ expostos ao ozo6nio (06 e 07) sob condicdes semi-controladas (Furlan et al. 2007) e sob
condi¢des ambientais (08) (Pina & Moraes 2007). Escala: 1 cm.

A cidade de Sdo Paulo integra conurbagdo urbana denominada Regido Metropolitana
de Sao Paulo (RMSP), a qual é considerada a maior regido industrializada e urbanizada da
América Latina (Molina & Molina 2004). A deterioracdo da qualidade do ar na RMSP ¢
decorrente das emissdes atmosféricas de cerca de 2.000 industrias de alto potencial poluidor e
da frota registrada de aproximadamente 9,2 milhdes de veiculos (CETESB 2009). A
topografia da regido, cercada por cadeias de montanhas que atingem até 1.200 m, favorece o
acumulo e a baixa dispersdo de poluentes, condi¢do intensificada quando da ocorréncia de
inversdes térmicas (CETESB 2009). Dessa forma, a RMSP apresenta condi¢gdes favordveis a
formacdo de O3, 0 que é comprovado por meio do monitoramento realizado pela Companhia
Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) que observa frequentemente a ocorréncia de
eventos de alta concentragcdo desse poluente.

Diferentes estudos desenvolvidos em condi¢cdes ambientais, inclusive na cidade de Sao

Paulo, nos quais foram empregadas ferramentas do biomonitoramento, evidenciaram que a
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resposta das plantas bioindicadoras sensiveis ao 0zOnio, ou seja, a manifestacio e a
progressdo das injudrias foliares, ndo apresenta linearidade com o aumento na exposi¢do ao
ozonio (Klumpp et al. 2006, Pina & Moraes 2007), diferentemente dos estudos realizados sob
condicdes controladas (Furlan er al. 2007). Embora ideal para o estabelecimento de
programas padronizados de biomonitoramento de qualidade do ar, a funcdo matemaética linear
entre a porcentagem de drea foliar afetada por sintomas, que indicam a presenca de poluentes
na atmosfera, e as concentragdes atmosféricas do poluente ndo € alcangcada com facilidade.
Na realidade, a manifestagdo do sintoma foliar visivel é determinada pela a¢do conjunta de
multiplos fatores ambientais (concentra¢do dos poluentes e varidveis meteoroldgicas como
déficit de pressao de vapor, temperatura, umidade relativa, velocidade do vento, irradiancia e
fotoperiodo) e bioldgicos, entre eles, as trocas gasosas de CO, e H,O e a atividade do sistema
de defesa antioxidativo. Logo, o biomonitoramento da poluicdo por ozOnio torna-se mais
preciso quando sdo elucidadas as intera¢Ges entre os fatores ambientais e bioldgicos e a
influéncia deles na manifestacio de sintomas foliares visiveis.
Dessa forma foi realizado o presente estudo, considerando que:
® O ozdnio é um poluente fitotéxico cujas concentragdes troposféricas vém aumentando;
® Que na cidade de Sdo Paulo ocorrem altas concentracdes de ozoOnio, possivelmente
capazes de promoverem danos a vegetacao;
® Que a utilizag@o de espécies tropicais no biomonitoramento produz uma reposta mais
significativa para a vegetacdo nativa dessa regido;
¢ Que Psidium guajava 'Paluma’ mostrou ser um bioindicador da polui¢io por 0zonio;
®  Que é necessario um maior esclarecimento sobre os efeitos do 0zonio na fisiologia da
planta;
® Que € necessario um maior esclarecimento sobre o efeito dos fatores abidticos e
bidticos na manifestacdo de sintomas foliares visiveis em Paluma' a fim de que ela

efetivamente seja utilizada como espécie bioindicadora da polui¢io por ozonio.
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2. OBJETIVOS

Face ao exposto, os objetivos do presente estudo foram:

e Verificar a relagdo entre a manifesta¢do de sintomas foliares visiveis e alguns aspectos
do processo de fotossintese e das defesas antioxidativas em individuos jovens de
Psidium. guajava ‘Paluma’ mantidos em ambiente contaminado por oz6nio, ao longo
de um gradiente temporal de condigdes ambientais, tanto no que diz respeito a
contaminac¢do atmosférica quanto as condicdes meteoroldgicas;

e Determinar quais dos fatores ambientais, abrangendo os de qualidade do ar e os
meteoroldgicos, exercem maior influéncia nas varidveis bioldgicas estudadas;

e Fornecer subsidios visando o estabelecimento efetivo de Psidium guajava 'Paluma’

como a primeira espécie arbdrea tropical bioindicadora de ozdnio.

As hipdteses a serem testadas sdo as de que:
® O O3 troposférico provoca alteracdes nas trocas gasosas e na atividade enzimdtica
antioxidativa em 'Paluma’;
* A manifestagdo de sintomas foliares visiveis € sempre precedida de alteracdes nas

trocas gasosas e/ou no sistema antioxidativo;

Com o conhecimento adquirido neste estudo, espera-se contribuir para o
estabelecimento de protocolo para biomonitoramento da poluicdo por ozdnio em Sio Paulo.
Cabe ressaltar que a presente Tese de Doutorado é parte integrante do projeto “Respostas
fisiol6gicas antioxidativas e estruturais a fatores ambientais em plantas bioindicadoras
sensiveis a compostos do smog fotoquimico" (Processo FAPESP 05/51169-9, sob
coordenacdo do Prof®. Dr*. Marisa Domingos, Instituto de Botinica) que tem como principal
objetivo avaliar a performance bioindicadora de trés espécies Nicotiana tabacum 'Bel-W3',
Ipomoea nil 'Scarlett O'Hara' e Psidium guajava 'Paluma’ expostas as condigdes ambientais na
cidade de Sao Paulo, analisando processos fisioldgicos, defesas antioxidativas, ultraestrutura
celular, estrutura anatdmica e intensidade de sintomas foliares tipicos para verificar qual delas

¢ mais adequada ao biomonitoramento do 0z6nio em regides tropicais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A sede do Instituto de Botanica, situado no interior do Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga (PEFI), constituiu a drea de estudo. Localizado na zona sul da cidade de Sdo Paulo
entre os paralelos 23° 38' e 23° 40" S e os meridianos 46° 36' e 46° 38' W, o PEFI apresenta
dreas recobertas por fragmentos de vegetacdo em diferentes estigios de regeneracdo e
imediacdes ocupadas por avenidas com volume de trafego moderado (figura 09).

Estudos anteriores com plantas bioindicadoras indicaram que no interior do PEFI
ocorrem concentragdes significativas de O3 e baixas concentracdes de poluentes primarios
(Domingos et al. 2002). Especula-se que os precursores do 0zOnio nessa drea sejam oriundos
de emissdes biogénicas dos fragmentos florestais e de emissdes veiculares, sendo que esta
ultima fonte, por estar um pouco mais afastada do PEFI, ndo contribuiria para um aumento
das concentracdes dos poluentes primarios, nem promoveria o consumo quimico do 0zdénio
(Domingos et al. 2002).

O experimento foi instalado préximo a casa de vegetacdo e a casa de fumigacio,

ambas pertencentes a Secdo de Ecologia do Instituto de Botanica.

Figura 09. Parque Estadual das Fontes do Ipiranga — PEFI e entorno, zona sul da cidade de Sdo Paulo,
SP (23° 38' e 23° 40' S, 46° 36' e 46° 38" W). Linha tracejada indica a drea onde foi instalado o
experimento (Google Earth 2009).
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3.2 Cultivo e exposicao

Individuos jovens de 'Paluma' foram obtidos na produtora Jodo Mateus e Outros,
localizada no municipio de Taquaritinga, a qual realiza a propagacdo das mudas por meio da
técnica de estaquia de ramos herbaceos. Procurou-se selecionar mudas com caracteristicas
fenotipicas homogéneas, com cerca de 30 cm de altura e oito pares de folhas com limbo
expandido. Ao final do periodo de exposicdo (aproximadamente 80 dias) as mudas
apresentavam em média 13 pares de folhas.

Apoés obtengdo, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos de 3,05 L de
volume, utilizando como substrato uma mistura de casca de Pinus, vermiculita fina e fibra de
coco (2:1:1). Estudo prévio realizado com 'Paluma' em distintos substratos indicou que essa
mistura proporciona um desenvolvimento adequado.

Posteriormente, os individuos jovens, com cerca de 75 dias, permaneceram por cerca
de quinze dias em casa de vegeta¢do com ar filtrado para recuperag@o do transplante (figura
10). A casa de vegetacdo em questdo conta com filtro de carvido ativado (VECO®, BR) para
retirada de poluentes gasosos, filtros de 14 de vidro e de papel para retirada de particulas
grossas e finas e com aparelhos de ar condicionado, ativados por termostato, para controle da
temperatura. O monitoramento da qualidade do ar na casa de vegetacdo foi realizado por
meio de medidas descontinuas com um Amostrador de Grandes Volumes (AGV 10,
Energética®, materiais particulados até 10 pm — MPjg) e com um TRI-Gés (Energética®, Os¢e
NO;). As andlises indicaram a existéncia de concentracdes negligencidveis de poluentes no
interior da casa de vegetacdo (média didria de 3 pg de Oz m3, médias horarias inferiores a 10
png de Oz m3, média hordria de 7 ug de NO, m3 e média didria de 13 pg de MP;p m’).
Durante o periodo de recuperagéo, a temperatura média e a umidade relativa média do ar no
interior da casa de vegetacdo ficaram em torno de 21 °C e 75 %.

Em seguida, 72 individuos jovens em vasos numerados foram levados para a drea de
estudo. O modelo de exposi¢do adotado na area de estudo foi adaptado do proposto por Arndt
& Schweizer (1991) (figura 11). Caixas plésticas preenchidas com dgua foram dispostas
sobre bancadas com 70 cm de altura; sobre cada caixa foram colocadas telas de arame
galvanizado onde ficaram apoiados os vasos. O posicionamento dos suportes em campo foi

estabelecido com biissola a fim de padronizar o nivel de insolag@o das plantas.
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Figura 10. Casa de vegetacdo com sistema de ar filtrado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga.
(foto: Mauricio Lamano).

Figura 11. Sistema de exposicdo na area de estudo.

A irrigagdo das plantas foi garantida por capilaridade por intermédio de corddes de
ndilon inseridos, em uma extremidade, na base dos vasos, portanto em contato com as raizes

e, na outra extremidade, mergulhados nas caixas com agua (VDI 2003). Em acréscimo, os
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vasos com 'Paluma’ recebiam rega superficial didria com auxilio de regador. As telas de arame
foram recobertas com filme plastico escuro a fim de evitar a proliferacdo de larvas nas caixas.
Os cuidados fitossanitarios adotados incluiram a utilizacdo de acaricida (Actara®, 0,01g L'l)
apds o transplante das plantas e utilizacdo de solucdo de fumo e dlcool quando da presenca de
pulgdes (50 g L™ e 10 ml de 4lccol). A adubagio foi realizada mensalmente com 100 ml de
solucdo hidrosolivel de N:P:K (10:10:10).

O experimento teve duracdo de cerca de um ano e oito meses, comegando em (09 de
abril de 2007 e terminando em 13 de dezembro de 2008. Durante esse periodo foram
realizadas sete exposicdes, de aproximadamente 80 dias cada, no periodo de 09 de abril de
2007 a 22 de junho de 2007, de 10 de julho de 2007 a 29 de setembro de 2007, de 08 de
outubro de 2007 a 20 de dezembro de 2007, de 14 de janeiro de 2008 a 04 de abril de 2008,
de 07 de abril de 2008 a 27 de junho de 2008, de 14 de julho de 2008 a 26 de setembro de
2008 e de 13 de outubro de 2008 a 12 de dezembro de 2008. Uma vez que as datas das
exposicdes foram escolhidas de forma a coincidir com as estagcdes do ano, a titulo de
apresentacdo os periodos foram denominados, respectivamente, de Outono 2007, Inverno
2007, Primavera 2007, Verao 2008, Outono 2008, Inverno 2008 e Primavera 2008.

Iniciada a exposicdo, a cada semana foram sorteados seis exemplares de 'Paluma’ para
as analises de trocas gasosas e da atividade enzimdtica. Os dados da exposicdo de Inverno
2007 ndo serdo apresentados e discutidos uma vez que nesse periodo ndo houve
monitoramento das concentracdes de poluentes e a metodologia das andlises enzimadticas

ainda estava sendo ajustada.

3.3 Clima e qualidade do ar

Os dados de temperatura (°C), umidade relativa (%), precipitagdo (mm), irradiacdo
solar global (MJ m2), pressao atmosférica (mmHg), direcdo e velocidade dos ventos (km h'l)
foram fornecidos pela Estacio Meteoroldgica do Instituto de Astronomia, Geofisica e
Ciéncias Atmosféricas da Universidade de Sao Paulo (IAG/USP). A Estacdo Meteoroldgica
estd situada no interior do PEFI a cerca de 1 km de distincia da 4rea de estudo. Com os dados
de temperatura e umidade foi calculado o déficit de pressdo de vapor (DPV, kPa) conforme
férmula apresentada no Anexo I.

Na exposicdo de Outono 2007 o monitoramento da concentracdo de Oz, NO e NO; foi
realizado por uma estacdo mdvel da CETESB estacionada junto a 4rea de estudo (figura 12).
A partir da exposicdo de Primavera 2007 o monitoramento dos poluentes foi realizado por
analisadores de gases tracos (O3, NO e NO,) instalados junto a casa de fumigacdo. Os gases

tracos foram medidos por meio de analisadores continuos (APOA-360CE, HORIBA®)

16



previamente calibrados e conectados a um computador (APNA-360E HORIBA®) para registro
automatico das medidas a cada segundo. Para aquisi¢do dos valores foi utilizado o software

IDA-2000.

Figura 12. Estacdo mével de monitoramento do ar pertencente a CETESB, instalada pr6xima a casa
de vegetacdo no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, durante a exposi¢do de Outono 2007.

Os dados de concentracdo obtidos originalmente em partes por bilhdo (ppb) foram
transformados em micrograma por metro cuibico (ug m3), uma vez que a legislacio federal e
a estadual, que tratam dos padrdes de qualidade do ar, utilizam a unidade pg m™ para
quantificar a concentracdo de O3, NO e NO,. Para conversdo das unidades foi utilizada
féormula que considera a massa da molécula, a pressdo e a temperatura (Anexo II). Dessa
forma, adotando-se uma temperatura média em torno de 20 °C e uma pressao média de 695
mmHg (dados IAG/USP) foram obtidos os seguintes fatores de conversdo: 1 ppb de O; = 1,96
pg m3de Os; 1 ppb de NO, = 1,8 ugde NO, m3, e 1 ppb de NO =1,2 ug de NO m3.

Com as concentracdes horarias do NO; e NO foram calculadas as médias e maximas
didrias e as médias e maximas referentes ao periodo do dia em que caracteristicamente
ocorrem as concentracdes mais altas de NO, e NO, ou seja, o periodo das 7h00 as 12h00 e o
periodo das 7h00 as 9h00, respectivamente. Embora tenham ocorrido algumas lacunas no
monitoramento, todas as exposicdes foram monitoradas a exce¢do da Primavera 2008 devido
as falhas em um dos aparelhos.

O monitoramento das concentracdes de ozdonio também apresentou algumas lacunas
(75 % dos dias de exposicao foram efetivamente monitorados). Contudo, devido a utiliza¢do
das concentracoes de O; nas andlises estatisticas multivariadas, essas lacunas foram

preenchidas com valores estimados. Para tanto, foram feitas andlises de regressdo linear entre
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os dados de concentracdes horarias obtidos no PEFI e em estagcdes monitoras da CETESB
localizadas em éareas que normalmente apresentam altos niveis de O3;. Das estagdes monitoras
comparadas com o PEFI (Ibirapuera, Mooca e IPEN), aquela que apresentou a maior
explicabilidade para a variacdo dos dados foi a do Ibirapuera. As equagdes da reta utilizadas
na estimativa dos valores ausentes sdo apresentadas na tabela 01. Ressalva-se que na
exposicdo de Outono 2007 os dados de concentragdo estavam completos, ndo sendo

necessdrio a realizagdo de estimativas.

Tabela 01. Equacdes da reta utilizadas no célculo dos dados ausentes de concentragdo de O; durante o
periodo de outubro a dezembro de 2007 (Primavera 2008), janeiro a abril de 2008 (Verdo 2008), abril
a junho de 2008 (Outubro 2008), julho a setembro de 2008 (Inverno 2008) e outubro a dezembro de
2008 (Primavera 2008) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga. (P < 0,001) (n = 900)

Exposicoes Equacao da reta r?
Primavera 2007 y =-0,571 + 0,564 x 0,660
Veriao 2008 y=0,616 + 0,465 x 0,635
Outono 2008* y =2,956 + 0,992 x 0,897
Inverno 2008 y =-0,084 + 0,855 x 0,881
Primavera 2008 y = 1,058 + 0,661 x 0,851

*na andlise de regressdo foram utilizados os valores obtidos na exposi¢ao de Outono 2007

Com os dados hordrios das concentragdes de O; foram calculadas as médias e
maximas didrias e as médias e maximas registradas no periodo de luz, ou seja, o periodo das
7h00 as 18h00 na exposi¢do de Verdo 2008 e das 7h00 as 17h00 nas demais.

Para uma melhor caracterizacdo do periodo foram calculados trés indices de exposi¢cdo
acumulada. Define-se ‘exposi¢do’ como a concentra¢do do poluente no ambiente medida por
um periodo de tempo; e ‘indice’ como as medidas que procuram relacionar os danos causados
a vegetacdo (menor crescimento e/ou perda na produtividade) a uma determinada
concentracdo de ozonio visando a identificagdo de niveis criticos de exposi¢do (“critical
levels") (EPA 2006, Musselman et al. 2006). A United Nations Economic Comission for
Europe (UN/ECE) define nivel critico como "a concentragdo de ozonio a partir da qual podem
ocorrer efeitos adversos em plantas sensiveis baseado no conhecimento presente” (UN/ECE
1988). Uma vez que os indices cumulativos s@ao os que melhor descrevem a relacdo:
exposicdo ao Oz / perda de produtividade, a UN/ECE, baseando-se em alguns estudos,
estabeleceu como ‘nivel critico’ uma concentrag@o limiar de 40 ppb de 0zonio, a partir da qual
a exposicdo acumulada se tornaria prejudicial, o indice resultante foi denominado de AOT40

(Accumulated exposure Over a Threshold of 40 ppb) (Fuhrer et al. 1997).
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O célculo da AOT40 considera as concentracdes hordrias de Oz que ultrapassaram o
nivel critico de 40 ppb durante as horas do dia em que a radiacdo solar € maior que 50 W m™.
A diferenga entre a concentracdo horaria e o nivel critico resulta em uma concentracio horaria
excedente (por exemplo: 60 ppb — 40 ppb resultando em uma concentragdo excedente de 20
ppb) que é somada a outras concentracdes horarias excedentes. No presente estudo foi
calculada a AOT40 para cada exposicdo, contudo o termo foi traduzido para EAOg
(Exposi¢do Acumulada de Ozo6nio Fitotoxica) e a unidade de concentracio ppb transformada
em pg m3 (40 ppb = 78,4 pg m3).

Além da EAOp, foram calculados os indices de exposicio EAO g, (Exposicdo
Acumulada de Ozbnio no periodo das 7h00 as 17h00) que considera a soma das
concentragdes hordrias de O; registradas durante o periodo das 7h00 as 17h00 (10 h) e o
EAOy4, (Exposicao Acumulada de Ozonio no periodo das OhOO as 24h00) que considera a

soma das concentrag¢des hordrias de O3 registradas durante o periodo de um dia (24 h).

3.4 Sintomas foliares visiveis

As avaliacdes da manifestacdo e da progressdo de sintomas foliares visiveis em
Psidium guajava 'Paluma’ foram realizadas semanalmente. Apds a manifestacdo dos
primeiros sintomas, as avaliagdes foram realizadas conjuntamente com as medidas de trocas e
da atividade antioxidante. Os critérios utilizados para classificar os sintomas foliares como
induzidos pelo Oz foram baseados na literatura de referéncia (Novak et al. 2003), os quais
encontram-se reunidos na chave dicotdmica apresentada na figura 13, e em estudos anteriores
que analisaram a manifestacdo de sintomas induzidos por oz6nio em 'Paluma’ (Furlan et al.
2007, Pina & Moraes 2007).

Ap6s o inicio da manifestagdo de sintomas foliares, foram calculadas a incidéncia e a
severidade dos mesmos. Segundo Chappelka et al. (1997), a incidéncia € o nimero de
individuos com sintomas foliares em porcentagem do nimero total de individuos e severidade
¢ o numero de folhas com danos em porcentagem do nimero total de folhas das plantas que
possuem danos. Adicionalmente, foi estimada a porcentagem de area foliar ocupada pelos
sintomas que eram entdo agrupadas em intervalos de: 1 — 5 % (classe 1), 6 — 25 % (classe 2),
26 — 50 % (classe 3), 51 — 75 % (classe 4) e 76 — 100 % (classe 5). Com os dados das classes
de porcentagem foi calculado o Indice de Injiria Foliar (IIF), adaptado de El-Khatib (2003):

IIF (%) = (N, x 1) + (N, x 2) + (N3 x 3) + (Ny x 4) + (N5 x 5) x 100
(NQ+N1+N2+N§+N§+N§) X5
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Onde Nj, Nj, Nj3, Ny e Ns representam a quantidade de folhas com sintomas

classificados respectivamente na classe 1, classe 2, classe 3, classe 4 e classe 5; e Ny é o

nimero de folhas que ndo apresentaram sintomas foliares visiveis induzidos por 0zonio.

A titulo de referéncia para a avaliagdo de sintomas foliares um lote de 'Paluma’ foi

sempre mantido na casa de vegetacdo sob ar filtrado. Em nenhum momento esses individuos
apresentaram sintomas foliares visiveis que pudessem ser atribuidos ao ozonio. Os valores de

incidéncia, severidade e IIF encontram-se listados no Anexo III.

sintomas

intervenal

sobre nervuras

superficie superficie
adaxial abaxial
fim da inicio
descoloragiio pontuagao exposicao da exposi¢ao
< lmm
folhas velhas folhas novas

> novas > velhas SCHlpraca GO R descoloragao pontuagio

geral < Imm
folhas velhas folhas novas - - s
- e olhas velhas olhas novas
> novas > velhas sem praga com praga
> novas > velhas
folhas velhas folhas novas
> novas > velhas
sintoma nao sintoma nao nao sintoma nao sintoma nao nao niao nao
induzido induzido induzido induzido induzido induzido induzido induzido induzido induzido induzido induzido
por Oy por Oy por O por Oy por. Oy por O4 por Oy por Oy por Oy por Oy por O por Oq

Figura 13. Chave dicotdmica para identificacdo dos sintomas foliares visiveis induzidos por oz6nio
em plantas sensiveis.

3.5 Trocas gasosas

As andlises de trocas gasosas instantineas foram feitas nas folhas referentes ao 3° né
contado a partir do dpice (o primeiro a apresentar folhas com o limbo totalmente expandido) e
nas folhas referentes ao 4° e 5° nés contados a partir da base. A titulo de apresentacio tais
folhas foram denominadas respectivamente, como "folhas jovens" e "folhas maduras". No
inicio dos periodos de exposi¢do, as folhas jovens e maduras apresentavam, em média, um né
de distancia uma da outra, ao passo que ao término da exposi¢do esse valor era de, em média,
6 nds de distancia.

As medidas de assimilagdo de CO, sob radiagdo fotossinteticamente ativa saturante
(Aga, pmol CO, m2 ™), condutincia estomdtica (g;, mol H,O m?2 s™), transpiracdo (E, mmol
H,O m? ™) e concentragio intercelular de gds carbonico (CO,) (Ci, umol CO, mol’l) foram
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feitas com um analisador portétil de gases por infravermelho com fonte opcional de luz
(LCPro+, ADC®, UK) em éarea foliar de 6,25 cm? equivalente ao tamanho da camara do
analisador. O principio da andlise de gases por infravermelho reside na capacidade da
molécula heteroatdmicas, como o CO,, de absorverem energia na regido do infravermelho em
uma proporg¢ao relacionada a concentracio do gés.

Com os dados de Ay, g e E foram calculadas a razdo Ag,/E denominada de eficiéncia
do uso da 4gua (EUA, pmol CO, mmol H,O™") e a raziio As./gs denominada de eficiéncia
intrinseca do uso da dgua (EUA1, pmol CO, mol H,O™"). Os parametros analisados (A, gs, B
e Ci) foram determinados sob concentracdo de CO, ambiente e sob densidade de fluxo de
fétons saturante (800 pumol m2 s™') previamente determinada por meio de curva de resposta a

luz (figura 14).

12— Psidium guajava 'Paluma’

10 +

A (nmol m’sh
N
|

-t
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
RFA (pmol m”s™h

Figura 14. Taxa de assimilacio liquida de CO, (A, umol CO, m? s') em funcio da radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA, umol de fétons m2 s™') para seis plantas jovens de Psidium guajava
'Paluma’ ap6s 15 dias de campo.

As medidas de trocas gasosas foram feitas no periodo da manha, entre 9h00 e 11h00 e
sob concentragdo de CO, de cerca de 374 ppm. Apds periodo de dois minutos para
aclimatagdo da folha as condi¢des microclimdticas existentes dentro da cAmara, eram tomadas
seis medidas com intervalo de 10 segundos entre cada medida. O periodo de dois minutos
para aclimatacdo advém de testes conduzidos com a cultivar e baseado nas recomendacoes

dispostas no manual do analisador de gases por infravermelho (ADC, 2006)

21



Em cada dia de andlise foram medidas as trocas gasosas em seis individuos jovens.
Ao longo do experimento foram realizados 44 dias de andlises com ao menos uma semana de
intervalo entre cada andlise, sendo nove dias na exposi¢cdo de Outono 2007, seis dias na
exposicdo de Primavera 2007, nove dias na exposi¢do de Verdo 2008, sete dias na exposicao
de Outono 2008, cinco dias na exposi¢do de Inverno 2008 e oito dias na exposicdo de
Primavera 2008. Quando da ocorréncia de chuvas ou de temperaturas excessivamente frias
(entre 8 e 11 °C pela manh3d) as trocas gasosas ndo foram medidas.

Os valores da Ay, g, E, Ci, EUA e EUAI obtidos no inicio e no final do periodo de
exposicdo foram utilizados para calcular a porcentagem de variagdo relativa por meio da
equagdo: [(valor final — valor inicial) / valor inicial] * 100. Os valores médios dos parametros

de trocas gasosas encontram-se listados no Anexo III.

3.6 Atividade enzimatica antioxidativa

As andlises da atividade enzimdtica antioxidativa foram conduzidas nas folhas
maduras utilizadas na avaliacdo de trocas gasosas (4° e 5° nés contados a partir da base). As
coletas do tecido foliar foram realizadas no periodo da manha, aproximadamente as 11h00.

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o método proposto por
Osswald et al. (1992) com algumas modificacdes. O material vegetal, cerca de 0,500 g de
folhas frescas, foi homogeneizado com polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 6 ml de solucdo
extragdo composta de 50 mM de tampdo fosfato de potassio (pH = 7,0), 1 mM de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 50 mM de NaCl e 1 mM de 4cido ascorbico. O extrato
resultante foi centrigufado por 10 minutos na velocidade de 10.000 rpm sob temperatura de
2 °C. Finalizada a centrifugacio, o extrato sobrenadante foi dividido em duas aliquotas para
andlise da atividade das enzimas SOD e APX e armazenados em freezer (-80 °C) até o
momento da anédlise. Prosseguindo a andlise, foram adicionados a um tubo de ensaio 100 uL
de extrato foliar (oriundo de uma das aliquotas) e os reagentes EDTA, metionina, 100 mM de
tampao fosfato de potdssio (pH = 7,0), azul p-nitrotetrazolio (NBT) e riboflavina. Os tubos
de ensaio contendo a solu¢do com extrato foliar foram expostos a luz fluorescente (80 W) por
15 minutos, enquanto que outros tubos contendo apenas os reagentes permaneceram no
escuro (solugcdo controle). A absorbancia do extrato foi medida contra a absorbancia da
solug@o controle em espectrofotdmetro UV/VIS com comprimento de onda a 560 nm. Os
resultados foram expressos em unidades de enzima por grama de massa seca, Unidades SOD
gMS™. Uma unidade de enzima é definida como a quantidade de SOD que causa inibicdo de
50% na taxa de reducdo do NTB (Beauchamp & Fridovich 1971). O principio do método

reside na capacidade da enzima SOD, presente no extrato foliar, de inibir a reducio
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fotoquimica do NBT pelos radicais superdxidos oriundos da reducdo fotoquimica da
riboflavina, ou seja, a SOD catalisa a reacdo de dismutacdo do O, evitando a formagdo do
composto NBT formazan que absorveria luz no comprimento de onda de 560 nm.

Para determinacdo da atividade da enzima APX foi utilizada a metodologia proposta
por Asada (1984) com algumas modificacdes. O extrato foliar preparado anteriormente (parte
da metodologia compartilhada com a SOD) foi adicionado a uma solucéo contendo 80 mM de
tampao fosfato de potédssio (pH = 7,0), 1 mM de EDTA, 10 mM de acido ascérbico e 2 mM
de peréxido de hidrogénio (H,O,). Apds adi¢do do extrato foliar a solucdo, foi realizada a
leitura da reagdo em espectrofotdometro UV/VIS com comprimento de onde a 290 nm, por 2
minutos, em comparagdo com uma solug@o controle (somente os reagentes). Os resultados
foram expressos em diferenca de absorcdo por minuto por grama de massa seca, dA min”
gMS’l. O principio do método reside na capacidade da enzima APX, existente no extrato
foliar, de decompor o H,O, consumindo o dcido ascérbico presente na solugdo, molécula que
absorveria luz no comprimento de onda 290 nm.

A atividade da enzima GR foi determinada segundo o método de Ramachandra Reddy
et al. (2004). Para tanto, cerca de 0,300 g de folhas frescas foram homogenizados com PVPP
e 3 ml de solugdo contendo 50 de mM tampdao fosfato de potassio (pH = 7,8), 5 mM de acido
ascorbico, 5 mM de EDTA e 5 mM de dithiothreitol (DTT). O extrato resultante foi
centrifugado por cerca de 10 minutos na velocidade de 10.000 rpm sob temperatura de 2 °C.
Finalizada a centrifugacdo, o sobrenadante foi armazenado e congelado em freezer (-80 °C)
até o momento da andlise. A determinacio da atividade foi feita em uma mistura de reagdo
contendo o extrato foliar, 100 mM de tampao fosfato de potassio (pH = 7,5), 1 mM de DTNB,
0,1 mM de NADPH e 1 mM de glutationa oxidada (GSSG) a 30 °C. A leitura da reacdo foi
feita em espectrofotometro UV/VIS com comprimento de onda a 412 nm por cerca de 20
segundos, em comparacdo com uma solucdo controle (somente os reagentes). Os resultados
foram expressos em diferenca de absorcdo por minuto por grama de massa seca, dA min”
gMS’l. O principio do método reside na capacidade da enzima GR, presente no extrato foliar,
de reduzir a glutationa oxidada a glutationa reduzida usando o NADPH como doador de
elétrons. A glutationa reduzida resultante se combina com o croméforo 4acido ditiobis
nitrobenzéico (DTNB) passando a absorver luz no comprimento de onda de 412 nm.

A avaliagdo da atividade enzimdtica foi realizada nas folhas maduras de seis
individuos jovens de ‘Paluma’ ao longo de todo experimento, & exce¢do da exposicdo de
Outono 2007. Durante o experimento, a atividade da enzima SOD foi analisada em 36 dias
distintos (oito dias na exposi¢do de Primavera 2007, seis dias na exposi¢do de Verdo 2008,

sete dias na exposi¢do de Outono 2008, oito dias na exposi¢do de Inverno 2008 e sete dias na
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exposicdo de Primavera 2008), a atividade da APX foi analisada em 30 dias distintos (cinco
dias na exposi¢do de Primavera 2007, oito dias na exposicdo de Verdo 2008, cinco dias na
exposicdo de Outono 2008, sete dias na exposi¢cdo de Inverno 2008 e cinco dias na exposicao
de Primavera 2008) e a atividade da GR foi analisada em 36 dias distintos (oito dias na
exposicdo de Primavera 2007, sete dias na exposi¢do de Verdo 2008, oito dias na exposicao
de Outono 2008, seis dias na exposicdo de Inverno 2008 e sete dias na exposi¢do de
Primavera 2008). Os dias de anédlise apresentavam no minimo uma semana de intervalo entre

si. Os valores médios da atividade enzimatica encontram-se listados no Anexo III.

3.7 Analise estatistica

Primeiramente os dados obtidos nas exposi¢des foram analisados quanto a existéncia
de dados discrepantes (outliers), os quais foram retirados da amostragem. A defini¢do dos
outliers foi realizada por meio de andlise subjetiva do conjunto de dados refinada por andlise
em programa estatistico Minitab (Minitab Inc.®).

Com o conjunto de dados resultantes foram realizadas andlises de estatistica descritiva
(média e erro padrdo) com auxilio do programa estatistico SigmaStat 3.1 (SYSTAT Software
Inc.®).

Os dados de trocas gasosas e da atividade enzimdtica foram apresentados em graficos
do tipo box plot com auxilio do programa estatistico OriginPro 7.5 (OriginLab Inc.®). Nesse
gréfico estatistico, a linha que divide o retdngulo representa a mediana dos dados, as linhas
horizontais inferior e superior indicam, respectivamente, os 25° e 75° percentis e as barras
verticais indicam os valores minimo e mdximo (no graficos de trocas) ou o 10° e 90° percentis
(no grifico da atividade antioxidativa). Outro grafico estatistico utilizado foi o grifico de
contorno em trés dimensdes; para tanto os dados de trés varidveis (DPV, concentracdo hordria
de o0zdnio e horas de exposi¢do) foram transformados em uma matriz de correlacdo, a partir
da qual foi criado o grafico com auxilio do programa estatistico OriginPro 7.5.

Foram ainda feitas andlises de correlacdo de Pearson entre a concentracdo hordria de
ozdnio e 0 DPV e entre a Ay, € a g; e andlises de regressdo linear entre os parametros de
sintomas foliares (incidéncia, severidade e IIF) e os indices de exposi¢do acumulada (EAOp,
EAOon e EAOy4p) com auxilio do programa estatistico SigmaStat 3.1.

As comparagdes entre os dados de trocas gasosas e da atividade enzimatica obtidos em
diferentes dias de uma mesma exposi¢do foram feitas por meio de andlise de variancia
unidirecional (one way Anova) por meio do programa estatistico SigmaStat 3.1. Quando o
resultado da andlise de varidncia mostrava a existéncia de diferenca entre as médias, estas

eram discriminadas pelo teste de Student-Newmann-Keuls. Antes de serem analisados os
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N

dados eram testados quanto a normalidade (teste de Kolgomorov-Smirnov) e
homoscedasticidade. O nivel de significancia adotado nas andlises foi de P = 0,05.

As relacdes entre as varidveis bidticas e abidticas foram avaliadas por meio de andlise
multivariada de componentes principais (ACP) com os dados de trocas gasosas, com os dados
da atividade enzimadtica e em conjunto com auxilio do programa estatistico SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, SPSS®). Foram feitas andlises prévias para escolha dos
dados a serem utilizados. Com os dados escolhidos foi feita uma reescalarizacio entre 0 e 1
("ranging"), para posteriormente serem transformados em uma matriz de correlagdo, a partir
da qual foi gerada a ACP. Em seguida, os escores do eixo 1 e 2 da ACP foram
correlacionados com os dados de incidéncia, severidade e IIF. Na elaboracdo dos grificos

referentes as ACP foi utilizado o programa estatistico PAST 1.3 (Hammer et al. 2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Condic¢oes meteorologicas e qualidade do ar

A temperatura média e a umidade relativa do ar média no Parque Estadual das Fontes
do Ipiranga durante o periodo de estudo foram de, respectivamente, 19,4 °C e 79,6 %.

Os menores valores médios da temperatura minina, média e méxima foram obtidos nas
exposicoes de Inverno 2008 (12,3 °C, 17,2 °C e 24 °C, respectivamente) e de Outono 2008
(13,4 °C, 17,7 °C e 23,3 °C ), ao passo que os maiores valores médios da temperatura minima,
média e maxima foram obtidos na exposi¢do de Verdo 2008 (17,4 °C, 21,3 °C e 26,7 °C)
(tabela 02).

A variag@o das temperaturas miminas e mdximas didrias € apresentada na figura 15,
onde se observa que as menores minimas ocorreram nas exposi¢cdes de Inverno 2008, Outono
2008 e Outono 2007 e que as maiores mdximas ocorreram nas exposicdes de Primavera 2007
e 2008.

Em relacdo a umidade relativa, verifica-se que, enquanto na exposi¢do de Inverno
2008 foram registrados os menores valores médios da umidade minima, média e maxima
(48,9 %, 76,3 % e 93,8 %), os maiores valores médios foram registrados na exposi¢do de
Verao 2008 (média de 81,8 % e minima de 60,2 %) e na exposi¢do de Outono 2007 (maxima
de 95,4 %) (tabela 02). A variacdo da umidade minina e maxima encontra-se na figura 16.

De acordo com o relatério do IAG/USP (2009), verifica-se que o periodo de estudo foi

relativamente mais quente e mais seco que a normal climatolégica (1961-1990).

Tabela 02. Médias diarias de temperatura (T, graus Celsius) e umidade relativa (UR, %) obtidas nos
periodos de abril a junho de 2007 (Out/07), outubro a dezembro de 2007 (Pri/07), janeiro a abril de
2008 (Ver/08), abril a junho de 2008 (Out/08), julho a setembro de 2008 (Inv/08) e outubro a
dezembro de 2008 (Pri/08) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga*

Out/07 Pri/07 Ver/08 Out/08 Inv/08 Pri/08

média das minimas 16,0 15,8 17,4 13,4 12,3 16,0

T média das médias 20,1 20,3 21,3 17,7 17,2 20,2
média das maximas 26,2 25,9 26,7 23,3 24,0 26,2

média das minimas 53,3 59,9 60,2 56,7 48,9 56,0

UR média das médias 79,3 80,9 81,8 80,3 76,3 79,6
média das maximas 95,4 94 94 94,7 93,8 94,4

* fonte: IAG/USP

A precipitagdo pluviométrica ndo esteve igualmente distribuida no periodo de estudo

(figura 17). Durante as exposi¢des de Outono 2007, Primavera 2007, Verdo 2008, Outono
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2008, Inverno 2008 e Primavera 2008 foi verificado actimulo de, respectivamente, 119 mm,
369 mm, 483 mm, 185 mm, 130 mm e 257 mm de precipitacdo (tabela 03). Comparando com
a normal climatolégica para o periodo de 1961-1990 (IAG/USP 2009), observa-se que a
precipitacdo acumulada anual foi proxima a da norma climatolégica com oscilagcdes mensais
de valores acima e abaixo da média. Desse periodo, destaca-se o més de julho que apresentou
o menor volume de precipitacio de toda séria histérica da Estagdo Meteoroldgica do
TAG/USP.

A irradiacdo solar global média foi maior nas exposi¢cdes de Primavera 2007,
Primavera 2008 e Verdo 2008 (tabela 03). A variacdo da irradiacdo durante o periodo de
andlise encontra-se na figura 18.

A velocidade média dos ventos, considerando todas as exposicdes, foi de 6,2 km h™

com direcdo dominante leste-sudeste (ESE) e sudeste (SE) (tabela 03).

Tabela 03. Precipitacdo pluviométrica acumulada (mm), irradiagdo solar global média (MJ m?),
pressdo atmosférica média (mmHg), velocidade média dos ventos (vel., km he dire¢do dominante
(dir.) obtidas nos periodos de abril a junho de 2007 (Out/07), outubro a dezembro de 2007 (Pri/07),
janeiro a abril de 2008 (Ver/08), abril a junho de 2008 (Out/08), julho a setembro de 2008 (Inv/08) e
outubro a dezembro de 2008 (Pri/08) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga*

Out/07  Pri/07 Ver/08 Out/08 Inv/08 Pri/08

Precipitacio 118,6 369,3 483,3 185,3 130,2 2575

Irradiacio 13,1 17,3 15,8 12,2 14,5 18,4

Pressio 695,6 692,8 692,8 695 695,9 693,5
vel.

Ventos 5,6 6,7 6.4 5,7 6.0 6,9
dir. NW ESE E ESE SE SE

* fonte: IAG/USP
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Figura 15. Variacdo da temperatura didria maxima e minima durante as exposi¢des de Outono 2007 (abr/jun 2007), Primavera 2007 (out/dez 2007), Verdo 2008
(jan/abr 2008), Outono 2008 (abr/jun 2008), Inverno 2008 (jul/set) e Primavera 2008 (out/dez 2008) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga. Fonte: IAG/USP.
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Figura 16. Variacdo da umidade relativa didria méaxima e minima durante as exposi¢des de Outono 2007 (abr/jun 2007), Primavera 2007 (out/dez 2007), Verao 2008
(jan/abr 2008), Outono 2008 (abr/jun 2008), Inverno 2008 (jul/set) e Primavera 2008 (out/dez 2008) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga. Fonte: IAG/USP.
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No periodo de estudo, as maiores concentracdes médias e maximas de dioxido de
nitrogénio (NO;,) e de monéxido de nitrogénio (NO) ocorreram nas exposicdes de Inverno
2008, de Outono 2008 e de Outono 2007 (tabela 04).

As concentragdes de NO, verificadas no PEFI ultrapassaram o Padrio Primério e
Secunddrio de qualidade do ar (respectivamente 320 ug m3 h™ e 190 ug m3 h™', Resolucio
CONAMA 03/1990) nas exposi¢des de Outono 2008 (5 ultrapassagens do Padrdo Secunddirio
e 1 ultrapassagem do Padrio Primario) e Inverno 2008 (8 ultrapassagens do Padrio
Secunddrio e 2 ultrapassagens do Padrdo Primério). Embora o NO ndo possua padrdo legal
para qualidade do ar, ele € um poluente importante no ciclo fotoquimico de formagao do Os.

Em relacio a concentracdo de ozonio (O3), observa-se que as maiores médias
ocorreram nas exposicdes de Outono 2007, Inverno 2008, e Primavera 2008 (tabela 04 e
figura 19). As exposicdes de Outono 2008, Verdo 2008 e Primavera 2007 apresentaram as
maiores concentracdes maximas de Os (tabela 04), contudo os episédios de concentragdes

mais altas ficaram restritos a alguns dias dos periodos de exposicdo (figura 19).

Tabela 04. Concentracio média e mdxima dos poluentes dioxido de nitrogénio (NO,, ug m3),
monoxido de nitrogénio (NO, pg m3) e 0zdnio (O3, ug m3) durante o periodo de 24h (24h), das 7h00
as 12h00 (5 h), das 7h00 as 9h00 (2 h) e o periodo das 7h00 as 17h00 (10 h) nos meses de abril a
junho de 2007 (Out/07), de outubro a dezembro de 2007 (Pri/07), de janeiro a abril de 2008 (Ver/08),
de abril a junho de 2008 (Out/08), de julho a setembro de 2008 (Inv/08) e de outubro a dezembro de
2008 (Pri/08) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga**

Out/07 Pri/07 Ver/08 Out/08 Inv/08 Pri/08

média 24 h 27 12 21 49 54 nd

NO maxima 24 h 135 95 115 401 377 nd
2 médiaSh 29 16 29 268 68 nd
méxima 5 h 135 95 115 327 377 nd

média 24 h 29 7 5 23 38 nd

NO méxima 24 h 445 186 96 407 339 nd
média 2 h 43 12 14 47 55 nd
méxima 2 h 272 175 96 337 331 nd

média 24 h 26 21 14 18 26 26

O; médial0h 41 28 20% 27 39 36
maxima 24 e 10 h 176 216 260 271 137 157

nd — ndo determinado
*excepcionalmente periodo da 7h00 as 18h00
** fonte: CETESB

O perfil didrio das concentracdes hordrias médias de O3 obtidas no PEFI mostra a
variagdo didria caracteristica desse poluente, ou seja, uma concentracdo minima por volta do
alvorecer, passando por um aumento no inicio da manhd com dpice por volta das 14h00 e
declinio na parte da tarde até pouco depois do ocaso. Na madrugada ocorre um suave

aumento na concentracio seguido de um decréscimo (figura 20). O perfil diario também
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mostra que as maiores médias hordrias ocorreram na exposicdo de Inverno 2008, seguida
pelas exposicdes de Outono 2007 e de Primavera 2008 (figura 20).

A correlacdo (Pearson) entre as concentra¢des horarias de ozdnio e os valores horarios
do DPV, obtidos no periodo das 7h00 as 17h00 horas, resultou em um coeficiente de
correlacdo de 0,743 na exposicdo Outono 2007, de 0,481 na exposicdo Primavera 2007, de
0,482 na exposi¢do Verdo 2008, de 0,404 na exposicdo Outono 2008, de 0,737 na exposicao
Inverno 2008 e de 0,590 na exposicdo Primavera 2008 (P < 0,0001).

O Padrdo Primdrio de qualidade do ar instituido para o Oz (160 pug m™ horério de O3,
Resolucio CONAMA 03/1990) foi ultrapassado 15 vezes, enquanto o Nivel de Atenc¢do (200
pg m3 horédrio de O3, Decreto Estadual 8.468/1976) foi ultrapassado oito vezes (tabela 05). O
maior nimero de ultrapassagens ocorreu durante a exposicdo de Outono 2008 (seis
ultrapassagens do Padrdo Primério e quatro do Nivel de Atencdo) (tabela 05).

No periodo de estudo, os maiores valores da EAOr (exposicdo acumulada de O;
acima de 78,4 ng m3) foram obtidos nas exposi¢cdes de Outono 2007 (1.942 pg m3), Outono
2008 (1.744 pg m3) e Inverno 2008 (1.537 ug m3), enquanto o menor valor foi obtido na
exposicdo de Verdo 2008 (382 pug m3) (tabela 05). Observa-se que os episddios de
concentracdo de ozdnio acima de 78,4 pug m3 ficaram restritos a alguns momentos das
exposicoes (figura 21).

Similarmente a2 EAOg, o indice de exposicido acumulada que considera as
concentracdes obtidas no periodo das 7h00 as 17h00, EAO,q,, registrou maiores valores
durante as exposi¢des de Outono 2007 (32.673 pg m?3) e Inverno 2008 (31.478 pg m?3) e
menor valor na exposi¢do de Verdo 2008 (18.807 ug m?3) (tabela 05). Na exposi¢do de
Outono 2008, que apresentou a segunda maior EAOp, foi obtido um EAOQO,q, de somente

23.835 pg m3 (tabela 05).

Tabela 05. Nimero de ultrapassagens do Padrdo Primario de qualidade do ar (160 pg m™), nimero de
ultrapassagens do Nivel de Atencdo (200 pug m3), exposi¢do hordria acumulada de ozdnio acima de
78,4 ng m?3 hordrio (EAOg) e exposi¢do horaria acumulada de ozénio entre as 7h00 e 17h00 s
(EAOqp) durante os meses de abril a junho de 2007 (Out/07), outubro a dezembro de 2007 (Pri/07),
janeiro a abril de 2008 (Ver/08), abril a junho de 2008 (Out/08), julho a setembro de 2008 (Inv/08) e
outubro a dezembro de 2008 (Pri/08) no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga. Fonte: CETESB

Out/07 Pri/07 Ver/08 Out/08 Inv/08 Pri/08

Padrao Primario 2 4 3 6 0 0
Nivel de Atencao 0 2 2 4 0 0
EAOFf (pg m?3) 1.942 1.297 382 1.744 1.537 983

EAOon (ng m?) 32.673 22.629 18.807* 23.835 31.478 23.735

*periodo das 7h00 as 18h00.
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Figura 20. Perfil didrio das concentragdes hordrias médias de ozdnio durante os meses de abril a
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CETESB.
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Figura 21. Varia¢do da exposicio acumulada de ozdnio acima de 78,4 pg m3 (EAOg) durante os
meses de abril a junho de 2007 (A - Outono 2007), outubro a dezembro de 2007 (B - Primavera 2007),
janeiro a abril de 2008 (C - Verao 2008), abril a junho de 2008 (D - Outono 2008), julho a setembro de
2008 (E - Inverno 2008) e outubro a dezembro de 2008 (F - Primavera 2008) no Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga. Fonte: CETESB.
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4.2. Sintomas foliares visiveis

Os sintomas foliares visiveis induzidos por Oz em Psidium guajava 'Paluma’ se
caracterizavam como pontuagdes intervenais vermelho-amarronzadas na superficie adaxial e
foram observados durante todas as exposi¢des (figuras 22 a 24). Inicialmente, eles abrangiam
uma pequena parte do limbo de folhas mais maduras. Com o decorrer da exposi¢do e
acumulo das concentracdes fitotdxicas de 0zOnio, os sintomas passaram a ocupar uma maior
area foliar e a atingir também folhas mais novas, restringindo-se, no entanto, a superficie
adaxial (figuras 25, 26 e 27). Nao foram observados sintomas foliares visiveis induzidos por
ozOnio nas plantas jovens de 'Paluma’ que permaneceram no interior da casa de vegetacdo
(figura 28).

A concentrag@o acumulada de O3 e o nimero de dias que antecederam a manifestacio
inicial de sintomas foliares variaram entre as diferentes exposi¢cdes. Dessa maneira, os
individuos jovens de 'Paluma' da exposi¢do de Outono 2007 foram os que mais rapidamente
apresentaram sintomas foliares, apds 9 dias de exposi¢do, EAOg (exposi¢do acumulada de
0zOnio acima de 78,4 pg m3 h) de 602 ug m3 e EAO,q, (exposi¢do acumulada de ozdnio
entre 7:00 e 17:00) de 5.251 pg m (tabela 06). Nas exposi¢des de Outono 2008, Primavera
2007 e Inverno 2008, o desenvolvimento de sintomas foliares em 'Paluma’ ocorreu mais
tardiamente, apds, respectivamente, 40, 33 e 33 dias de exposicdo, EAOr de 1.528, 1.194 e
437 ng m3 e EAO g, de 12.363, 12.552 e 12.844 ug m™3 (tabela 06). Peculiarmente, na
exposicdo de Verdo 2008, a manifestacdo de sintomas foliares em 'Paluma’ ocorreu apds 19

dias de exposicdo e EAOr de 2 ug m (tabela 06).

Tabela 06. Numero de dias, exposicdo hordria acumulada de ozo6nio acima de 78,4 ug m3 (EAOf) e
exposi¢do hordria acumulada de ozdnio entre as 7h00 e 17h00 (EAOjon) que antecederam a
manifestacdo de sintomas foliares visiveis induzidos por ozonio em individuos jovens de Psidium
guajava 'Paluma' expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, durante as exposicdes de
Outono 2007 (Out/07), Primavera 2007 (Pri/07), Verdao 2008 (Ver/08), Outono 2008 (Out/2008),
Inverno 2008 (Inv/08) e Primavera 2008 (Pri/08)

Out/07 Pri/07 Ver/08 Out/08 Inv/08 Pri/08

numero de dias 9 33 19 40 33 26
EAOf (pg m?3) 602 1.194 2 1.528 437 452
EAOjon (ug m?) 5.251 12.552 2.537* 12.363 12.844 10.946

*periodo das 7h00 as 18h00.
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Figuras 22 a 24. Sintomas foliares visiveis induzidos por ozonio em individuos jovens de Psidium
guajava "Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga durante o periodo de abril de
2007 a dezembro de 2008. (22) referente a exposi¢do de Outono 2008 2° né; (23) referente a
exposicdo de Outono 2008 3° nd; (24) referente a exposicao de Verdo 2008 2° nd. Escala: 1,5 cm.
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Figura 25. Sintomas foliares visiveis induzidos por ozdnio em individuos jovens de Psidium guajava
'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga durante a exposi¢cdo de Verdao 2008
Escala: 1,0 cm.
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Figuras 26 e 27. Sintomas foliares visiveis induzidos por oz6nio em individuos jovens de Psidium
guajava "Paluma’, folha referente ao 2° nd, expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
durante a exposi¢@o de Primavera 2007. Escala: 1,5 cm.
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Figura 28. Plantas jovens de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no interior da casa de vegetacdo.
Foto referente a exposi¢do de Outono 2007.

As figuras 29, 30 e 31 apresentam a relacdo potencial entre o DPV hordrio e a
concentracdo horaria de 0zonio no periodo que antecedeu a manifestacio de sintomas foliares
visiveis induzidos por 0zénio em 'Paluma’ nas diferentes exposicdes, onde sobressai que altas
concentracdes de O; estiveram associadas a altos DPV e que periodos de baixos DPV
antecederam a manifestacdo dos sintomas foliares.

A variag@o da incidéncia, severidade e do indice de injudrias foliar (IIF) ao longo das
exposicoes, é apresentada na figura 32 (os valores encontram-se no Anexo III). Observa-se
que nas exposicdes de Primavera 2007, Verdao 2008 e Inverno 2008 a incidéncia final foi de
100 % dos individuos jovens de 'Paluma’ (figura 32). Os maiores valores de severidade e do
IIF ocorreram nas exposicdes de Outono 2007 e Primavera 2007 (figura 32). No final da
exposicao de Primavera 2008, os valores dos parametros de sintomas foliares zeraram, pois as
folhas que apresentavam sintomas foliares visiveis cairam na dltima semana de andlise (figura
32).

A andlise de regressdo linear entre os parametros de sintomas foliares e de
concentracdo de ozoOnio resultou em uma associagdo positiva significativa (tabela 07). No
entanto, os valores do coeficiente de determinacdo (12) foram baixos indicando que somente
uma pequena parte da variacdo dos sintomas foliares pode ser explicada unicamente pela

variag@o da concentragdo de O; (tabela 07).
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Tabela 07. Coeficientes de determinagdo e equacdo da reta obtidos entre os sintomas foliares visiveis
induzidos por ozdnio em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ (incidéncia, severidade e
indice de injuria foliar - IIF) e a exposi¢cdo ao ozdnio (exposicdo hordria acumulada acima de 78,4 pg
m3, EAOE; exposi¢io hordria acumulada entre as 7h00 e 17:00, EAOp; exposi¢do hordria acumulada

entre as 0h00 e 24h00, EAOy4) (P < 0,05) (n = 42)*

Parametros r? Equacao
EAO¢g 0,10 y =25,724 + 0,0393 x
Incidéncia EAO 0,23 y=3,171 + 0,00274 x
EA024h 0,24 y= 2,288 + 0,00174 X
EAO«r ns**
Severidade EAO 0,12 y = 8,325+ 0,000182 x
EA024h 0,16 y= 7,796 + 0,000147 x
EAOk 0,15 y =2,623 + 0,00252 x
IIF EAOq, 0,26 y = 1,550 + 0,0001366 x
EA024h 0,30 y= 1,365 + 0,000102 x

*ndo foram considerados os dados da tltima semana da Primavera 2008

**ns - relagdo ndo significativa
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Figura 29. Grifico de contorno indicando o periodo que antecedeu a manifestagio de sintomas
foliares (eixo X, horas de exposi¢do), a exposi¢do ao 0z6nio (eixo y, concentragdo hordria de ozdnio
entre o periodo das 7h00 as 17:00) e o déficit de pressdo de vapor horério entre o periodo das 7h00 as
17h00 (eixo z, em kPa, escala de cores a direita) para as exposi¢des de Outono 2007 (A) e de
Primavera 2007 (B).
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Figura 30. Grafico de contorno indicando o periodo que antecedeu a manifestagio de sintomas
foliares (eixo X, horas de exposi¢do), a exposi¢do ao 0z6nio (eixo y, concentragdo hordria de ozdnio
entre o periodo das 7h00 as 17h00) e o déficit de pressdo de vapor hordrio entre o periodo das 7h00 as

17h00 (eixo z, em kPa, escala de cores a direita) para as exposi¢des de Verdo 2008 (A) e de Outono
2008 (B).
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Figura 31. Grafico de contorno indicando o periodo que antecedeu a manifestagio de sintomas
foliares (eixo X, horas de exposi¢do), a exposi¢do ao 0z6nio (eixo y, concentra¢do hordria de ozdnio
entre o periodo das 7h00 as 17h00) e o déficit de pressdo de vapor hordrio entre o periodo das 7h00 as
17h00 (eixo z, em kPa, escala de cores a direita) para as exposicdes de Inverno 2008 (A) e de
Primavera 2008 (B).
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Figura 32. Incidéncia (A,), severidade (B) e indice de injuria foliar (C) verificados em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ durante as exposi¢des de
Outono 2007 (abril a junho de 2007), Primavera 2007 (outubro a dezembro de 2007), Verdao 2008 (janeiro a abril de 2008), Outono 2008 (abril a junho de 2008),
Inverno 2008 (julho a setembro de 2008) e Primavera 2008 (outubro a dezembro de 2008), no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga.



4.3. Trocas Gasosas
Durante o periodo de estudo, observou-se a ocorréncia de variacdes significativas nos
pardmetros de trocas gasosas obtidos nas folhas jovens (referente ao 3° n6 a partir do épice) e

maduras (referente ao 4 ° e 5 ° nds a partir da base) de Psidium guajava 'Paluma’.

4.3.1. Outono 2007

A assimilacdo de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Asy) obtida
nas folhas jovens de 'Paluma’ mostrou-se estatisticamente igual durante as anélises realizadas
na exposi¢do de Outono 2007 (figura 33). As folhas maduras, por sua vez, apresentaram uma
reducdo significativa na Ay ap0ds 23 dias de exposicdo (figura 34).

No tocante a condutincia estomadtica (gs), observa-se que ambas as folhas analisadas
apresentaram uma reducdo significativa ao final do periodo considerando os valores de g
obtidos no inicio do experimento (médias de 0,68 mol H,O m~?s" no primeiro dia de anélise e
0,35 mol H,O m~ s no dltimo dia de andlise nas folhas jovens e médias de 0,45 mol H,O m™

! no dltimo dia de analise nas folhas

s no primeiro dia de andlise e 0,28 mol H,O m? s
maduras) (figuras 33 e 34).

A transpiracdo (E) apresentada pelas folhas jovens e maduras no final do Outono 2007
foi estatisticamente igual a transpirac¢io obtida no inicio da exposi¢do (2,83 mmol H,O m?s’!
e 2,50 mmol H,O m~ s nas folhas jovens e 2,47 mmol H,O mZs'e 2,28 mmol H,O m?s!
nas folhas maduras) (figuras 33 e 34). Observa-se, no entanto, que ambas as folhas
mostraram no 29° dia de exposicdo os menores valores de E do periodo (1,21 mmol H,O m™
s nas folhas jovens e 1,63 mmol H,O m? s nas folhas maduras) (figuras 33 e 34).

Em relacdo a concentragdo intercelular de CO, (Ci), verifica-se que as duas folhas
analisadas apresentaram ao final da exposicdo valores estatisticamente iguais aqueles obtidos
no inicio do periodo (303 pmol CO, mol™ e 297 pmol CO, mol™ nas folhas jovens e 313
pmol CO, mol e 334 pmol CO, mol ™! nas folhas maduras) (figuras 33 e 34). Todavia, em
relacdo as folhas maduras € possivel observar um aumento significativo na Ci se considerado
o periodo de andlise compreendido entre o 10° e o 71° dias de exposicao.

A eficiéncia do uso da dgua (EUA) e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI),
verificadas nas folhas jovens no fim do Outono 2007, foram estatisticamente similares aos
valores obtidos no inicio da exposicdo (figura 33). Da mesma forma, a EUAIi obtida nas
folhas maduras apresentou valores estatisticamente iguais no inicio e no fim das andlises, jé a
EUA mostrou uma redugo significativa no final da exposicdo quando considerado os valores

iniciais (figura 34).
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4.3.2. Primavera 2007

Apds 47 dias de campo, as folhas jovens e maduras de 'Paluma’ da exposicdo de
Primavera 2007 exibiram uma reducfo significativa na Ay, quando comparada a Ay, obtida
no inicio da exposi¢io (12,40 pumol CO, m™ s™' e 7,84 umol CO, m™ s nas folhas jovens e
11,99 umol CO, m2ste 4,99 umol CO, m~ s nas folhas maduras) (figuras 35 e 36). Nas
andlises posteriores até o fim da exposicdo, a Agy S€ manteve estatisticamente igual em ambas
as folhas analisadas.

Semelhantemente ao verificado na Agy, no 48° dia de exposi¢do, as duas folhas
analisadas apresentaram uma reducdo significativa na g com a posterior manutengdo desses
valores no restante das andlises (figuras 35 e 36).

Em relacdo a E, observa-se que tanto as folhas jovens como as folhas maduras
mostraram uma redugdo significativa nesse parametro ao final da exposi¢cdo quando
comparado aos respectivos valores iniciais (1,90 mmol H,O m?sle 1,38 mmol H,O m? !
nas folhas jovens e 2,27 mmol H,O m? sle 1,17 mmol H,O m~ s nas folhas maduras)
(figuras 35 e 36).

Enquanto nas folhas jovens de 'Paluma’ a Ci final foi estatisticamente igual a inicial,
nas folhas maduras verifica-se um aumento significativo da Ci no final do periodo quando
considerados os valores iniciais (294 pmol CO, mol™ e 300 pumol CO, mol™ nas folhas jovens
e 308 umol CO, mol™ e 325 umol CO, mol™ nas folhas maduras) (figuras 35 e 36 ).

A EUA obtida nas folhas jovens foi estatisticamente igual ao longo das andlises, ao
passo que nas folhas maduras foi verificada uma redug@o significativa no inicio do terceiro
més de exposicao (figuras 35 e 36).

As folhas jovens mostraram uma EUAI estatisticamente similar no inicio e no fim da
exposicao, enquanto as folhas maduras apresentaram valores finais da EUAI estatisticamente
maiores que os iniciais (figuras 35 e 36). No entanto, as andlises intermedidrias indicam a

ocorréncia de diferengas significativas nesse parametro em ambas as folhas analisadas.

4.3.3. Verao 2008

Embora observe-se uma tendéncia de reducio ao longo da exposicao, as folhas jovens
de 'Paluma’ mostraram uma Ay, final estatisticamente igual a Ay, inicial (11,73 pmol CO, m?
ste 8,54 umol CO;, m™ s'l) (figura 37). Ja nas folhas maduras a reducio na Ay, final frente a
A,y inicial foi significativa (9,76 pmol CO, m2stle 4,8 umol CO, m™ s'l) (figura 38).

Ainda que tenham ocorrido variacdes significativas na g entre os dias de andlises, os
valores obtidos no inicio da exposi¢do foram estatisticamente iguais aos valores obtidos no

final do periodo em ambas as folhas analisadas (0,41 mol H,O m?sle 0,43 mol H,O m?2s’!
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nas folhas jovens e 0,38 mol H,O m?sle 0,35 mol H,O m~ s nas folhas maduras) (figuras
37 e 38).

No tocante a E, verifica-se que as folhas jovens e maduras mostraram uma reducgio
significativa na E ao final da exposi¢do quando comparada a E obtida no inicio do Verdo
2008 (2,46 mmol H,O m2ste 1,18 mmol H,O m~ s nas folhas jovens e 2,37 mmol H,O m
25 e 1,11 mmol H,O m™ s nas folhas maduras) (figuras 37 e 38).

Em relagdo a concentragdo intercelular de CO,, observa-se que nas folhas jovens,
excetuando o 26° e o 67° dia, os valores de Ci obtidos ao longo da exposicao foram
estatisticamente iguais aos valores obtidos no inicio do periodo (figura 37). Quanto as folhas
maduras, nota-se um aumento gradual de Ci ao longo dos dias de andlises (a exce¢do do 74°
dia) resultando em um valor final estatisticamente maior que o inicial (287 umol CO, mol™ e
318 umol CO, mol™) (figura 38).

As folhas jovens apresentaram um aumento significativo na EUA obtida no final do
periodo, ao passo que, nas folhas maduras, os valores iniciais e finais foram estatisticamente
similares (figuras 37 e 38).

Verifica-se que a EUAi obtida nas folhas jovens no final da exposi¢do foi
estatisticamente similar aquela obtida no inicio, todavia, nas folhas maduras observa-se uma

reducio significativa na EUAI final considerando os valores iniciais (figuras 37 e 38).

4.3.4. Outono 2008

Embora, as folhas jovens de 'Paluma’ tenham apresentado diferencas significativas nos
valores de A, entre os dias de andlises do Outono 2008, a Ay final foi estatisticamente igual
a inicial (11,16 pmol CO, m™ s e 8,62 pmol CO, m™ s™) (figura 39). Por sua vez, as folhas
maduras mostraram uma redugéo significativa ao fim do periodo de exposi¢dao (9,91 pumol
CO, m2s!e 5,34 umol CO, m? s’l) (figura 40). Contudo, a reducdo da Ay nas folhas
maduras nio foi uma constante ao longo do periodo, como € possivel notar no 12° e no 61°
dia de exposicdo onde houve um aumento significativo nesse parametro quando comparado
aos valores obtidos nas anélises precedentes.

Ao término da exposicdo, a gg verificada nas duas diferentes folhas analisadas foi
estatisticamente menor do que a g; obtida no inicio do periodo (0,43 mol H,O m?2s'e 0,21
mol H,O m~ s nas folhas jovens e 0,37 mol H,O m?sle 0,14 mol H,O m~ s nas folhas
maduras) (figuras 39 e 40).

Semelhantemente ao verificado na g, observa-se uma reducgdo significativa na E no

final da exposi¢do quando comparada aos valores obtidos no inicio, tanto nas folhas jovens
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quanto nas folhas maduras (2,40 mmol H,O m?2ste 1,18 mmol H,O m? s nas folhas jovens
e 2,20 mmol H,O mZste 1,01 mmol H,O m~ s nas folhas maduras) (figuras 39 e 40).

Em relacdo a Ci, verifica-se que os valores obtidos nas folhas jovens e maduras no fim
do Outono 2008 foram estatisticamente iguais aos valores obtidos no inicio do periodo de
exposi¢do (289 umol CO, mol™ e 286 pmol CO, mol™ nas folhas jovens e 297 pmol CO, mol
'e 304 pmol CO, mol ™ nas folhas maduras) (figura 39 e 40).

Os valores finais da EUA e da EUAi obtidos nas folhas maduras foram
estatisticamente iguais aqueles obtidos no inicio do periodo (figura 40). Nas folhas jovens a
EUAI também mostrou-se estatisticamente similar no inicio e no fim da exposi¢do contudo, a

EUA obtida no final foi estatisticamente maior do que a EUA inicial (figura 39).

4.3.5. Inverno 2008

Os valores de Ay, observados no inicio da exposicio de Inverno 2008 foram
estatisticamente iguais aos obtidos no fim da exposi¢do, tanto nas folhas jovens quanto nas
folhas maduras (7,46 pmol CO, m?st'e7,14 pmol CO, m™ s nas folhas jovens e 6,06 umol
CO, m2s'e 4,39 pmol CO;, m?2 s nas folhas maduras) (figuras 41 e 42). Salienta-se, no
entanto, que no primeiro dia de andlise da exposicdo de Inverno 2008 foram registradas
baixas temperaturas hordrias (temperatura média de 13,6 °C), as quais podem ter influenciado
negativamente na assimilacio de CO; (figuras 41 e 42).

Em relacdo a g, verifica-se que, embora ocorra uma variacdo significativa no 54° dia
de exposicdo, os valores iniciais obtidos nas folhas jovens e maduras foram estatisticamente
iguais aos respectivos valores apresentados no dltimo dia de andlise (0,22 mol H,O m?s'e
0,25 mol H,0O m™ s™ nas folhas jovens e 0,23 mol H,O m? s'e 0,28 mol H,O m™ s nas
folhas maduras) (figuras 41 e 42).

Semelhantemente ao verificado com a Ay, a E apresentada pelas duas folhas
analisadas foi estatisticamente igual no inicio e no fim do Inverno de 2008 (1,05 mmol H,O
m2s'e 1,37 mmol H,O m~ s nas folhas jovens e 1,18 mmol H,O m2ste 1,26 mmol H,O
m? s nas folhas maduras) (figuras 41 e 42).

Quanto a Ci, observa-se que as folhas jovens e maduras apresentaram no final do
periodo um aumento significativo nesse pardmetro (274 pmol CO, mol™ e 302 pmol CO, mol
"nas folhas jovens e 304 umol CO, mol™e 329 pmol CO, mol™ nas folhas maduras) (figuras
41 e 42).

Os valores da EUA obtidos nas folhas jovens e maduras no final da exposicdo foram

estatisticamente menores do que aqueles obtidos no inicio, enquanto os valores da EUAi
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obtidos nesses dois momentos foram estatisticamente iguais em ambas as folhas analisadas

(figuras 41 e 42).

4.3.6. Primavera 2008

Na exposicdo de Primavera 2008, a Ay, final obtida nas folhas jovens e maduras foi
estatisticamente igual & Agy inicial (9,34 umol CO, m?s'e 7,62 pmol CO, m~ s nas folhas
jovens e 8,96 umol CO, mZstle 9,18 umol CO;, m~2 s nas folhas maduras) (figuras 43 e 44).

A g final obtida nas duas folhas analisadas também foi estatisticamente similar a g
inicial (0,23 mol H,O m™ s'e 0,28 mol H,O m™ s nas folhas jovens e 0,24 mol H,O m?s'e
0,33 mol H,O m? s nas folhas maduras) (figuras 43 e 44).

Diferentemente dos pardmetros acima citados, a E final das folhas jovens e maduras
foi estatisticamente menor que aquela observada no inicio da Primavera 2008 (2,83 mmol
H,O m2s'e 1,49 mmol H,O m~ s nas folhas jovens e 2,89 mmol H,O mZs'e 1,65 mmol
H,0 m™ s nas folhas maduras) (figuras 43 e 44).

Em ambas as folhas analisadas, a Ci verificada no ultimo dia de analise foi
estatisticamente igual aquela obtida no primeiro dia de andlise da exposicdo (280 umol CO,
mol™ e 295 pmol CO, mol™ nas folhas jovens e 282 pumol CO, mol e 288 pmol CO, mol™
nas folhas maduras) (figuras 43 e 44).

Ao final do periodo, foi verificado um aumento significativo na EUA das folhas
jovens e maduras considerando os valores obtidos no inicio da exposi¢do (figuras 43 e 44).
Em relagdo a EUAI, observa-se que, enquanto as folhas jovens apresentaram uma reducio
significativa nesse paradmetro, considerando a primeira e ultima andlise da Primavera 2008, as

folhas maduras apresentaram valores estatisticamente iguais (figuras 43 e 44).
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Figura 33. Outono 2007 — Gréfico box plot referente as folhas jovens. A - assimila¢do liquida de CO,
sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (A, pmol CO, m? s); B - condutincia estomética
(gs, mol H,O m? s'l); C - transpirag¢do (E, mmol H,O m? s’l); D - concentragdo intercelular de CO,
(Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)"); F - eficiéncia
intrinseca do uso da 4gua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens de
Psidium guajava "Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril a
junho de 2007. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,001). Barras
verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 34. Outono 2007 — Gréafico box plot referente as folhas maduras. A - assimilacdo liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, pmol CO, m? s); B - condutincia
estomatica (g, mol H,O m? s'l); C - transpiracdo (E, mmol H,O m? s'l); D - concentracdo intercelular
de CO, (Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)'"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)™") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril
a junho de 2007. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,001).
Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 35. Primavera 2007 — Grafico box plot referente as folhas jovens. A - assimilagdo liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, umol CO, m? s'l); B - condutincia
estomadtica (gs, mol H,O m> s'l); C - transpiragdo (E, mmol H,O m> s'l); D - concentragdo intercelular
de CO, (Ci, umol CO, mol™"); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, pmol CO, (mmol H,0)"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAIi, umol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de
outubro a dezembro de 2007. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (*P <
0,001; **P < 0,01; ***P< 0,05). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 36. Primavera 2007 — Gréfico box plot referente as folhas maduras. A - assimila¢do liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, pmol CO, m? s); B - condutincia
estomatica (g, mol H,O m? s'l); C - transpiracdo (E, mmol H,O m? s'l); D - concentracdo intercelular
de CO, (Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)'"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)™") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de
outubro a dezembro de 2007. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P <
0,001). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 37. Verdo 2008 — Grafico box plot referente as folhas jovens. A - assimilagdo liquida de CO,
sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (A, pmol CO, m? s™); B - condutincia estomética
(gs, mol H,O m? s'l); C - transpirag¢do (E, mmol H,O m? s’l); D - concentragdo intercelular de CO,
(Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, pmol CO, (mmol H,0)"); F - eficiéncia
intrinseca do uso da dgua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens de
Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de janeiro a
abril de 2008. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (*P < 0,001; **P <
0,01; #**P < 0,03). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (1 = 6).
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Figura 38. Verdo 2008 — Gréfico box plot referente as folhas maduras. A - assimilagdo liquida de CO,
sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (A, pmol CO, m? s); B - condutincia estomética
(gs, mol H,O m? s'l); C - transpirag¢do (E, mmol H,O m? s’l); D - concentragdo intercelular de CO,
(Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)"); F - eficiéncia
intrinseca do uso da 4gua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens de
Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de janeiro a
abril de 2008. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (*P < 0,001; **P <
0,01). Barras verticais indicam os valores maximo ¢ minimo. (n = 6).
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Figura 39. Outono 2008 — Gréfico box plot referente as folhas jovens. A - assimila¢do liquida de CO,
sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (A, pmol CO, m? s); B - condutincia estomética
(gs, mol H,O m? s'l); C - transpirag¢do (E, mmol H,O m? s’l); D - concentragdo intercelular de CO,
(Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)"); F - eficiéncia
intrinseca do uso da 4gua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens de
Psidium guajava "Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril a
junho de 2008. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas (*P < 0,001; **P
<0,01). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 40. Outono 2008 — Gréafico box plot referente as folhas maduras. A - assimilacdo liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, pmol CO, m? s); B - condutincia
estomatica (g, mol H,O m? s'l); C - transpiracdo (E, mmol H,O m? s'l); D - concentracdo intercelular
de CO, (Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)'"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAi, umol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril
a junho de 2008. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (*P < 0,001; **P
<0,01). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 41. Inverno 2008 — Grafico box plot referente as folhas jovens. A - assimilagdo liquida de CO,
sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (A, pmol CO, m? s™); B - conduténcia estomética
(gs, mol H,O m? s'l); C - transpirag¢do (E, mmol H,O m? s’l); D - concentragdo intercelular de CO,
(Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, pmol CO, (mmol H,0)"); F - eficiéncia
intrinseca do uso da dgua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)") observados em individuos jovens de
Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de julho a
setembro de 2008. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (*P < 0,001;
**P <(,05). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 42. Inverno 2008 — Grafico box plot referente as folhas maduras. A - assimilacdo liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, pmol CO, m? s); B - condutincia
estomatica (g, mol H,O m? s'l); C - transpiracdo (E, mmol H,O m? s'l); D - concentracdo intercelular
de CO, (Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)'"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)™") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma' expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de julho
a setembro de 2008. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,001).
Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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Figura 43. Primavera 2008 — Grafico box plot referente as folhas jovens. A - assimilagdo liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, pmol CO, m? s); B - condutincia
estomatica (g, mol H,O m? s'l); C - transpiracdo (E, mmol H,O m? s'l); D - concentracdo intercelular
de CO, (Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)'"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAi, pmol CO, (mol H,0)™") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de
outubro a dezembro de 2008. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (*P <
0,001; **P<0,01). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo (n = 6).
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Figura 44. Primavera 2008 — Gréfico box plot referente as folhas maduras. A - assimila¢do liquida de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,, pmol CO, m? s); B - condutincia
estomatica (g, mol H,O m? s'l); C - transpiracdo (E, mmol H,O m? s'l); D - concentracdo intercelular
de CO, (Ci, pmol CO, mol™); E - eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol CO, (mmol H,0)'"); F -
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAIi, umol CO, (mol H,0)™") observados em individuos jovens
de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de
outubro a dezembro de 2008. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. (*P
< 0,001; **P<0,05). Barras verticais indicam os valores maximo e minimo. (n = 6).
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4.3.7. Sintese das trocas gasosas

Considerando os valores obtidos no inicio e no fim das exposi¢des, observa-se, em
ambas as folhas analisadas, que ora a assimilacdo de CO, sob luz saturante, a condutincia e a
transpiracdo apresentaram uma reducdo significativa ao final do periodo, ora mostraram
valores estatisticamente iguais (tabela 08). Em relacdo a Ay, verifica-se que nas folhas
jovens a reducdo final ocorreu somente na exposi¢do de Primavera 2007, ao passo que nas
folhas maduras tal reducdo ocorreu nas exposi¢des de Outono 2007, Primavera 2007, Verao
2008, Outono 2008 (tabela 08).

A variacdo da g observada nas folhas jovens de 'Paluma' foi semelhante aquela
apresentada pelas folhas maduras, ou seja: nas exposi¢des de Outono 2007, Primavera 2007,
Outono 2008 ambas as folhas mostraram ao final do periodo uma reducio significativa na g,
considerando os valores inicias (tabela 08). Da mesma forma, a variagdo da transpiragdo foi
similar nas folhas jovens e maduras que apresentaram ao fim das exposicdoes de Primavera
2007, Verao 2008, Outono 2008 e Primavera 2008 uma reducéo significativa (tabela 08). Nas
exposicdes onde ndo foram verificadas redugdes na g; ou na E, os valores finais foram sempre
estatisticamente iguais aos iniciais (tabela 08).

Diferentemente, a concentragdo interna de CO, obtida em 'Paluma' apresentou, ao final
de algumas exposi¢des, um aumento significativo, o qual ocorreu com maior freqiiéncia nas
folhas maduras (em quatro exposi¢des) do que nas folhas jovens (em uma exposicdo) (tabela
08). Na auséncia de um aumento, a Ci inicial permaneceu estatisticamente igual a final (tabela
08).

A EUA e a EUAI, por sua vez, mostraram uma resposta mais variada, com aumentos,
reducdes ou auséncia de diferengas significativas ao fim dos periodos de exposicdo (tabela
08).

A porcentagem de variag@o relativa dos parametros de trocas indicou que, quando
ambas as folhas mostraram uma variagdo significativa entre os valores obtidos no inicio e no
fim da exposicdo, os maiores valores de porcentagem foram encontrados nas folhas maduras
(tabela 08). A exce¢do da condutincia obtida no Outono 2007, da transpiragio obtida na
Primavera 2008 e da Ci obtida no Inverno 2008.

A andlise de correlagdo entre os valores de Ay e de gs obtidos nas folhas jovens e
maduras de 'Paluma’ resultou, na maioria das exposi¢des, em uma forte associacio positiva
(tabela 09).

Comparando os valores obtidos nas diferentes exposi¢des apds igual permanéncia em
campo, observa-se a ocorréncia de diferengas significativas entre os parametros de trocas

(Asats &, E, Ci, EUA e EUAI) (tabela 10).
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Tabela 08. Indicacdo da ocorréncia (< e >) ou auséncia (=) de variacdo estatisticamente significativa
(P < 0,05) (one way ANOVA) e porcentagem de variagdo relativa (%) da assimilagdo liquida de CO,
sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (A,), condutincia estomatica (g;), transpiragcdo (E),
concentracdo intercelular de CO, (Ci), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia intrinseca do uso
da dgua (EUAI) obtidos nas folhas jovens (j) e folhas maduras (m) de individuos jovens de Psidium
guajava "Paluma'’ no inicio e no final das exposi¢des de Outono 2007 (Out07), Primavera 2007 (Pri07),
Verao 2008 (Ver08), Outono 2008 (Out08), Inverno 2008 (Inv08) e Primavera 2008 (Pri08), no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (n = 6)

Agat g; E Ci EUA EUAi
j % m % J % m % j % m % J % m % J % m % j % m %
Out07 = < 47 <49 < 36 = = = = = < 41 = =
Pri07 < 37 < 58 <47 <171 <27 < 48 = > 5 = < 27 = > 45
Ver08 = < 51 = = <52 <53 = > 11 > 51 = = < 43
Out08 = < 46 <51 <60 < 51 < 54 = = > 59 = = =
In/08 = = = = = = > 10 > 8 <30 < 35 = =
Pri/08 = = = = <47 < 43 = = > 56 > 78 <30 =

Tabela 09. Coeficiente de correlacdo (Pearson) entre a assimilacdo liquida de CO, sob radiagdo
fotossinteticamente ativa saturante (A, pmol CO, m? s’l) e a condutancia estomatica (mol H,O m2
s) obtidas em folhas jovens e maduras de individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga no periodo de abril a junho de 2007 (Out/07), outubro a
dezembro de 2007 (Pri/07), janeiro a abril de 2008 (Ver/08), abril a junho de 2008 (Out/08), julho a
setembro de 2008 (Inv/08), outubro a dezembro de 2008 (Pri/08) e abril a dezembro de 2008 (Pri/08)
(P<0,01) (n=51)

Out/07 Pri/07 Ver/08 Out/08 Inv/08 Pri/08
Jjovens 0,78 0,73 0,69 0,77 0,49 0,56
maduras 0,51 0,88 0,66 0,82 0,67 0,74
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Tabela 10. Valores médios da assimilacdo liquida de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ay,), da condutancia estomdtica (g;), da transpiracao (E),
da concentragdo intercelular de CO, (Ci), da eficiéncia do uso da 4gua (EUA) e da eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI) obtidos nas folhas jovens e nas folhas
maduras de individuos jovens de Psidium guajava Paluma' nas exposicdes de Outono 2007 (Out/07), Primavera 2007 (Pri/07), Verdo 2008 (Ver/08), Outono 2008
(Out/08), Inverno 2008 (Inv/08) e Primavera 2008 (Pri/08), apds aproximadamente 12,35, 50 e 65 dias de campo. (n = 6). Letras mindsculas diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas entre diferentes exposi¢des (P < 0,05, one way ANOVA).

Asat g, E Ci EUA EUAi
jovens maduras jovens maduras jovens maduras jovens maduras jovens maduras jovens maduras

Out/07 102 739" 041 028 207" 218 2% 293" 489¢  341° 246"  271°
Pri/07 124%  11,99° 043" 070" 190° 227" 294* 308" 648°  543° 278 181°¢
12 Ver/08 105®  997° 034*  040™ 1857 2,05° 279 299" 5437 485° 33,17 250°
dias  Out/08 1278%  11,58" 036° 047" 227° 248" 262°  281° 605" 466" 352 450
Inv/08 746°  606° 022" 0239 105¢ 1189 274™ 304 749" 531° 447" 203°
Pri/08 9034°  896%° 023% 024 283" 289" 280 22 3039 3P 390% 378"
Out/07 949" 513" 044" 035" 221 197" 304° 325" 431 26° 240" 154°
Ver/08 1057 743° 034" 036" 217% 226 286" 314" 488" 320" 313% 209°¢
dgi’gs Out/08 940" 804" 026"  032° 1417 151€ 276" 296° 674" 537° 383% 287"
Inv/08 9,60 908" 028" 033" 244% 258" 280" 296° 396° 349" 340" 281"
Pri/08 773% 988" 024" 024" 207" 259" 288° 2659 372¢ 3770 35® 4150
Out/07 9.03% 499" 033" 032" 243% 238" 292" 325" 377° 2159 204 175"
Pri/07 g12% 677" 022°  031® 143 143° 286" 311° 567 480" 368° 235"
50 Ver/08 861° 602" 024° 025" 182" 180™ 283" 308" 470 334°¢ 368° 274"
dias Out/08 785%  592° 015°  0,14°¢ 1,50°¢ 14°¢ 2500 g1 P 537% 434 s44°  464°
Inv/08 861° 640" 013> 013° 233% 0 ® u7% 278° 370° 288 651% 499"
Pri/08 825" 834" 021 020" 2117 210™ 270 2:2°¢ 396" 40" 408° 440"
Out/07 780%  377¢ 015  016° 184% 182 288%"  340° 431 211¢ s31% 269
Pri/07 647° 543 0260 032° 133° a7 294 309" 488° 302" 251¢ 184
65 Ver/08 952 648° 040" 043" 199% 2,00 304 ° 328" 477°  3m° 240 157°¢
dias  Out/08 9,15 793" 025%  025° 211t 215" 279°  295¢ 430" 376" 37,7° 331
Inv/08 832"  500° 016°  017° 132 136¢ 256¢ 301 6390° 385" 533" 324"

Pri/08 7622 918? 028% 033" 149°%  165°% 2952 288 ¢ 504° s 278° 2837




4.4. Atividade Enzimatica Antioxidativa
4.4.1. Primavera 2007

A atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX)
verificada nas folhas de Psidium guajava 'Paluma’ no final da Primavera 2007 foi
estatisticamente igual aquela obtida no inicio da exposicéo (figura 45). Contudo, apds 4 e 19
dias de exposicdo observa-se um aumento significativo na atividade da SOD e APX,
respectivamente (figura 45).

A enzima glutationa redutase (GR) mostrou uma atividade estatisticamente igual nos

diferentes dias anélises da Primavera 2007 (figura 45).

4.4.2. Verao 2008

Verificou-se a ocorréncia de diferencas significativas na atividade da enzima SOD,
sendo que os maiores niveis de atividade foram observados no inicio do Verdo 2008, apés 11
dias, e os menores niveis no final da exposicdo, apds 75 e 82 dias (figura 46).

As enzimas GR e APX apresentaram valores de atividade estatisticamente similares

durante todas as andlises realizadas no periodo de exposi¢ado (figura 46).

4.4.3. Outono 2008
As andlises realizadas em 'Paluma’ durante a exposi¢do de Outono 2008 indicaram que
as enzimas SOD, GR e APX apresentaram uma atividade estatisticamente igual na exposi¢ao

de Outono 2008 (figura 47).

4.4.4. Inverno 2008

Observou-se maiores niveis de atividade das enzimas SOD e APX no final da
exposicdo de Inverno 2008. Contudo, enquanto a atividade da enzima SOD verificada no
inicio e no fim da exposi¢do foi estatisticamente similar, a APX apresentou um aumento
significativo (figura 48).

A enzima GR mostrou novamente uma atividade estatisticamente igual ao longo das

andlises (figura 48).

4.4.5. Primavera 2008

As andlises realizadas na exposicdo de Primavera 2008 indicaram a existéncia de
diferencas significativas na atividade da SOD, sendo que a maior atividade foi encontrada no
inicio da exposi¢ao (figura 49). Em contrapartida, as enzimas GR e APX apresentaram uma

atividade estatisticamente equivalente durante as andlises (figura 49).
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Figura 45. Primavera 2007. Grafico box plot referente a A - atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD, unidades de SOD gMS'l); B - glutationa redutase (GR, dA min” gMS’l); C -
ascorbato peroxidase APX, dA min"' gMS™) em individuos jovens de Psidium guajava '"Paluma’
expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de outubro a dezembro de 2007.
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0,001). Barras verticais

indicam o 10° e 90° percentis. (n=0).
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Figura 46. Verao 2008. Grafico box plot referente a A - atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD, unidades de SOD gMS'l); B - glutationa redutase (GR, dA min’! gMS'l); C - ascorbato
peroxidase APX, dA min" gMS™) em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma'’ expostos no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de janeiro a abril de 2008. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0,001). Barras verticais indicam o 10° e 90°
percentis. (n=6).
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Figura 47. Outono 2008. Grafico box plot referente a A - atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD, unidades de SOD gMS'l); B - glutationa redutase (GR, dA min’! gMS'l); C - ascorbato
peroxidase APX, dA min" gMS™) em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril a junho de 2008. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (P < 0,001). Barras verticais indicam o 10° e 90° percentis.

(n=6).
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Figura 48. Inverno 2008. Grafico box plot referente a A - atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD, unidades de SOD gMS'l); B - glutationa redutase (GR, dA min” gMS'l); C - ascorbato
peroxidase APX, dA min" gMS™) em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de julho a setembro de 2008. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0,005). Barras verticais indicam o 10° e 90°

percentis. (n=6).
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Figura 49. Primavera 2008. Grafico box plot referente a A - atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD, unidades de SOD gMS'l); B - glutationa redutase (GR, dA min” gMS’l); C -
ascorbato peroxidase APX, dA min' gMS™) em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’
expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de outubro a dezembro de 2008.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,001). Barras verticais
indicam o 10° € 90° percentis. (n=6).
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4.4.6. Sintese da atividade enziméatica antioxidativa

Observa-se ao longo do experimento a ocorréncia de poucas variacdes com diferengas
significativas na atividade das enzimas SOD e da APX, sendo que os valores de atividade
inicial e final foram semelhantes na maioria das exposi¢des.

As poucas alteracdes finais significativas ocorreram na exposi¢do de Verdo 2008
(reducdo significativa SOD), Primavera 2008 (reducdo significativa SOD) e Inverno 2008
(aumento significativo APX) (figuras 46, 49 e 48, respectivamente). Ja a enzima GR
apresentou nivel similar de atividade ao longo de todas as exposi¢cdes (figuras 45, 46, 47, 48 e
49).

Ressalta-se, contudo, que a grande variagdo nos niveis de atividade da SOD, APX e
GR verificado entre as amostras de um mesmo dia de andlise (representada pelas barras
verticais dos graficos box plot) devem, em parte, ter mascarado possiveis alteracdes
significativas.

A andlise de variancia unidirecional realizada entre os valores de atividade obtidos nas
diferentes exposicdes, apds igual permanéncia em campo, indicou a ocorréncia de diferencas
significativas, a exce¢do da GR (tabela 11). Desta comparagdo, destaca-se a exposi¢do de
Outono 2008, na qual foram obtidos baixos niveis de atividade enzimatica quando

comparados as outras exposicoes (tabela 11).

Tabela 11. Andlise de variancia unidirecional (one way ANOVA) entre a atividade das enzimas
superéxido dismutase (SOD, unidades de SOD gMS™), glutationa redutase (GR, dA min™ gMS™) e
ascorbato peroxidase (APX, dA min™' gMS™) em individuos jovens de Psidium guajava Paluma' nas
exposicdes de Primavera 2007, Verdo 2008, Outono 2008, Inverno 2008 e Primavera 2008, apds
aproximadamente 30 e 55 dias de campo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
estatisticamente significativas entre diferentes exposi¢des (n = 6). (P < 0,05).

SOD GR APX
30 dias 55 dias 30 dias 55 dias 30 dias 55 dias

Primavera 2007 664° 1212° 2558"  1866" 3% 43
Verdio 2008 1410® ] 3032 2083" 6.1 11,5
b b a a b b
Outono 2008 411 622 1698 1201 15 1.1
Inverno 2008 8060 s569° 33360 2044° 43° 10,6
Primavera 2008 1033%° 319° 3521 2829° 6.8° 5,390
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4.5. Analise conjunta das variaveis biéticas e abiéticas

Com o objetivo de avaliar as relacdes entre as varidveis bidticas e as varidveis
abidticas, as quais os individuos jovens de Psidium guajava '"Paluma’ foram expostos, foi
empregada a ordenagdo das unidades amostrais por meio da Andlise de Componentes

Principais (ACP).

4.5.1. Analise de componentes principais: trocas gasosas

As varidveis bidticas consideradas na ACP de trocas gasosas foram a assimilacio de
CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Ag,), a condutincia estomatica (gs) € a
transpiracdo (E). Como varidveis abidticas foram considerados a temperatura média (Temp),
a umidade relativa média (UR), o DPV médio (DPV), a precipitacdo (ppt), a irradiacio solar
global acumulada (Irrad), a concentragdo acumulada de O3 entre o periodo da 7h00 as 17h00
(O3) e o fotoperiodo (valverao), calculado como a distancia dos dias de andlise em relacdo ao
solsticio de inverno (21 de junho). Os dados de trocas gasosas obtidos nas folhas jovens e nas
folhas maduras de 'Paluma’ foram analisados separadamente.

A andlise realizada com os valores de trocas das folhas jovens de 'Paluma’ sintetizou
61 % da variabilidade total dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacdo (figura 50 e
tabela 12), ao passo que a ACP efetuada com os dados das folhas maduras resumiu 55 % da
variabilidade total (figura 51 e tabela 13). Verifica-se que a disposi¢do das varidveis, bem
como a associagdo com os eixos multidimensionais, foram bastante similares nas duas
andlises.

Em ambas as ACP as varidveis que apresentaram maior correlacio com o eixo 1
foram: Agy (r =-0,82 e r = -0,77, nas folhas jovens e maduras, respectivamente), condutancia
(r=-0,74 e r = -0,62, nas folhas jovens e maduras, respectivamente), transpiracao (r = -0,62 e
r = -0,61, nas folhas jovens e maduras, respectivamente), concentracdo de O3 (r=0,85er =
0,89, nas folhas jovens e maduras, respectivamente) e Irrad (r = 0,86 e r = 0,79, nas folhas
jovens e maduras, respectivamente) (tabelas 12 e 13).

Observa-se no eixo 1 de ambos os graficos uma nitida polarizacdo entre os parametros
de trocas gasosas (A, g € E) e a concentragdo de ozoénio (figuras 50 e 51). Indicando,
portanto, uma relacdo inversa em que uma maior exposicdo ozdnio corresponde a menores
valores de Agy, g5 € E (figuras 50 e 51). A irradiagdo, também correlacionada ao eixo 1,
apresentou, nas duas andlises, uma relacdo direta com o Oz e uma relagdo inversa com os

parametros de trocas (figuras 50 e 51).
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As principais varidveis associadas ao eixo 2 em ambas as ACP foram a umidade
relativa (r = -0,69 e r = -0,76, nas folhas jovens e maduras, respectivamente), a temperatura (r
=-0,79 e r = -0,50, nas folhas jovens e maduras, respectivamente), e a precipitacio (r = -0,66
e r = -0,75, nas folhas jovens e maduras, respectivamente) (tabelas 12 e 13). No que tange a
ACP das folhas jovens, além das varidveis descritas acima, observa-se que o valverdo também
se correlacionou com o eixo 2 (r = -0,56) (tabela 12).

A disposicdo das varidveis temperatura e umidade relativa no eixo 2 de ambos os
gréficos indica a existéncia de uma relacdo direta entre elas (figuras 50 e 51). Em relagdo as
folhas jovens, observa-se que essa associa¢do € complementada pela varidvel valverdo, a qual
estaria refletindo as maiores temperaturas e umidades registradas normalmente nas estagdes
de verdo e primavera que apresentam um fotoperiodo maior (figura 50).

Uma caracteristica particular a ACP das folhas maduras € a associacdo da varidvel
temperatura tanto com eixo 2, como com o eixo 1 (r = 0,50), estabelecendo, no dltimo caso,
uma relagdo direta com as trocas gasosas (figura 51). Tal relacdo evidencia a influéncia da
temperatura nas trocas gasosas das folhas maduras, ao passo que as folhas jovens o efeito da
temperatura seria menor.

A varidvel DPV se correlacionou com eixo 3 nas duas andlises, sendo que na ACP das
folhas maduras ela aparece em posi¢do oposta ao valverdo, indicando uma relacdo indireta
(figura 51).

Foram feitas correlagdes (Pearson) entre os escores do eixo 1, resultantes da ACP das
folhas maduras, e os pardmetros de sintomas foliares induzidos por ozonio. A correlacio
resultou em um coeficiente de -0,61 com os dados de incidéncia, de -0,64 com os dados de
severidade e de -0,58 com os dados do indice de injuria foliar (P < 0,001). A correlacdo entre

os escores do eixo 2 com os dados de sintomas néo foi significativa.

73



21 %

i i i i ] i i i N
Outono 2007 H H H H H H H H
: : : ; N ; : : :
: [ ] !
Primavera 2007 : : : : o : : ; :
x :

w

Veréio 2008 e frosseesneeens frerssse s freseesees
Outono 2008 ; ; ; ; ; [
Inverno 2008

Primavera 2008

Figura 50. Folhas jovens: Ordena¢do das unidades amostrais pelo método de Analise de Componentes
Principais. Abreviatura das varidveis: Ay, assimilagdo liquida de CO, sob radiagdo
fotossinteticamente ativa saturante; g condutdncia estomadtica; E: transpiragdo; valverao:
comprimento do dia; O;: concentragdo acumulada de O; entre 7h00 e 17h00; Temp: temperatura
média; UR: umidade relativa média; DPV: déficit de pressdo de vapor do ar; ppt: precipitagdo
acumulada; Irrad: irradiacdo solar global acumulada. Unidades amostrais: (dias de coleta de dados).

Tabela 12. Correlagdo (Pearson) das varidveis referentes as folhas jovens de Psidium guajava

'Paluma’ com os componentes principais e porcentagem de variabilidade explicada pelos eixos (%) (n
=45).

Componentes Principais

Variaveis Abreviatura 1 2 3
Assimilagdo de CO, At -0,82 0,20 -0,18
Condutancia estomadtica s -0,74 -0,29 -0,27
Transpiragao E -0,62 0,13 -0,33
Comprimento do dia valverao 0,01 -0,56 0,16
Ozdnio 0O; 0,85 0,05 -0,20
Temperatura média Temp -0,27 -0,79 -0,46
Umidade relativa média UR -0,58 -0,69 0,25
Déficit de pressao de vapor DPV 0,47 0,04 -0,81
Precipitagdo acumulada ppt 0,54 -0,66 0,11
Irradiagdo solar Irrad 0,86 -0,33 -0,05
Variancia explicada 40 % 21 % 12 %
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Figura 51. Folhas maduras: Ordenacdo das unidades amostrais pelo método de Andlise de
Componentes Principais. Abreviatura das varidveis: Ay, assimilagdo liquida de CO, sob radiagdo
fotossinteticamente ativa saturante; g condutdncia estomadtica; E: transpiragdo; valverao:
comprimento do dia; O;: concentragdo acumulada de O; entre 7h00 e 17h00; Temp: temperatura
média; UR: umidade relativa média; DPV: déficit de pressdo de vapor do ar; ppt: precipitagdo
acumulada; Irrad: irradiacdo solar global acumulada. Unidades amostrais: (dias de coleta de dados).

Tabela 13. Correlacdo (Pearson) das varidveis referentes as folhas maduras de Psidium guajava

'Paluma’ com os componentes principais e porcentagem de variabilidade explicada pelos eixos (%) (n
=44).

Componentes Principais

Variaveis Abreviatura 1 > 3
Assimilagdo de CO, A 0,77 0,03 0,17
Condutancia estomdtica s 0,62 -0,30 -0,03
Transpiragao E 0,61 0,13 -0,12
Comprimento do dia valverao 0,18 -0,40 0,69
Oz6nio 0O; -0,89 -0,02 -0,05
Temperatura média Temp 0,50 -0,50 0,30
Umidade relativa média UR 0,42 -0,76 -0,36
Déficit de pressao de vapor DPV -0,02 0,42 0,80
Precipitacdo acumulada ppt -0,51 -0,75 0,16
Irradiacdo solar Irrad -0,79 -0,44 0,14
Variincia explicada 35 % 20 % 14%
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4.5.2. Analise de componentes principais: atividade enzimatica antioxidativa

As varidveis bidticas consideradas na ACP da defesa antioxidativa foram a atividade
da enzima superdxido dismutase (SOD), a atividade da enzima glutationa redutase (GR) e a
atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX). Como varidveis abidticas foram
considerados a temperatura média (Temp), a umidade relativa média (UR), o DPV médio
(DPV), a precipitacio acumulada (ppt), a irradiagdo solar global acumulada (Irrad), a
concentragdo acumulada de Os entre o periodo da 7h00 aas 17h00 (Os3) e o fotoperiodo
(valverao), calculado como a distancia dos dias de anédlise em relagdo ao solsticio de inverno
(21 de junho).

A andlise resumiu 55 % da variabilidade total dos dados em seus dois primeiros eixos
de ordenacdo (figura 52 e tabela 14). As principais varidveis associadas ao eixo 1 foram a ppt
(r=-0,87), a Irrad (r = -0,87), a concentracdo de O3 (r = -0,66), o DPV (r =0,58) e a SOD (r =
0,54) (tabela 14). O eixo 2 apresentou como principais varidveis a temperatura (r = 0,86) e a
umidade relativa (r = 0,59).

O eixo 1 da ACP apresentou a oposicdo das varidveis 0z0nio, irradiacdo e precipitacao
com as varidveis SOD e DPV (figura 52). O ozbnio, a irradiagdo e a precipitacio
apresentaram uma relacfo direta entre si, a qual, no caso do Oj e Irrad, ja tinha sido observada
na ACP de trocas. Do eixo 1 é possivel destacar ainda a relagéo inversa entre a SOD e o O3,
indicando que essa enzima respondeu a exposicdo ao poluente diminuindo sua atividade, e
entre o DPV e a precipitagao (figura 52).

O eixo 2 reflete a relacdo direta entre a umidade relativa, a temperatura, o valverdo
(relacdo também verificada na ACP de trocas) e a APX, retratando, possivelmente, a menor
atividade que essa enzima apresentou na exposi¢do de Outono 2008 e inicio do Inverno 2008
(figura 52).

Correlacionado com o eixo 3, que apresenta 18 % da variabilidade dos dados, estdo a
GR (r=0,61),a APX (r =0,51) 0 O3 (r = 0,58), a UR (r =-0,50) e o DPV (r = 0,49) (tabela
14). Embora apresentem o mesmo sentido, os autovetores da APX, GR e Oz possuem
orientacdes diferentes indicando que as varidveis APX e GR nfdo possuem uma relacdo de
proporcionalidade direta com o Os, ou seja, a exposi¢io ao ozdnio ndo influenciou
diretamente na atividade das enzimas GR e APX.

A correlacdo entre os escores do eixo 1 e os parametros de sintomas foliares induzidos
por ozdnio resultaram em coeficientes de -0,62 com os dados de incidéncia, de -0,63 com
os dados de severidade e de -0,59 com os dados do indice de injdria foliar (P < 0,001). A

correlacdo entre os escores do eixo 2 com os dados de sintomas ndo foi significativa.
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Figura 52. Ordenagdo das unidades amostrais pelo método de Andlise de Componentes Principais.
Abreviatura das varidveis: SOD: superdxido dismutase; GR: glutationa redutase; APX: ascorbato
peroxidase; valverdo: comprimento do dia, Os: concentragdo acumulada de O; entre 7h00 e 17h00;
Temp: temperatura média; UR: umidade relativa média; DPV: déficit de pressdo de vapor do ar; ppt:

precipitacdo acumulada; Irrad: radiacdo solar global acumulada. Unidades amostrais: (dias de coleta
de dados).

Tabela 14. Correlacdo (Pearson) das varidveis com os componentes principais e porcentagem de
variabilidade explicada pelos eixos (%) (n = 31).

Componentes Principais

Variaveis Abreviatura 1 > 3
Superéxido dismutase SOD 0,54 0,12 0,19
Glutationa redutase GR 0,13 0,32 0,61
Ascorbato peroxidase APX 0,01 0,71 0,51
Comprimento dia valverao 0,01 0,84 0,24
Ozbnio (OR -0,66 -0,36 0,58
Temperatura média Temp -0,16 0,86 -0,26
Umidade relativa média UR -0,54 0,59 -0,50
Déficit de pressio de vapor DPV 0,58 0,04 0,49
Precipitagdo acumulada ppt -0,87 0,12 0,08
Irradiacdo solar Irrad -0,87 -0,21 0,40
Variancia explicada 29 % 26 % 18%
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4.5.3. Analise conjunta das variaveis biodticas e abioéticas

A andlise de componentes principais conjunta considerou como varidveis bidticas e
abidticas aquelas integrantes da ACP de trocas gasosas das folhas maduras e da ACP da
atividade das enzimas antioxidativas, a excecdo da variavel valverdo.

A ACP conjunta reuniu 55 % da variabilidade total dos dados em seus dois primeiros
eixos de ordenagdo (figura 53 e tabela 15). As principais varidveis associadas ao eixo 1
foram: O3 (r = 0,90), Ay (r = 0,89), Irrad (r = 0,88), g, (r = 0,71), E (r = 0,60) e Temp (r =
0,57). O eixo 2 apresentou como principais varidveis associadas a umidade (r = 0,77), o DPV
(r =0,70), a precipitacao (r = 0,64), as enzimas GR (r = 0,59) e SOD (r = 0,45). E no eixo 3,
somente a APX (r = 0,79) (tabela 15).

Assim como obtido na ACP de trocas, o eixo 1 mostrou um claro antagonismo entre o
O; e as varidveis de trocas gasosas, em especial a Ay (figura 53). Ainda em relagdo ao eixo 1
verifica-se a relagdo direta entre o 0zOnio e a irradiacdo em oposi¢do aos parametros de trocas
(também observada nas andlises anteriores), e entre as varidveis de trocas e temperatura
(observada na ACP de trocas das folhas maduras) (figura 53).

Diferentemente da disposicdo apresentada na andlise da atividade enzimatica, ndo foi
observada a oposicdo da SOD com o Os. Essa enzima, junto a GR, ficaram associadas com o
eixo 2, o qual ainda indica uma relagéo indireta entre 0 DPV e as varidveis precipitacdo e
umidade (figura 53).

O eixo 3 mostrou a relacdo entre as enzimas GR e APX, associadas com a
temperatura.

As correlacdes entre os escores do eixo 1 e os pardmetros de sintomas foliares
induzidos por ozo6nio resultaram em coeficientes de -0,65 com os dados de incidéncia, de
-0,67 com os dados de severidade e de -0,64 com os dados IIF (P < 0,001). A correlacdo

entre os escores do eixo 2 com os dados de sintomas nao foi significativa.
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Figura 53. Ordenagdo das unidades amostrais pelo método de Andlise de Componentes Principais.
Abreviatura das varidveis: Ag,: assimilacdo liquida de CO, sob radia¢do fotossinteticamente ativa
saturante; g;: condutincia estomdtica; E: transpiracdo; SOD: superdxido dismutase; GR: glutationa
redutase; APX: ascorbato peroxidase; Os: concentracdo acumulada de O; entre 7h00 e 17h00; Temp:
temperatura média; UR: umidade relativa média; DPV: déficit de pressdo de vapor do ar; ppt:
precipitacdo acumulada; Irrad: irradiacdo solar global acumulada. Unidades amostrais: (dias de coleta
de dados).

Tabela 15. Correlagdo (Pearson) das varidveis com os componentes principais e porcentagem de
variabilidade explicada pelos eixos (%) (n = 25).

Componentes Principais

Variaveis Abreviatura 1 2 3
Assimilagdo de CO, At 0,89 -0,05 0,11
Condutancia estomadtica g5 0,71 -0,28 -0,09
Transpiragao E 0,60 0,16 -0,01
Superdxido dismutase SOD 0,25 0,45 -0,25
Glutationa redutase GR 0,04 0,59 -0,48
Ascorbato peroxidase APX 0,09 0,36 -0,79
Ozbnio (OR -0,90 0,01 -0,09
Temperatura média Temp 0,57 -0,38 -0,52
Umidade relativa média UR 0,47 -0,77 -0,29
Déficit de pressdo de vapor DPV -0,07 0,70 -0,18
Precipitacdo acumulada ppt -0,52 -0,64 -0,43
Irradiagdo solar Irrad -0,88 -0,33 -0,28
Variancia explicada 34 % 21 % 13 %
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5. DISCUSSAO

5.1 Condicoes meteoroldgicas e qualidade do ar

Uma caracteristica marcante observada nas manifestacdes climaticas durante o periodo
de estudo foi a ocorréncia de grandes oscilagdes na temperatura e na umidade relativa em uma
mesma estagdo, como se verifica nas figuras 15 e 16, evidenciando uma fraca sazonalidade.
Contudo, a variagdo na quantidade de precipitacio entre as estagdes permite uma
diferenciagdo em épocas de periodo mais secos e mais chuvosos (figura 17).

E caracteristico dos meses de outono e inverno apresentar grande estabilidade
atmosférica, maior freqiiéncia de inversdes térmicas e baixa precipitacdo, condicdes que
dificultam a dispersdo dos poluentes primdrios causando seu confinamento na baixa atmosfera
(CETESB 2009). Supde-se que tais condicdes meteorolégicas possam ter colaborado para as
altas concentracdes de NO, e NO verificadas no periodo de estudo durante as exposi¢cdes de
Inverno 2008 e Outono 2008. Em conformidade, o Relatério de Qualidade do Ar no Estado
de Séo Paulo (CETESB 2009) relata que no ano de 2008, a maioria dos dias desfavoraveis a
dispersdo de poluentes na Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP) ocorreu nos meses de
maio, julho e agosto.

A WHO (2000) e a UN/ECE (2004) estabelecem um nivel critico de 75 pg m™ de NO,
(soma das concentragdes médias didrias de NO e NO,) para a ocorréncia de efeitos adversos a
vegetacdo nativa de regides com clima temperado, valor ultrapassado na exposi¢do de Inverno
2008 (média de 54 ug m= de NO, e 38 ug m3 de NO). Contudo, s@o considerados como
‘adversos’ desde o estimulo no crescimento até a ocorréncia de efeitos téxicos (UN/ECE
2004). Uma vez que o nitrogénio € um macronutriente especialmente importante as plantas,
seus Oxidos se tornam fitotoxicos somente quando sua concentracio no ar €
consideravelmente alta (Mansfield 2003).

Wellburn (1993), em uma revisdo sobre os efeitos do NO, e NO em plantas, cita
estudo que identifica uma concentracdo minima de cerca de 1.080 ug m3 de NO, e de 720 ug
m3 de NO, por 90 minutos, para ocorréncia de inibi¢do na fotossintese em Avena sativa e
Medicago sativa. Dado que o periodo mais critico no presente estudo, em relacdo as
concentragdes de NOy, foi durante as exposi¢des de Outono 2008 e Inverno 2008, cuja
concentracdo média de NO, e NO foi de 51 pg m3 e 25 ug m™3 e maxima horéria de 401 pg
m3 e 407 ug m3, € possivel concluir que as concentragdes de NO, e NO registradas no PEFI
ndo foram téxicas a Psidium guajava ‘Paluma’, mesmo considerando-se que a sensibilidade

da espécie a esses poluentes ndo € conhecida.
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Devido a maior intensidade de irradiacdo solar e temperaturas mais elevadas, espera-se
que a maior freqiiéncia de episddios de altas concentracdes de Oz ocorra nas estagdes de
primavera e verdo (setembro a marco) (CETESB 2009). Contudo, comparada as demais
exposicoes, a Primavera 2007 e o Verao 2008 apresentaram as menores concentragdes médias
de O; e baixos valores para os indices de exposicdo acumulada (EAOr e EAO,qp). De acordo
com os dados do Relatério de Qualidade do Ar no Estado de Sao Paulo (CETESB 2009), no
periodo de setembro de 2007 a marco de 2008 houve muitos dias de precipitacdo e maior
nebulosidade na RMSP, resultando em uma menor quantidade de episédios com altas
concentracdes de O3 comparado aos anos anteriores.

Diferentemente das regides de clima temperado, que apresentam episddios de altas
concentracdes de O; tipicamente restritos ao verdao, dados da CETESB (2009) obtidos entre
1999 e 2008 mostram que a ocorréncia de periodos com altas concentragdes de ozonio em
Sdo Paulo é um evento comum a todas as estagdes (CETESB 2009), conforme constatado
neste estudo onde se verificou altas concentracdes médias do poluente nas estagdes de outono
de 2007 e de inverno de 2008.

A variacdo no perfil didrio da concentragio de ozonio (figura 20) reflete a influéncia
da radiag@o na formacgdo do poluente. De acordo com Massambani & Andrade (1994), o
caracteristico pico noturno observado nos perfis de concentracdo de Os;, inclusive no perfil
obtido no PEFI, se deve a circulacdo atmosférica e, portanto, a um aporte de ozonio.

A correlagd@o entre as concentragdes hordrias de ozonio e os valores hordrios do DPV
indicou que altas concentracdes de Oz ocorreram, na maior parte das vezes, junto a altos
valores de DPV. Muramoto et al. (2003) constataram que a maior parte das ultrapassagens do
padrdo de qualidade do ar para o oz6nio na RMSP ocorre com umidade relativa inferior a
60% e em dias com irradiacdo solar acima de 600 W m?, condi¢cdes que contribuiriam para
um DPV mais alto.

Com base nas concentragdes de O3 pode-se dizer que prevaleceram no periodo de
estudo exposi¢cdes do tipo cronico, com o predominio de concentragdes hordrias baixas e
episodios de altas concentracdes restritos a poucos dias durante as exposi¢des (Bray et al.
2000).

No entanto, ao contrario do esperado para uma area com as caracteristicas do PEFI, ou
seja, afastada de fontes emissoras de poluentes primarios e rodeada por fragmentos florestais,
ocorreram poucos episddios de altas concentragdes de 0zonio e concentragdes consideraveis
de NO; e, especialmente, de NO, sendo que este ultimo pode ter influenciado nas baixas
concentragdes visto que este 6xido reage com o 0zénio (Jacob 1999). Mas, ainda assim, as

concentragdes de O3 obtidas ao longo do dia no PEFI foram suficientes para a ocorréncia do
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estresse oxidativo em Psidium guajava 'Paluma’ e para a manifestacdo de sintomas foliares

visiveis induzidos por Os.

5.2 Sintomas foliares visiveis

A manifestacdo de sintomas foliares visiveis induzidos por Oz em Psidium guajava
'Paluma’ durante todas as exposi¢des evidenciou a ocorréncia de concentracdes fitotdxicas
desse poluente no PEFI. Tais sintomas, que se caracterizavam por pontuacdes avermelhadas
na superficie adaxial, foram similares aos ja descritos por Furlan et al. (2007) e Pina &
Moraes (2007) para esta cultivar e estavam em conformidade com o padrio estabelecido na
literatura (Sanz et.al. 2002, Novak et al. 2003).

A manifestacdo de pontuacdes vermelho-amarronzadas, denominadas de pigmentacio
ou bronzeamento, constitui uma forma de injiria cronica resultante da formacao e actimulo,
dentro da célula viva, de pigmentos fendlicos, como a antocianina, quinonas polimerizadas ou
proteinas (Krupa & Manning 1988, Heath et al. 2009).

Rezende & Furlan (2009) verificaram que a intensificacdo dos sintomas foliares
visiveis em individuos jovens de 'Paluma’, expostos a variadas concentra¢des de ozodnio,
esteve associada ao aumento nos niveis de antocianina e de taninos totais. As autoras
concluiram que provavelmente as antocianinas sdo responsdveis pelo aspecto avermelhado
dos sintomas foliares visiveis em 'Paluma’.

As antocianinas podem atuar tanto na fotoprote¢do das folhas, dissipando o excesso de
luz que provocaria danos, como na destoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (Yamasaki
et al. 1997, Gould et al. 2002, Neill & Gould 2003, Hughes et al. 2005).

Koukol & Dugger (1967) constataram que a coloragdo avermelhada nas folhas de
Rumex crispus em resposta ao ozonio foi conseqiiéncia da formacgao e acimulo de antocianina
(cianidina glicosideo) e que este fendmeno ndo esteve acompanhado da perda de clorofila
endogena. Silva & Moraes (dados nio publicados), em estudo conduzido no admbito do
projeto que este estudo integra, determinaram a concentracdo de clorofila em folhas das
mesmas plantas aqui analisadas e verificaram que a concentracdo de clorofila manteve-se
constante. Desse modo, pode-se concluir que a manifestacdo de pontuagcdes avermelhadas em
'Paluma’ apds exposi¢do ao 0zonio, muito provavelmente decorre do aumento da produgio e
acumulo de antocianina e ndo € acompanhada pela degradacdo da clorofila.

Enquanto alguns autores diferenciam a manifestacdo de cloroses e necroses foliares
induzidas por ozo6nio (injuria foliar) da pigmentagdo (sintoma foliar) (De Temmerman et al.
2004, Dizengremel et al. 2008), outros autores classificam todos esses trés tipos de

manifestagdo como injuria visivel (Krupa & Manning 1988, Heath ez al. 2009).
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Em estudo com Virbunum lantana, Prunus avium e Fraxinus excelsior, espécies de
clima temperado sensiveis ao ozdnio, Gravano et al. (2004) verificaram que as alteragcées
anatdmicas e ultraestruturais nas folhas de Fraxinus excelsior (cujo sintoma visivel se
caracteriza por pontuagdes necréticas) sdo indicativos de uma resposta hipersensivel, dada a
ocorréncia de células colapsadas e de caloses nas paredes celulares; ao passo que nas folhas
de V. lantana e P. avium (cujo sintomas foliares visiveis se caracterizam como pontuagdes
avermelhadas decorrente do acimulo de antocianina) néo ocorre esse tipo de resposta, dada a
auséncia de células colapsadas e de um padrdo na distribuicdo das caloses. Os autores
concluem que o actimulo de antocianina induzido por ozdnio nas folhas de V. lantana e de P.
avium ndo indicaria uma injiria ou dano, mas evidenciaria o desencadeamento de um
mecanismo de defesa. Da mesma forma, o actimulo de antocianina induzido por ozonio nas
folhas de Psidium guajava 'Paluma’ seria mais bem caracterizado como um sintoma foliar do
que como uma injuiria. Contudo, embora ndo haja perda de clorofila ou morte celular, a longo
prazo os processos bioquimicos desencadeados pelo oz6nio em 'Paluma’ implicariam em um
custo metabdlico. Nesse sentido, Saleem et al. (2001) observaram que o aumento do
conteudo fendlico nas folhas de Betula pendula sob exposi¢cdo ao ozdnio, correlacionou-se
com a reducdo no crescimento, indicando que a alocacdo de carbono foi alterada em direcdo a
formacdo de compostos de defesa em detrimento de outros processos fisioldgicos.

A variagdo na EAOrp (exposi¢do acumulada de oz6nio) e no numero de dias que
antecederam a manifestacdo de sintomas foliares visiveis em 'Paluma’, observada nas
diferentes exposicdes (tabela 06), também foi constatada por Pina & Moraes (2007) e Pina &
Moraes (Pina & Moraes 2010) em experimento sob condicdes ambientais no Parque
Municipal do Ibirapuera. As autoras verificaram a manifestacio de sintomas foliares em
'Paluma’ ap6s EAOr de 341 ug m3 e 40 dias de exposicdo, 1.156 pg m3 e 13 dias de
exposicdo e 1.495 ug m3 e 7 dias de exposi¢do durante, respectivamente, as estagdes de
inverno, primavera e verdo de 2006 (Pina & Moraes 2007) e ap6s EAOgr de 1.186 ug m3 e 48
dias de exposi¢ao, 2.790 pg m3 e 75 dias de exposicdo e 487 pg m3 e 13 dias de exposicao
durante, respectivamente, as estacdes de verdo, outono, inverno de 2007 (Pina & Moraes
2010).

Tal variacdo também foi observada em outros estudos, como o de Pefiuelas et al.
(1999) que verificaram uma grande variacdo na EAOg (de 196 pg m3 a 2.940 ug m™ de O3)
que antecedeu a manifestagcdo de injurias foliares visiveis induzidas por ozdnio em Nicotiana
tabacum 'Bel W3' em exposicdo sob diferentes condi¢cdes ambientais.

A condi¢@o sine qua non para a manifestacio de sintomas foliares induzidos por

ozdnio € que, além da ocorréncia de Oz na troposfera, este poluente seja absorvido pelas
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plantas por meio dos estdmatos, desencadeando processos fisioldgicos, os quais poderdo
resultar na manifestacio de sintomas foliares visiveis. Por conseguinte, fatores ambientais
como a umidade do ar, temperatura, DPV, umidade do solo, velocidade dos ventos,
irradidncia; e fatores bioldgicos como a variabilidade genética e estddio de desenvolvimento,
ao intervirem na condutincia estomdtica, acabam por determinar uma maior ou menor
absor¢do do O3 pelas plantas e, consequentemente, interferem na manifestacdo dos sintomas
foliares visiveis (Pefiuelas er al. 1999, Schaub et al. 2003, Manning 2003, EPA 2006, Klumpp
et al. 2006, Heath et al. 2009).

Entre os fatores citados acima, o DPV é uma reconhecida fonte de variacdo na
manifestacdo dos sintomas foliares visiveis induzidos por ozdnio, uma vez que altos valores
de DPV pressupdem condigdes climédticas sob as quais as plantas manteriam seus estomatos
fechados e, portanto, ndo absorveriam o poluente (Balls et al. 1996, Emberson et al. 2000,
Piikki et al. 2008, Then et al. 2009). Desse modo, procurou-se relacionar os valores de DPV
e as concentracdes de O3 registradas no periodo que antecederam a manifestagdo de sintomas
foliares em 'Paluma’, visando identificar uma possivel causa para as diferencas (figuras 29, 30
e 31). Contudo, embora os grificos mostrem que periodos com baixo DPV e altas
concentragcdes de O3 antecederam a manifestagdo, ndo foi encontrada uma clara relagdo entre
essas variaveis indicando a provavel influéncia de outros fatores, tal como a precipitacao.
Pina & Moraes (2007) relatam que individuos de 'Paluma' que haviam passado por um
periodo de chuva que durou algumas semanas e que, portanto, estavam bem irrigados e
expostos a condi¢cdes ambientais sem ozOnio, apresentaram uma rdpida manifestacdo de
sintomas foliares apds uma baixa EAOg. Na exposi¢do de Verdo 2008 os sintomas foliares
visiveis induzidos por O3 apareceram apds EAOg de 2 pg m3, um valor muito baixo, contudo
essa exposicdo registrou a maior quantidade de precipitacdo (figura 17), o que pode ter
acarretado na absorcdo efetiva das baixas concentracdes de Oz presentes no ambiente com a
conseqiiente manifestacio de sintomas foliares.

Observa-se, portanto, que ndo hd um limiar fixo, no que se refere a EAOF e derivacdes
para a manifestacdo de sintomas foliares em 'Paluma’, haja vista a influéncia de fatores
climaticos, como o DPV e a precipitacdo, nesse processo.

Embora os exemplares de 'Paluma’ das exposi¢des de Outono 2007 e de Verdo 2008
tenham apresentado sintomas foliares mais rapidamente (ap6s 9 e 19 dias de exposi¢do), os
maiores valores de severidade, incidéncia e IIF foram encontrados na exposicdo de Primavera
2007 (manifestacdo inicial de sintomas aos 33 dias). Calatayud er al. (2007) também
verificaram resultado semelhante em quatro espécies do género Acer e discutem que uma

rapida manifestacdo de sintomas foliares ndo implica em uma maior porcentagem de folhas
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afetadas na planta ao final do periodo de exposi¢do. Orendovici et al. (2003) verificaram em
estudo que avaliou a manifestacdo de sintomas foliares induzidos por 0zénio em espécies
nativas da Espanha e dos EUA sob exposi¢do controlada, que enquanto alguns individuos de
uma mesma espécie apresentaram uma alta sensibilidade, outros mostraram-se
assintomaticos. Chappelka et al. (2003) e Davison et al. (2003), em estudo com Rudbeckia
laciniata, espécie sensivel ao 0zdnio que ocorre naturalmente no Parque Nacional Great
Smoky Mountains (EUA), concluiram que a variagdo no desenvolvimento de sintomas
foliares visiveis induzidos por ozonio em duas populagdes dessa espécie provavelmente seria
devido as diferencas nas condi¢des ambientais e a variabilidade genética. De maneira similar,
os fatores ambientais podem ter colaborado para as diferencas nos valores da incidéncia,
severidade e IIF em 'Paluma’.

A associacdo entre o desenvolvimento dos sintomas foliares visiveis em Psidium
guajava 'Paluma' e a EAOr obtidos no experimento em tela foi mais fraca (12 = 0,15 com IIF;
p < 0,05, tabela 07) que a obtida por Furlan et al. (2007) com a mesma cultivar (12= 0,91 com
IIF; p < 0,05) em condicdes controladas (exposicdo em cdmara de topo aberto). No entanto,
encontra-se mais proxima a associacdo obtida por Pina & Moraes (2007) em estudo com
'Paluma’ sob condi¢des ambientais na cidade de Sdo Paulo (12 = 0,38 com IIF; p < 0,05).

A regressdo linear entre sintomas foliares e 0ozOnio, muito ttil em estudos realizados
sob condig¢des controladas (concentracdo constante de O3 e condigdes micrometeoroldgicas
estdveis), tem pouca aplicabilidade em estudos como este, realizado em condi¢des de campo.
Neste caso, essa técnica que considera a interacdo de apenas duas varidveis, é limitada por
conta da diversidade de intera¢des que podem simultaneamente agir sobre a resposta da planta
(Ashmore 2005, Ferreti et al. 2007). Dessa forma, era esperado uma fraca associag@o entre as
concentracdes de Oz e os sintomas foliares obtidos em 'Paluma’ expostas no PEFIL
Adicionalmente, partindo-se do pressuposto que normalmente demora algum tempo para que
os sintomas foliares induzidos por Oz se desenvolvam, a exposicdo acumulada de oz6nio
considerada no célculo da regressdo ndo necessariamente € aquela responsdvel pelo
desenvolvimento do sintoma foliar (Klumpp et al. 2006).

Heath et al. (2009) discutem que a nao-linearidade entre a concentracdo de O3 e a
resposta induzida nas plantas € uma condi¢@o esperada dada a existéncia de fatores intrinsecos
a planta (variacdo na atividade do sistema antioxidativo e absor¢do de ozdnio) e fatores
ambientais que irdo interferir na dose efetiva de O;. Nesse sentido, Krupa et al. (1993), ap6s
experimento com Nicotiana tabacum 'Bel-W3' no qual verificou-se uma baixa associacio
entre injurias foliares e ozonio (12 = 0,30), assumem que a cultivar pode ser utilizada como

indicador qualitativo da exposicdo ao Oz, mas ndo como indicador quantitativo. Igualmente, a

85



manifestacdo e progressdao de sintomas foliares visiveis induzidos por ozoénio em 'Paluma’
verificados durante o periodo de estudo corroboram sua sensibilidade ao ozo6nio (Furlan et al.
2007, Pina & Moraes 2007), apresentando, no entanto, como esperado, uma resposta

qualitativa, ou seja, ndo linear.

5.3 Trocas Gasosas

A andlise de componentes principais evidenciou um forte antagonismo entre o O3 e os
parametros de trocas gasosas obtidos em Psidium guajava 'Paluma’, indicando que a
exposicdo acumulada de ozo6nio pode ter influenciado o declinio da assimilagdo de CO; sob
radiacdo fotossinteticamente ativa saturante (Agy), da condutincia estomadtica (gs) e da
transpiracdo (E). Ressalva-se que tal relacdo foi verificada tanto na andlise das folhas
maduras quanto na andlise das folhas jovens (figuras 50 e 51) indicando, dessa maneira, que
ainda que possa haver algum efeito do envelhecimento nos resultados obtidos nas folhas
maduras de 'Paluma’, esse efeito foi intensificado pela exposi¢do ao ozonio.

Alteracdes nas trocas gasosas decorrentes do estresse oxidativo induzido por Os nas
plantas foram relatadas em diversos estudos (EPA 2006). Dessas alteracdes destacam-se a
reducdo na assimilacdo de CO, e a reducdo na condutincia estomatica (Schaub et al. 2003,
Novak et al. 2005, Moraes et al. 2006, Witting et al. 2007). Contudo, a seqiiéncia de eventos
no aparato fotossintético ainda ndo estd clara. Enquanto algumas pesquisas averiguaram que
inicialmente ocorre uma reducao na condutincia com a conseqiiente reducao na assimilacio
(Plazek et al. 2000, Nali et al. 2004, Kitao et al. 2009), outras indicam que a assimilag¢do de
CO; ¢ inicialmente afetada seguindo-se da reducdo na condutincia (Farage er al. 1991,
Noormets et al. 2001, Bagard et al. 2008).

Em geral, e na maior parte das modelagens fisioldgicas, assume-se que a abertura
estomdtica é fortemente acompanhada pela fotossintese e governada pela concentragdo interna
de gas carbonico (Grulke ef al. 2007). Guidi et al. (2001), em experimento com Populus x
euramericana, verificaram, apds exposicao ao 0zonio, que a concentragdo interna de CO; ndo
variou, ao contrario da fotossintese e da condutincia que apresentaram uma reducdo
significativa. Com base nesses resultados, os autores concluiram que a redugdo na taxa
fotossintética ndo foi somente devido a redugdo na g, mas também devido a uma menor
capacidade de assimilacdo das células do mesofilo, uma vez que a Ci ndo variou.

Nesse sentido, Kitao et al. (2009) concluiram que a reducdo na A, verificada em
individuos adultos da espécie Fagus sylvatica, ap6s dose cronica de Os, foi principalmente

devido a uma limitacdo estomadtica, visto que houve uma reducdo na Ci. Outros estudos,
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também se basearam nas alteragcdes na Ci para concluir sobre a seqiiéncia de eventos
desencadeada pelo 0zonio na fotossintese (Calatayud er al. 2003, Calatayud et al. 2007).

Os resultados obtidos nas folhas de 'Paluma’ mostram, ao final dos periodos de
exposicdo, a ocorréncia de redugcdo em Ay, na condutdncia estomatica, na transpiracdo e
aumento na concentracdo interna de CO,. Embora essas alteragcdes ndo tenham sido
concomitantes € nem mesmo uma constante ao longo das exposicdes (em algumas exposi¢des
ndo foram verificadas diferencas significativas), pode-se concluir que, no presente estudo, a
diminui¢do na condutincia estomdtica ndo seria a causa principal de reducdo na Ag. Em
acréscimo, a correlacdo positiva entre os dados de Ay, € de gs obtidas nas folhas de 'Paluma’
em todas as exposi¢Oes (tabela 09) indica que ndo houve desacoplamento entre a Agy € g5 €
que, portanto, nao houve danos aos estobmatos ou perda de controle estomatico (Bortier et al.
2000, Paoletti & Grulke 2005).

Segundo alguns autores (Volin et al. 1993, Tjoelker et al. 1993, Wei et al. 2004,
Orendovinci-Best et al. 2008), a razio Ag/gs, ou seja a EUAI, esta fortemente relacionada a
quantidade de sintomas foliares induzidos por Os, dado que altas taxas de fotossintese podem
contrabalancear a acdo do O3 ao fornecer maior quantidade de poder redutor (NAD(P)H e
ATP) para os processos de defesa e reparo. No entanto, os dados de EUAi obtidos em
'Paluma’ ndo permitem concluir sobre essa relacio visto que os mesmos ndo, necessariamente,
foram obtidos em individuos que apresentavam sintomas foliares. Contudo, verifica-se que as
exposicdoes com manifestagdo de sintomas foliares mais intensos (Primavera 2007 e Outono
2007) apresentaram baixa EUAi quando comparada as demais (tabela 10).

Embora os pardmetros de trocas gasosas nas folhas com diferentes idades tenham sido
afetados pela exposicdo ao ozonio, quando se considera os valores obtidos no inicio e no fim
do periodo das diferentes exposicdes, verifica-se que as folhas maduras apresentaram a maior
quantidade de diferencas significativas e maior porcentagem de variagdo relativa (tabela 08).
Esse resultado era esperado dado que as folhas maduras das espécies arbdreas sdo mais
suscetiveis ao 0zonio do que as folhas mais novas, recém expandidas (Pidikkonen et al. 1995,
Wei et al. 2004). Segundo Pell er al. (1994), ao aumentar a degradacdo da Rubisco e reduzir
sua sintese (perda do RNAm das subunidades da Rubisco), o ozdnio causaria uma maior
carga de distirbios nas folhas maduras, pois estas naturalmente apresentam uma menor
sintese protéica.

Novak et al. (2005) em estudo com individuos jovens de Viburnum lantana, Fraxinus
excelsior e Populus nigra sob exposi¢do ao ozonio, verificaram que as maiores redugdes na
Agae corresponderam ao inicio da manifestacao de sintomas foliares visiveis. Calatayud et al.

(2007) observaram a reducdo da Ay e da g, em folhas sintomdticas e assintomaticas,
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enquanto que Moraes et al. (2006), em estudo com Caesalpinia echinata observaram reducio
na Agy € na g na auséncia de sintomas foliares induzidos por Os. No presente estudo, as
andlises de trocas gasosas em 'Paluma’ ocorreram na maioria das vezes em folhas
assintomadticas, mas pertencentes a individuos que possuiam folhas com sintomas foliares,
geralmente, no 1° e 2° nés, condicdo que permite concluir que a manifestacdo de sintomas
foliares visiveis em 'Paluma’ é precedida de alteragdes nas trocas gasosas.

Adicionalmente, a correlacdo significativa obtida entre os parimetros dos sintomas
foliares e os escores oriundos da andlise de componentes principais aplicada aos dados
resultantes das medidas de trocas gasosas indicou que o desenvolvimento de sintomas foliares
em 'Paluma’, além de estar diretamente relacionado a uma maior exposicio ao Oj;, estd
relacionado a uma menor capacidade de assimilacdo. Exposi¢des cronicas ao O3, como a
verificada no PEFI durante o periodo de estudo, afetam inicialmente os processos
metabdlicos, como a fotossintese, ndo provocando ou provocando mais tardiamente a
manifestacdo de injurias foliares visiveis (Bray et al. 2000, EPA 2006, Gielen et al. 2007,
Overmyer et al. 2009). Ressalva-se, no entanto, que conforme discutido anteriormente, para
'Paluma’ os sintomas foliares visiveis induzidos por 0zénio estariam atuando mais como uma
forma de protecdo do que como injuria.

Na andlise de componentes principais referente as trocas gasosas das folhas jovens e
maduras, a irradiancia global mostrou forte associagdo com o Oj; e forte antagonismo com a
Asa, g € E. Disposi¢do que pode retratar tanto o processo fotoquimico de formacdo do
0zOnio, quanto a ocorréncia de fotoinibicdo, uma vez que as plantas permaneceram expostas
diretamente sob luz solar. A fotoinibi¢do decorre da exposicdo a niveis de energia luminosa
que excedem a capacidade de utilizag@o pela fotossintese levando a inativagdo dos centros de
reacdo do fotossistema II (FSII), ao aumento na dissipagc@o de energia térmica, a produgdo de
oxigénio singleto e de radicais superoxido e, em ultimo caso, danificando o aparato
fotossintético (Demmig-Adams & Adams III 1992, Taiz & Zeiger 2009).

Altos niveis de O3z e de energia luminosa sdo dois fatores de estresse que geralmente
ocorrem simultaneamente dado que uma alta intensidade de radiagdo € condi¢@o essencial
para a formac@o de 0zonio na troposfera. Uma vez que o ozdnio afeta a atividade da Rubisco,
reduzindo a eficiéncia de carboxilacdo das folhas, ha o acimulo de energia de excitagdo, o
qual pode suplantar os mecanismos de dissipacdo de energia existentes no cloroplasto levando
a fotoinibi¢do (Dann & Pell 1989, Guidi et al. 2002). Além disso, sob condi¢cdes ambientais
estressantes, tais como a presenca de O3, mesmo niveis moderados de radiacdo podem
promover a fotoinibicdo (Powles 1984). Dessa forma, se houve fotoinibicdo em ‘Paluma’

essa foi intensificada pela exposicio ao O; e pela reducdo na assimilacio de CO..
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Corroborando esta hipdtese, Guidi et al. (2002) observaram que individuos jovens de
Phaseolus vulgaris 'Pinto’ expostos concomitantemente aos tratamentos de fumigagdo com
0zoOnio e alta intensidade luminosa apresentaram maior reducéo na assimilagdo de CO, do que
aqueles individuos que permaneceram expostos aos tratamentos separadamente. Ademais,
uma vez que o FSII é suscetivel ao estresse oxidativo induzido por 0zdnio (Sane et al. 1996),
a ocorréncia de alteragdes nessa estrutura podem per se terem colaborado para o declinio na
Asar em 'Paluma’, contudo, dado que ndo foram realizadas andlises de fluorescéncia, ndo foi
possivel verificar tal hipétese.

Ainda em relagdo a ACP, observa-se que na andlise das folhas maduras, a temperatura
esteve positivamente associada com os parametros de trocas, embora com uma correlacio
mais fraca que a estabelecida pelo Os e pela irradiacdo. O efeito da temperatura sobre as
trocas gasosas ¢ bastante conhecido (Larcher 2000) e era esperado como constatado no inicio
da exposi¢do de Inverno 2008.

Embora ainda sejam necessdrias mais estudos com a avaliagcdo de outros parametros,
como curvas de resposta a luz, curvas de resposta ao CO, e medidas de fluorescéncia da
clorofila a, assume-se que provavelmente a diminui¢cdo na A, verificada em Psidium guajava
'Paluma’ exposta as condi¢cdes ambientais no PEFI seja conseqiiéncia de distirbios causados
indiretamente pelo O; na etapa de carboxilacdo e/ou na etapa fotoquimica e intensificados
pela radiacdo. A redugfo na condutincia seria uma resposta ao aumento das concentracdes
internas de CO,. Todavia, mesmo como um efeito secunddrio ao 0z6nio, uma menor g

contribui para limitar a assimilacio de carbono (Bortier et al. 2000).

5.4 Atividade Enzimatica Antioxidativa

Diferentemente dos parametros de trocas gasosas, a resposta da atividade enzimadtica
antioxidativa ao ozo6nio em 'Paluma’ foi menos evidente.

De acordo com a andlise de componentes principais, as varidveis que apresentaram
relacdo mais forte com o eixo 1 foram a atividade da SOD, precipitacao, irradiacdo, exposicao
ao ozonio, UR e DPV (figura 52). A relacdo inversa da SOD com essas varidveis, a exce¢do
do DPV, indica que a atividade da SOD mostrou um aspecto sazonal, sendo menor nos
periodos com precipitacio e irradiagdo mais altas, como verificado na exposi¢ao de Primavera
e Verdo de 2008. Periodos com essas caracteristicas correspondem também aos de maiores
concentragdes de ozonio, conforme evidenciado na ACP onde a terceira maior correlagdo com
o eixo 1 foi estabelecida com o Os;. A ACP também indicou que a atividade da enzima
aumentou junto com um maior DPV, o que retrataria a relagdo inversa estabelecida pela SOD

com a precipitacdo (atividade da SOD diminui com o aumento da precipitacdo, a qual € menor
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nas estagdes de inverno e outono, épocas mais secas). Por outro lado, a redugdo na atividade
da SOD verificada nas exposi¢des de Verdo 2008 e Primavera 2008 também pode estar
associada ao processo de senescéncia das folhas maduras (Polle er al. 1989, Bowler et al.
1992). Tresmondi (dados ndo publicados), realizou estudo ultraestrutural nas folhas maduras
de 'Paluma’ utilizadas neste estudo e constatou a ocorréncia de senescéncia celular acelerada,
confirmando a ocorréncia do estresse oxidativo induzido por o0zonio.

A resposta da SOD aos poluentes atmosféricos ndo é especifica (Li 2003). Enquanto
alguns estudos relatam uma maior atividade da enzima nas folhas de plantas expostas ao
ozonio (Gupta et al. 1991, Li 2003, Nali et al. 2004, Bulbovas et al. 2007, Esposito et al.
2009), outros estudos ndo observaram nenhuma variagdo na atividade (Nali et al. 2004,
Moraes et al. 2006).

Sheng et al. (1993) ndo encontraram alteracdes na atividade da SOD nas folhas de trés
cultivares de soja ("Essex", "Willian82" e "Dare"), mesmo apds uma exposi¢do aguda ao O;
(392 pg m3 por 4 horas). Ji Keutgen & Pawelzik (2008) verificaram uma reducio
significativa na atividade da SOD apopldstica nas folhas de Fragaria x ananassa 'El Santa'
(morangueiro) apds exposi¢do ao ozonio (155 pg m3 de O3 por 8 horas durante exposicao de
sete dias e de dois meses conduzidas por dois anos consecutivos) € em comparagio aos
exemplares que permaneceram sob ar filtrado. Tanto Sheng er al. (1993), quanto Keutgen &
Pawelzik (2008) concluiram que nas plantas estudadas a SOD ndo estaria diretamente
envolvida no sistema de destoxificacdo de efeitos induzidos pelo ozdnio. De fato, a auséncia
de uma resposta da SOD ao ozonio em Psidium guajava 'Paluma’ também foi observada por
Dias et al. (2007) e Pina & Moraes (2010) que em condi¢des experimentais e ambientais
préximas as do caso em tela chegaram a conclusdo similar aqueles de Sheng er al. (1993) e
Keutgen & Pawelzik (2008).

Embora também tenham verificado uma redug@o na atividade da SOD em folhas de
Lycopersicon esculentum 'Tiny Tim' devido a exposicdo ao ozodnio, Calatayud & Barreno
(2001) concluiram que a redugdo pode ser conseqii€éncia de uma alta concentra¢do de H,Os,
desencadeada pelo O3, o qual inibiria a atividade da SOD. No entanto, € pouco provavel que
tal condicdo tenha ocorrido em 'Paluma’, visto que a EAOg no experimento de Calatayud e
Barreno (2001) (200.000 pg m™ por 100 dias) foi muito maior que a observada no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga (382 ug m e 983 ug m™ por 80 dias).

Em relacdo as enzimas APX e GR, verificou-se uma atividade constante, no caso da
GR, ou praticamente constante, no caso da APX. A andlise de componentes principais
retratou a auséncia de influéncia direta da exposicdo ao 0zOnio na atividade dessas enzimas.

Resultado semelhante foi obtido por Calatayud & Barreno (2001) que verificaram que a
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atividade da GR e da APX em Lycopersicon esculentum 'Tiny Tim' expostos ao 0z6nio nao
diferenciou daqueles expostos ao ar filtrado. Contrariamente Woo et al. (2007), observaram
uma maior atividade das enzimas GR e APX nos exemplares de Erythrina orientalis que
permaneceram em dreas poluidas (SO, e O3) em comparagdo com dreas ndo poluidas. Ja
Pasqualini et al. (2001), observaram que, 60 horas depois do término da exposi¢do ao Oz (294
png m3 de Oz por 5 horas), a atividade da GR nas folhas maduras e velhas das cultivares
Nicotiana tabacum 'Bel-W3' e Nicotiana tabacum 'Bel B' era igual a atividade encontrada nas
mudas da drea controle (ar filtrado); em compensagdo, a APX apresentou uma atividade mais
variada, com maior nivel nas folhas maduras de 'Bel B' e menor nivel nas demais folhas
analisadas (folhas maduras e velhas de 'Bel-W3' e folhas velhas de 'Bel B').

Em sintese, os resultados obtidos aqui corroboram os de Dias et al. (2007) e Pina e
Moraes (2010), sendo possivel que em 'Paluma’ SOD, GR e APX ndo constituam a principal
linha de defesa contra o estresse oxidativo induzido pelo 0z6nio, a0 menos em concentragdes
deste poluente semelhantes as verificadas nestes estudos. Portanto, caso tenha ocorrido
fotoinibi¢do, com a conseqiiente producdo de ERO, essa ndo foi tdo intensa a ponto de
suscitar uma resposta nas enzimas estudadas. Ademais, a presenca de antocianina com cor
em 'Paluma’, ao absorver radiacdo que de outra forma atingiria os cloroplastos, pode ter
proporcionado uma menor fotoinibigdo.

No entanto, é importante notar que as enzimas antioxidantes possuem diferentes
isoformas e estdo localizadas em varios compartimentos celulares, logo a andlise enzimdtica
bruta, ou seja, de todo o tecido foliar, ndo permite indicar com clareza o mecanismo de acio
do O3 e dificulta a elucidacdo do papel enzimdtico na tolerincia ao poluente (Benes ef al.
1995, Calatayud & Barreno 2001, EPA 2006) e aos fatores abidticos de estresse aos quais as
plantas podem ter sido expostas.

Por outro lado, Dias et al. (2007) verificaram um aumento na concentracdo do
antioxidante dcido ascorbico nas folhas de 'Paluma’ expostas em local poluido por oz6nio em
comparacdo com exemplares que permaneceram em local com ar filtrado. Nesse sentido,
sabe-se que as folhas de Psidium guajava apresentam altos niveis endégenos de compostos
fendlicos, os quais podem atuar como antioxidantes (Quian & Nihorimbere 2004, Gutiérrez et
al. 2008). Consequentemente, pode-se supor que, em 'Paluma’, outros antioxidantes, como o
dcido ascorbios e os compostos fendlicos, atuariam combatendo o estresse oxidativo induzido
por Os.

Da mesma forma, conforme discutido anteriormente, as antocianinas também
poderiam participar da destoxificacdo de espécies reativas de oxigénio em 'Paluma’, dado que

esta molécula apresenta uma alta capacidade antioxidativa (Wang et al. 1997), que sua
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produc@o em 'Paluma’ é provavelmente intensificada pela exposi¢do ao ozonio (Rezende &
Furlan, 2009) e que na auséncia de outros compostos doadores de elétrons pode ser
regenerada pelo dcido ascérbico (Yamasaki er al. 1997, Neil & Gould 2003), antioxidante que
em 'Paluma’ apresenta maiores niveis apds exposicdo ao O3 (Dias et al. 2007). Gould et al.
(2002) e Neil & Gould (2003) relatam que a antocianina colorida e sem cor ("colourless")
existente no citoplasma atuariam diretamente na destoxificacdo das ERO oriundas do
cloroplasto ou de outras organelas; ao passo que a antocianina alocada dentro dos vacuolos
atuaria como uma linha de linha de defesa secunddria destoxificando os radicais H,O, que
vierem a ultrapassar o tonoplasto. Dessa maneira, estudos que analisem as variagdes nos
niveis de 4cido ascorbico e de antocianina discriminando sua localizacdo celular em 'Paluma’,
apds exposicdo ao ozdnio, forneceriam um melhor retrato dos processos de defesa

antioxidativo nesta cultivar.

5.5 Psidium guajava 'Paluma’ como bioindicadora da poluicao por ozoénio

O presente estudo procurou avaliar a manifestagdo de sintomas foliares visiveis e a
ocorréncia de alteracdes nas trocas gasosas e na atividade enzimatica antioxidativa de Psidium
guajava ‘Paluma’ expostas as condi¢des ambientais a fim de caracterizar seu desempenho
como espécie bioindicadora de O;. Uma vez que as concentragdes experimentadas no PEFI
durante o periodo de estudo foram menores que as documentadas na maioria dos estudos
existente na literatura, tanto em condicdes controladas, quanto em condi¢cdes ambientais, era
esperada uma resposta menos evidente ao que tange a atividade das enzimas antioxidantes e
as trocas gasosas, contudo ainda assim houve manifestacdo de sintomas foliares visiveis
induzidos por ozonio.

Os resultados obtidos nas andlises de componentes principais foram coerentes com os
fatos e evidéncias existentes na literatura acerca dos efeitos induzidos pelo ozonio em plantas,
bem como acerca da influéncia das variaveis climaticas, conforme discutido acima.

Dada a complexidade das relagdes existentes em um contexto ecoldgico, optou-se por
ndo incluir nas ACP os dados de sintomas foliares induzidos por ozdnio (incidéncia,
severidade e indice de injuria foliar), visto que outras varidveis ndo contempladas nas ACP
poderiam estar interferindo na manifestacdo desses sintomas, mas sim correlaciond-los com
os escores das amostras resultantes das andlises. As correlagcdes resultaram em coeficientes
significativos somente com os escores do eixo 1 indicando que quanto maior a exposi¢do ao
0ozOnio maior a manifestacdo de sintomas foliares, menor a capacidade de trocas gasosas,
principalmente de assimilagdo de carbono, e que as enzimas APX, GR e SOD seriam

coadjuvantes nos processos de defesa antioxidativo. Embora, a irradiacdo tenha colaborado
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para a redugdo nas trocas gasosas, possivelmente ndo deve ter sido fator preponderante na
manifestacdo de sintomas foliares induzidos por 0zdnio em ‘Paluma’, uma vez que individuos
jovens expostos em camaras de fumigagdo sob luz artificial, com niveis de irradiacdo abaixo
daquele encontrado nas condi¢des ambientais, continuaram apresentando sintomas foliares
avermelhados tais como os aqui estudados (Viola & Moraes, dados nio publicados). Além
disso, o actiimulo de antocianina quando ndo associado ao estresse induzido pelo O3, ocorre
preferencialmente em folhas jovens, ao passo que os sintomas derivados do O3 ocorrem nas
mais velhas.

A variag@o no valor da EAOg e no valor da EAOjq, precedentes a manifestacdo dos
sintomas foliares verificada nas diferentes exposi¢cdes indica que existe uma influéncia dos
fatores meteorolégicos na manifestacio de sintomas foliares induzidos por o0z6nio em
'Paluma’, em especial da precipitacdo e do déficit de pressdo de vapor e, indiretamente, da
irradiacdo conforme discutido no pardgrafo anterior.

Atualmente, admite-se que os indices de exposi¢do acumulada, como a EAOr e a
EAO,g, entre outros, por ndo considerarem as varidveis ambientais e bioldgicas nao sio
adequados para avaliacdo do impacto causado pelo Oz uma vez que os danos estariam mais
relacionados com a absor¢do do poluente pelas plantas do que com as concentracdes externas
do O3 (Musselman & Massaman 1999, Manning 2003, Gerosa et al. 2008, Klumpp et al.
2006). Além da condutincia estomdtica, um indice que se proponha mais realistico deve
considerar os mecanismos de destoxificagdo das ERO e a temporalidade intrinseca desses
eventos (condutincia estomadtica, atividade enzimdtica antioxidativa e a concentracdes de
ozO6nio) (Fiscus et al. 2005, Ashmore et al. 2005, Musselman et al. 2006, Tausz et al. 2007
Heath ef al. 2009). Contudo, a idéia de um indice baseado na dose (absorcdo do 0zdnio) ou
na dose efetiva (balango entre a absorciao do ozdnio e a atividade antioxidativa) até o presente
momento sé foi instituida para algumas espécies (batata, trigo, bétula e faia), ndo sendo
possivel a extrapolag@o desses indices para outras espécies (Karlsson et al. 2007, Lorenz et al.
2008). Dessa forma, a EAOr ainda ¢ utilizada como indice para protecdo da vegetacdo pelos
orgdos ambientais, inclusive pela CETESB que utiliza uma EAOgF trimestral de 6000 pg m™
de O3 como valor de referéncia para protec@o da produtividade agricola.

De acordo com De Temmerman et al. (2004) e Burger & Gochfeld (2004), um
bioindicador eficiente deve apresentar relevincia bioldgica, metodoldgica e social. Ou seja,
deve exibir uma resposta apds contanto com o estresse de interesse, mas ndo deve ser tdo
sensivel a ponto de que a resposta ocorra quando ndo hd causas para afetar; deve reagir
claramente a mudangas que ocorrem no ambiente de forma mensuravel e de acordo com um

modelo pré-estabelecido; e deve ter clara acep¢do e sensibilizar legisladores e populagio.
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Além de apresentar essas caracteristicas, € interessante que o bioindicador detecte o estresse
crdnico por baixos niveis de poluente e que a resposta bioindicadora integre fatores externos e
enddgenos a planta (Klumpp 2001).

Conforme verificado no presente estudo, a resposta bioindicadora de 'Paluma’ integra
fatores enddgenos e ambientais, € desencadeada pela exposicdo ao Os;, inclusive por
exposicoes cronicas, € mensurdvel e pode ser trabalhada junto aos 6rgdos ambientais visando
sua utilizagdo como ferramenta para protecdo da vegetacdo nativa. Além disso, Klumpp et al.
(2006) ressalvam que embora os sintomas induzidos pelo oz6nio em plantas bioindicadoras
nio possam ser diretamente traduzidos em impactos na vegetacdo nativa ou em culturas
agricolas, a sensibilidade do bioindicador € um indicativo de potencial danos a vegetacdo sob
determinada exposi¢@o ao poluente e determinada condi¢des climéticas.

Dessa forma, € possivel admitir que a utilizacdo de 'Paluma’ como bioindicador de
ozOnio na cidade de Sdo Paulo € vidvel e apresenta significado bioldgico para a vegetacdo

nativa.
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6. CONCLUSAO

As andlises realizadas permitem concluir que:

A manifestacio e o desenvolvimento de sintomas foliares visiveis induzidos por
ozonio sofrem influéncia de fatores climéticos tais como a precipitagdo e o DPV.

Antecedendo a manifestacdo de sintomas foliares ocorrem alteragdes na trocas gasosas
como reducao na assimilacdo de CO, sob radiacdo saturante, na condutancia estomadtica e na
transpiracdo e no aumento na concentragdo interna de CO,. A reducdo na Ay € conseqii€ncia
de danos na etapa de carboxilacdo antes que devido a uma reducdo na condutincia.

A atividade antioxidativa da SOD, APX e GR provavelmente nio constitui a primeira
linha de defesa contra o estresse oxidativo induzido pelo 0z6nio em ‘Paluma’. Contudo, é
possivel que outras moléculas e enzimas antioxidantes tenham uma resposta mais ativa nos
processos de defesa tais como o 4acido ascérbico e os compostos fendlicos, como a
antocianina, os quais naturalmente ocorrem em altos niveis endégenos em 'Paluma’.

Com base nas consideracdes listadas acima, verifica-se que as hipéteses levantadas
inicialmente foram confirmadas, a exce¢do da hipdtese de que ocorreriam alteracdes na
atividade das enzimas antioxidativas, apesar da SOD ter apresentado uma menor atividade em
algumas exposicoes.

Nao obstante, o presente estudo demonstrou que Psidum guajava 'Paluma’ responde ao
estresse oxidativo induzido por ozdnio de maneira qualitativa por meio da manifestacdo de
sintomas foliares visiveis e de alteracdes nas trocas gasosas, podendo ser efetivamente
utilizada no biomonitoramento da poluicdo por ozdnio. Os resultados obtidos aqui em
conjunto com os de Nicotiana tabacum 'Bel-W3' e Ipomoea nil 'Scarlett O'Hara', que integram
0 projeto mais amplo sobre espécies bioindicadoras sensiveis ao oz6nio, possibilitardo uma
maior contribuicdlo para o estabelecimento de protocolo padronizado para o

biomonitoramento da polui¢io por O3z em Séo Paulo.
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RESUMO

Emissdes atmosféricas decorrentes principalmente da queima de combustiveis fésseis t€m
contribuido para um aumento significativo nas concentra¢des de ozdnio troposférico (Os), que
passou a atuar como poluente afetando a saide humana, a vegetacdo e os materiais. A
fitotoxicidade do Oz advém de seu cardter altamente oxidante. Apds ser absorvido pelas
folhas, é capaz de interferir na homeostase celular desencadeando um estresse oxidativo que
pode promover alteragcdes adversas em processos fisioldgicos. Espécies sensiveis, ou seja,
aquelas que manifestam sintomas foliares visiveis apds exposi¢do ao 0zdnio, podem ser
utilizadas como bioindicadores, permitindo identificar a ocorréncia de concentragdes
fitotoxicas do poluente no ambiente. Contudo, a resposta bioindicadora sofre interferéncia
dos fatores ambientais aos quais as plantas estdo expostas e de fatores bioldgicos, entre eles, a
taxa de trocas gasosas e a atividade do sistema antioxidativo. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a relagdo entre as condi¢cdes meteoroldgicas e a exposi¢do ao ozdnio na
manifestacdo de sintomas foliares visiveis, nas trocas gasosas e na atividade de enzimas
antioxidantes em Psidium guajava 'Paluma’, um potencial bioindicador tropical da polui¢do
por Os. Foram realizadas seis exposi¢cdes no periodo de abril de 2007 a dezembro de 2008,
coincidentes com as estagdes do ano, em que individuos jovens de 'Paluma’ permaneceram
expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, que apresenta concentracdes elevadas de
O;. As plantas foram analisadas periodicamente e avaliados quanto a manifestagdo e
progressdo de sintomas foliares visiveis, as trocas gasosas de CO, e H,O sob radiacio
fotossinteticamente ativa saturante e a atividade antioxidativa das enzimas superéxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). Durante o
experimento, observou-se que as condi¢des ambientais, em especial a irradiagdo global, o
déficit de pressdo de vapor e a precipitagdo, influenciaram na manifestagdo de sintomas
foliares em 'Paluma’, que foi acompanhada por alteracdes significativas nas trocas gasosas
(reduc@o de assimilagdo de carbono, condutincia estomadtica e transpiracdo e aumento da
concentragdo interna de CO,). Contrariamente ao esperado, a atividade de APX e GR néo foi
diretamente relacionada & exposi¢do ao Oz, ao passo que a enzima SOD apresentou, em
algumas exposicdes, uma menor atividade. A andlise multivariada dos dados de clima,
concentracdo de ozdnio e varidveis bioldgicas, realizada por meio de andlise de componentes
principais, indicou que a exposi¢do ao ozonio e a irradiacdo apresentaram uma relagdo
inversamente proporcional com as trocas gasosas, ao passo que a atividade da SOD, APX e
GR responderam mais aos fatores climaticos do que ao oz6nio. A andlise evidenciou também

que os sintomas foliares visiveis foram associados diretamente com o aumento da exposicdo
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ao ozonio e a irradiacdo global e inversamente com a assimilagdo liquida de carbono. Com
base nos resultados, conclui-se que 'Paluma’ apresenta grande potencial como espécie
bioindicadora tropical sensivel ao 0z6nio, mostrando uma resposta qualitativa. Sugere-se a
realizacdo de estudos com diferentes regimes de interceptacdo de luz, a fim de reduzir a
importancia da irradiacdo global na inducdo do estresse oxidativo em ‘Paluma’, visando a

obtencdo de uma resposta bioindicadora mais fortemente relacionado ao ozénio.
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ABSTRACT

Air emissions mainly from the fossil fuel burning have contributed to a significant increase in
ozone tropospheric concentrations (O3), which became to act as pollutant affecting human
health, vegetation and materials. Ozone phytotoxicity comes from its highly oxidative
capacity. After being absorbed by leaves, it can interfere with cell homeostasis triggering an
oxidative stress that may promote adverse changes in physiological processes. Sensitive
species, i.e., species that show visible leaf symptoms after ozone exposure, can be used as
bioindicators, allowing to identify the occurrence of phytotoxic concentration of the pollutant
in the environment. However, the bioindicator response is influenced by environmental
factors which plants are exposed to and by biological factors, among them gas exchange rates
and antioxidative system activity. Therefore, the aim of this study was to assess the
relationship between environmental conditions and ozone exposure in the manifestation of
visible foliar symptoms, gas exchange and antioxidant enzymatic activity in Psidium guajava
'Paluma’, a tropical bioindicator of Os. It was done six expositions from April 2007 to
December 2008, coinciding with the seasons, in which saplings of 'Paluma’ were exposed in
the Fontes do Ipiranga State Park, which has high ozone concentrations. Plants were sampled
periodically and examined in relation to manifestation and progression of visible foliar
symptoms, gas exchange of CO; and H,O under saturating photosynthetically active radiation
and antioxidative activity of superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and
glutathione reductase (GR). During the experiment, it was observed that environmental
conditions, especially global radiation, vapour pressure deficit and precipitation, influences
the expression of foliar symptoms in 'Paluma’, which was accompanied by significant changes
in gas exchange (reduced of carbon assimilation, stomatal conductance and transpiration and
increased concentration of CO;). Unlike from what it was expected, APX and GR activity
was not directly related to ozone exposure, while SOD has shown, in some exposure, a
reduced in his activity. The multivariate analysis of climate, ozone and biological data,
performed by principal components analysis, indicated that ozone exposure and irradiation
have shown an inverse relationship with the gas exchange, whereas SOD, APX e GR activity
responded more to the climate factors than ozone exposure. The analysis also showed that the
visible foliar symptoms were directly associated with increased exposure to ozone and global
irradiation and inversely with the net assimilation of carbon. Based on these results, it is
concluded that 'Paluma’ has a great potential as a tropical bioindicator species sensitive to

ozone, showing a qualitative response. It is suggested perform studies with different light
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interception regimes, in order to reduce the influence of global irradiation in the oxidative

stress in 'Paluma’, to obtain a bioindicator response more associated with ozone.
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ANEXO 1

Férmula utilizada para céluculo do Déficit de Pressdo de Vapor (DPV) (em kPa)

DPV = pressao de saturacdo do vapor d'dgua (es) — pressdo parcial do vapor d'dgua (ea)
es =0,6108 exp (17,27 Temp) / (237,3 + Temp)

ea = (umidade x es) / 100
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ANEXO II

Férmula utilizada para transformacao dos dados de NO,, NO e O3 (ppb em pg/m3)

ppb = (ug/m3 x 22.4136) (T°C + 273,15) pressdo |
(massa molecular x 273,15 x pressao)

(Observacao: 1 ppm = 1.000 ppb)
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ANEXO III

Tabela 16. Incidéncia (%), severidade (%) e indice de injuria foliar (IIF, %) verificados em individuos
jovens de Psidium guajava 'Paluma’ expostos no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, durante os
meses de abril a junho de 2007 (Outono 2007), outubro a dezembro de 2007 (Primavera 2007), janeiro
a abril de 2008 (Verdo 2008), abril a junho de 2008 (Outono 2008), julho a setembro de 2008 (Inverno

2008) e outubro a dezembro de 2008 (Primavera 2008)

Outono 2007
dias de exposi¢do 9 23 29 37 42 48 58 68 78
Incidéncia 33 66 86 93 93 93 93 93 93
Severidade 10,5 8,5 11,7 13,0 142 157 18,5 16,3 19,1
F 2,1 29 4 5,2 5,2 5,9 8,9 8,1 7,5
Primavera 2007
dias de exposi¢do 33 38 48 54 61 68 74
Incidéncia 2,3 11 36 83 83 83 100
Severidade 14 10,1 11,5 17 15,7 16,1 20,2
1F 4,2 2,2 3,1 4,6 5,4 6,5 8,7
Veriao 2008
dias de exposi¢do 19 25 33 40 47 54 61 67 75 82
Incidéncia 1,6 7 12,5 16 27 46 66 66,7 100 100
Severidade 11,1 8,1 8,1 14,7 124 102 123 8,3 86 11,2
1F 2,2 24 22 4,0 35 3,0 39 2,6 32 4,0
QOutono 2008
dias de exposi¢do 40 68 75 82
Incidéncia 2.3 16 16,6 16,6
Severidade 5,8 5,1 7,8 9,5
1F 2,3 1,0 2,6 2,8
Inverno 2008
dias de exposi¢do 33 41 47 54 61 68 75
Incidéncia 13,9 13,3 20,0 12,5 16,7 50 100
Severidade 5,3 6,6 8,5 8.3 9.4 13,0 13
F 1,3 1,6 24 3 3,44 4,3 5,0
Primavera 2008
Dias de exposicao 26 33 38 47 54 61
Incidéncia 2,8 13,3 8,3 22,2 16,7 0,0
Severidade 12,5 12,5 9,3 6,9 10,3 0,0
F 5,0 5.0 33 1,7 34 0,0
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Tabela 17. Valores médios da assimilacdo liquida de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa
saturante (A, pmol CO, m? s™), condutincia estomdtica (gs, mol H,O m?2sh, transpiracdo (E, mmol
H,O m?s™h), concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol ™), eficiéncia do uso da dgua (EUA,
[umol CO, (mmol H,0)")), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI, [umol CO, (mol H,0)'])
observados em individuos jovens de Psidium guajava "Paluma' apés 2, 10, 23, 29, 37, 49, 59 71 e 78
dias de exposicdo no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril a junho de 2007
(Outono 2007). (n = 6) (média + erro padrao)

Outono 2007 - Folhas jovens

dias 2 10 23 29 37 49 59 71 78
At 10,89+0,66 10,2+0,73 9,56+0,71 8,75+0,43 9,49+0,69 9,03+0,63 7,89+0,132 9,84+1,0 8,9+0,35
g 0,68+0,062 0,410,029 0,37+0,076 0,350,032  0,44+0,109 0,33£0,051 0,15+£0,013  0,27+0,056  0,35+0,037
E 2,83+0,066  2,07+0,098 1,64+0,12 1,210,116 2,210,175 2,43 0,202 1,84 0,080 2,11 0,284 2,50 0,133
Ci 303+3,73 292+2.56 328+4,05 312+2,28 304+4,82 2924517 288+5,21 315+8,38 297+5,93
EUA 3,84+0,187 4,89+0,182 5,82+0,163 7,41x0469 4,32+0,103  3,77£0,267 4,31+0,225 4,75+0,225  3,59+0,233
EUAI 16,34+1,12  24,64+0,88 27,69+2,89  2523+1,58 24,04+391 29,40+3,26 53,06+4,11 31,82+594 26,67+2,73
Outono 2007 - Folhas maduras

dias 2 10 23 29 37 49 59 71 78
Asat 7,36+0,73 7,39+0,345 5,19+0,55 5,66+0,35 5,13+£0,44 4,99+0,13 3,77+0,40 4,38+0,39 3,88+0,53
g 0,45+0,060 0,280,022 0,16+0,020 0,20+£0,011  0,35+0,046  0,32+0,053 0,160,031  0,25+0,036  0,28+0,022
E 2,47+0,172 2,180,119  1,77+0,097 1,63£0,092 1,97+0,108 2,38+0,203  1,82+0,204 1,85+0,133  2,28+0,089
Ci 313+2,388 293+2,171 29946,751 322+43,49 325+3,84 325+4,497 340+9,98 354+8,09 33445,64
EUA 2,93+0,181 3,41+0,112  2,92+0,259 3,48+0,119 2,62+0,22 2,150,148 2,11+0,203  2,43+0,291 1,72+0,258
EUAI 16,74+0,94  27,14+1,59  31,79+£3,53  28,23%x1,57 15/43+£1,94 17,542,533 26,97+4,82  18,99+£3,68 13,75+2,16

Tabela 18. Valores meios da assimilacdo liquida de CO, sob radiagdo fotossinteticamente ativa
saturante (Ag,, umol CO, m? s™), conduténcia estomadtica (gs mol H,O m?sh, transpiracdo (E, mmol
H,O m*> s'l), concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol'l), eficiéncia do uso da agua (EUA,
[umol CO, (mmol H,0)")), eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUAI, [umol CO, (mol H,0)'])
observados em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ apés 12, 48, 54, 60, 68 e 74 dias de
exposicdo no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de outubro a dezembro de 2007
(Primavera 2007). (n= 6) (média + erro padrio)

Primavera 2007 - Folhas jovens

dias 12 48 54 60 68 74
At 12,40+0,76  8,12+0,46 6,84+0,27 8,32+0,82 6,47+0,42 7,84+0,36
g, 043+0,026  0,22+0,011  0,192+0,01 0,27+0,018  0,26+0,003  0,23+0,014
E 1,900,046  1,43+0,039 1,16+£0,051  1,58+0,043  1,33+0,014  1,38+0,052
Ci 294+4,37 286+4,46 277£1,22 296+7,56 294+3,76 300+£2,08

EUA 6,48+0,300 5,670,289 596+0,472  5,2840,578  4,89+0,352  5,67+0,138
EUAi 27.80£2,16 36,77+2,25 3691+4,20 31,45+3,64 25,09+1,53  34,41+0,97

Primavera 2007 - Folhas maduras

dias 12 48 54 60 68 74

Ay 11998060  677:034  606:036 704071 5432025  4.99:0.56
s 0,700,062 0,31+£0,03 0,20+0,017  0,34+0,031  0,32+0,028 0,20+0,03
E 2,27+0,055 1,430,064  1,86%0,043 1,79+0,049 1,47+0,063 1,17+0,117
Ci 308+1,81 311+3,14 291+2,67 319+4,12 309 £2,51 325+3,79

EUA 54440205 4,80+0,244  5,09+0,171 3,910,351  3,80+0,180  3,95#0,154
EUAi 18,09+1,23  23,52+1,73  30,34+1,44  20,75%1,39  18,37+1,35 26,17+1,56
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Tabela 19. Valores médios da assimilacdo liquida de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa
saturante (A, pmol CO, m? s™), condutincia estomdtica (gs, mol H,O m?2sh, transpiracdo (E, mmol
H,O m?s™h), concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol ™), eficiéncia do uso da dgua (EUA,
[umol CO, (mmol H,0)")), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI, [umol CO, (mol H,0)'])
observados em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ apés 5, 11, 19, 26, 33, 54, 67, 75 ¢ 82
dias de exposicdo no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de janeiro a abril de 2008
(Verdo 2008). (n = 6) (média + erro padro)

Verao 2008 - Folhas jovens

dias 5 11 19 26 33 54 67 75 82
At 11,73£0,87 10,05+£0,91 10,11«x1,12  10,54+0,88  10,57+0,69 8,61+0,88 9,52+0,52 7,65+0,63 8,54+0,51
g 0,41+0,023  0,34+0,058 0,38+0,062  0,539+0,09 0,34+0,038 0,24+0,035 0,40+0,023 0,27+0,042  0,43+0,051
E 2,46+0,106  1,85+0,146  2,17+0,223  1,81+0,142 2,17+0,16 1,82+0,079  1,99+0,098 1,81+0,177 1,18+0,039
Ci 276+5,18 279+8,44 2944504 299+4.06 286 £2,74 283+4,63 304+3,29 282+3,15 295+2,93
EUA 4,77£0,289  5,43%0,188 4,69+0,38 5,85+0,266  4,88+0,099 4,700,409 4,770,155 4,29+0,297 7,190,297
EUAi 2844+1,82  33,09+4,61 27,72+2,12 22,09+3,40 31,29+1,66 36,8+2,50 24,05+1,36  30,80+2,92  20,72+1,38
Verao 2008 - Folhas maduras

dias 5 11 19 26 33 54 67 75 82
Asat 9,7620,66 9,97+0,67 8,29+0,60 9,86+0,64 7,43+0,32 6,02+0,46 6,48+0,68 4,83+0,33 4,8+0,49
g 0,38+0,028 0,400,031 0,37+0,024  0,68+0,043 0,36+0,014 0,25+0,037 0,43+£0,031 0,21£0,027 0,35+0,032
E 2,37+0,086  2,05£0,080 2,20+0,108  2,04+0,047 2,26+0,044 1,80+0,085 2,00+£0,076  1,85+0,126  1,11+0,028
Ci 287+2,70 292+43.81 308+3,65 313+£2,82 314+43,29 308+5,70 328+5,38 298+5,05 318+3,54
EUA  4,0940,189 4,85+0,267 3,78+0,264  4,83+0,265 3,29+0,138  3,34+0,222  3,22+0,283  2,86+0,322 4,670,359
EUAI  25,85+1,03  25,18%1,56  22,09+0,83  14,74+0,98 20,98+1,45 27,42+3,31 15,72£2,00  26,22+3,36  14,69+1,70

Tabela 20. Valores médios da assimilacdo liquida de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa
saturante (A, pmol CO, m?s™), condutincia estomdtica (gs, mol HO m?s™h, transpiracdo (E, mmol
H,O m*> s'l), concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol'l), eficiéncia do uso da agua (EUA,
[umol CO, (mmol H,0)")), eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUAI, [umol CO, (mol H,0)'])
observados em individuos jovens de Psidium guajava Paluma' ap6s 5, 12, 40, 47, 61, 68 e 82 dias de
exposicdo no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril a junho de 2008 (Outono
2008). (n = 6) (média + erro padrio)

QOutono 2008 - Folhas jovens

dias 5 12 40 47 61 68 82
Agat 11,16£0,62  12,78+0,48 9,40+0,45 7,85+0,60 10,57+0,59 9,15+0,84 8,62+0,59
g, 0,43+0,522 0,360,017 0,26+0,029 0,15+0,022 0,30+0,017  0,25+0,029  0,21+0,027
E 2,440,157 2,27+0,064  1,41+0,101  1,50+0,167 1,76+0,052  2,11+0,141  1,18+0,119
Ci 289+9,77 262+0,41 276+5,86 259+4,66 277+5,71 279+3,82 286+2,84
EUA 4,67£0,095 6,050,348 6,740,320 5,37+0,311  6,00+0,319  4,30+0,123  7,424+0,316
EUAiI  28,3944,53  35,2340,54 38,344+4,02 54,42+4,16  35,02+2,11  37,66+£2,07 42,12+3,05
Outono 2008 - Folhas maduras

dias 5 12 40 47 61 68 82
Asat 9,91+0,44 11,58+0,65 8,04+0,59 5,92+0,44 9,28+0,39 7,93+0,31 5,34+0,48
s 0,37+£0,034  0,47+0,019 0,32+0,036  0,14+0,016 0,35+0,013  0,25+0,018 0,14+0,011
E 2,20+0,165  2,48+0,040 1,51+0,101 1,440,128 1,86+0,47 2,150,094 1,01+0,69
Ci 297+4,14 281+2,73 296+3,24 28145,12 29242 .82 295+4,63 304+6,06
EUA 4,670,409 4,660,203 5,37+0,197  4,34+0,227 4,99+0,212 3,760,238  5,36+0,395
EUAiI  29,5943,08 24,5340,66  28,74+2.87 46,4443,58 26,45+1,21  33,10+£3,12  37,1943,02
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Tabela 21. Valores médios da assimilacdo liquida de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa
saturante (A, pmol CO, m?s™), condutincia estomdtica (gs, mol H,O m?2sh, transpiracdo (E, mmol
H,O m? s'l), concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol'l), eficiéncia do uso da agua (EUA,
[umol CO, (mmol H,0)")), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI, [umol CO, (mol H,0)'])
observados em individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ apds 12, 33, 54, 68 e 75 dias de
exposicdo no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de julho a setembro de 2008
(Inverno 2008). (n = 6) (média + erro padrdo)

Inverno 2008 - Folhas jovens

dias 12 33 54 68 75
Agi 7462056 9.69:0.65 861045 8324041 7142021
g, 02220070 028+0028 0.1320.066 0,16£0,015 0.25£0,030
E 1.05£0,164  2.44%0,129 2,330,092 13220099 1,370,074
Ci 274+137  28043.07 247674 2568273 3023368

EUA  7.49+0,614 3,97+0,201 3,70£0,158  6,39+0,233  5,25+0,199
EUAI  5,3240,39 3,4940,14 2,88+0,24 3,85+0,27 3,47+0,27

Inverno 2008 - Folhas maduras

dias 12 33 54 68 75
Asat 6,0620,55 9,08+0,76 6,4020,75 5,09+0,37 4,39+0,45
g, 02320039  033+0,031  0,13:0,009 0,170,016  0,23+0,028
E 1,18+0,133  2,58+0,157 2,21+0,124 1,360,089 1,260,079
Ci 304+4,75 296+4,51 278+7,74 301+4,22 329+43,87

EUA 532+0397 3,49+0,137 2,870,206  3,85+0,267 3,470,267
EUAI 29,29+2,89  28,15+1,36  49,87+4,34  32,38+2,75 19,89+1,79

Tabela 22. Valores médios da assimilacdo liquida de CO, sob radiacdo fotossinteticamente ativa
saturante (A, pmol CO, m?s™), condutincia estomdtica (gs, mol HO m?s™h, transpiracdo (E, mmol
H,O m*> s'l), concentracdo intercelular de CO, (Ci, umol CO, mol'l), eficiéncia do uso da agua (EUA,
[umol CO, (mmol H,0)")), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI, [umol CO, (mol H,0)'])
observados em individuos jovens de Psidium guajava Paluma' apés 12, 19, 26, 33, 38, 47, 54 e 61
dias de exposi¢do no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, no periodo de outubro a dezembro de
2008 (Primavera 2008). (n = 6) (média + erro padrdo)

Primavera 2008 - Folhas jovens

dias 12 19 26 33 38 47 54 61

At 9,34+0,58 9,74+0,54 8,49+0,35 7,73+0,66 7,31+0,79 8,25+0,48 5,90+0,38 7,6240,54
g, 0,23+0,024  0,26+0,009 0,23+0,007  0,24+0,020  0,18+0,026  0,21+0,015 0,18+0,019  0,28+0,026
E 2,830,100 1,96+0,035 2,11+0,052  2,07+0,109 1,69+0,166 2,11+0,103  1,81+0,128  1,49+0,079
Ci 280+£1,70 271£3,8 289+2,89 288+4,17 266+5,74 270+7,65 292 £7,62 295+4,63

EUA 3,310,239 4980245 4,020,103 3,720,167 4360330 3960337 3,320,290 5,1440,322
EUAi 39,92+1,21  38,15+1,55 37,55+0,82 32,50£1,22 41,66+3,64 40,86+3,97 34,75+4,01 27,83%£2,26

Primavera 2008 - Folhas maduras

dias 12 19 26 33 38 47 54 61
Ay 896:093  046:091  884:039  988x112 854071 834057 876:082  9.18£055
s 0,24+0,023  0,25+0,040 0,22+0,013  0,24+0,032 0,210,019  0,20+0,021  0,19+0,028 0,33+0,018
E 2,89+0,224  1,89+0,186  2,05+0,060 2,59+0,213  1,87+0,121 2,100,141 1,84+0,218 1,650,043
Ci 282+7,84 269+2,26 281+7,31 265+3,41 262+5,59 262+4,16 257+4,01 288+2,60

EUA 3,110,215 5,03+0,170 4,330,263 3,770,201 4,5740,212  4,02+0,198  4,89+0,298  5,55+0,214
EUAi 37,773,442 39,21+3,04 41,4943,67 41,501,888 42,11+2,90 44,03+2,84 50,17+4,16  28,31+0,96
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Tabela 23. Valores médios da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD, unidades de SOD
gMS™), glutationa redutase (GR, dA min"' gMS™) e ascorbato peroxidase (APX, dA min' gMS™) em
individuos jovens de Psidium guajava Paluma’ apds periodo de exposicio (dias) no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga, no periodo de outubro a dezembro de 2007 (Primavera 2007). (n = 6) (média +
erro padrao)

Primavera 2007

dias 2 4 12 19 33 48 54 61
SOD  955%133 19304285 930+£156  1093+£97  663+181  617+135 12124235 1227+132
dias 4 33 48 54 68

GR 2326690 2558+641 29344621 1866+402 1387+665

dias 4 19 33 48 54 61 68 74

APX 3,6+0,86 11,5+2,74 12,3+x1,47 8,4+1,75 43+0,58 4,5+0,79 5,0+0,93 451,32

Tabela 24. Valores médios da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD, unidades de SOD
gMS™), glutationa redutase (GR, dA min"' gMS™) e ascorbato peroxidase (APX, dA min™ gMS™) em
individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ apds periodo de exposi¢ao (dias) no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga, no periodo de janeiro a abril de 2008 (Verao 2008). (n = 6) (média + erro
padrdo)

Verao 2008

dias 5 11 19 26 75 82

SOD 2043486 2688+339 1764+186 1410+164 565+148 5644222

dias 5 11 19 26 33 61 67 75
GR 28424958 2046+193 2449+349 3636+891 3032+651 2983+651 2059+686 2728 408
dias 5 11 19 26 61 75 82

APX  8,4+092 12,7#2,27 11,9+2,86 6,1+2,27 11,5+4,84 3,8+0,54  7,3%2,42

Tabela 25. Valores médios da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD, unidades de SOD
gMS™), glutationa redutase (GR, dA min"' gMS™) e ascorbato peroxidase (APX, dA min™" gMS™) em
individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ apds periodo de exposi¢do (dias) no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga, no periodo de abril a junho de 2008. (n = 6) (média * erro padrio)

Outono 2008

dias 5 12 24 40 47 54 68

SOD 587+168 709120 411108 847+128 741180 622+103 882+198

dias 5 12 40 47 54 68 75

GR 15604381 1491+776 1698+417 27551156 1201+451 2084+1407 38594815

dias 12 24 40 47 54 68 75 82

APX 1,2+0,33  1,5+0,59  1,2+0,27 0,7+0,09 1,0+0,25 2,1+0,32 2,6£0,63  2,3+0,66
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Tabela 26. Valores médios da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD, unidades de SOD
gMS™), glutationa redutase (GR, dA min" gMS™) e ascorbato peroxidase (APX, dA min" gMS™) em
individuos jovens de Psidium guajava "Paluma' ap6s periodo de exposicdo (dias) no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga, no periodo de julho a setembro de 2008. (n = 6) (média + erro padrio)

Inverno 2008

dias 5 12 33 47 54 61 68 75
SOD 1400+226 1362+274 806131 503£149 569166 1071261  1570£179 1579 126
dias 5 12 33 47 54 68 75

GR  1438+462 2097+734 336+791 2741+1271 20444691 4445+1011 3731+643

dias 5 12 33 61 68 75

APX 23+0,51 2,1+041 43+222 10,6+1,29 99+1,78  11,4%1,57

Tabela 27. Valores médios da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD, unidades de SOD
gMS™), glutationa redutase (GR, dA min"' gMS™) e ascorbato peroxidase (APX, dA min" gMS™) em
individuos jovens de Psidium guajava 'Paluma’ ap6s dias de exposicao (dias) no Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, no periodo de setembro a dezembro de 2008. (n = 6) (média + erro padrio).

Primavera 2008

dias 12 19 26 33 38 47 61
SOD  1559+129 872472 664+46 1033+178 261+53 125+12 319487
dias 26 33 38 47 54

GR 35574821 35214993 31394403  2296+770 28291297

dias 12 19 33 38 47 54 61

APX  11,2+4,09 4,2+1,15 6,8+1,37 7,0£2,02 9,3+2,69 5,2+41,25 3,240,43
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