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RESUMO

SANTOS, Michel Filiphy Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2019.
Avaliagbes morfoanatomicas e fisiolégicas em Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae) exposta ao ozénio. Orientadora: Luzimar Campos da Silva.

O Ozbnio (O3) é um poluente atmosférico altamente oxidante que pode causar danos
a saude de animais e plantas. No Brasil, € comum encontrar esse gas, em altas
concentragbes, em épocas com alta irradiancia devido a sua formagao fotoquimica.
Em plantas, o Os & absorvido via complexo estomatico e causa varios danos
bioquimicos, fisioldégicos e anatdmicos, que resultam em pontos necréticos visiveis na
folha. Os efeitos do O3 sdo bem conhecidos, principalmente na Europa e América do
Norte, mas faltam registros relacionados ao impacto desse poluente em ambientes
tropicais. Nesse sentido, Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) € um excelente
modelo de estudo, visto que € comum em Mata Atlantica e apresenta sensibilidade a
outros poluentes atmosféricos. O objetivo desse trabalho foi avaliar as alteragdes
morfoanatdmicas e fisiologicas em folhas e glandulas peciolares de J. princeps, em
resposta a exposicao ao Os. Sementes de J. princeps foram obtidas e cultivadas em
casa de vegetacdo. No estadio de plantulas, foram expostas ao O3 em ambiente
controlado com sistema de fumigacao. Sintomas foliares visiveis foram avaliados,
destacando o indice de injuria foliar. Teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides
foram determinados e avaliadas as atividades das enzimas catalase (CAT),
peroxidases (POX) e peroxidase do ascorbato (APX). Posteriormente, foram
realizadas analises histoquimicas e anatdmicas em microscopia de luz e eletronica de
varredura em foliolos e glandulas peciolares do apice e da base. As plantas
apresentaram sintomas visuais caracteristicos de estresse por o0zdnio como
pontuagdes escuras intervenhais e indice de injuria foliar de 16%. N&o foram
observadas diferencas estatisticas nos teores de pigmentos e nas enzimas avaliadas
nas folhas. Os sintomas visuais caracteristicos encontrados nas folhas foram:
compostos fendlicos no parénquima paligadico, lacunoso e epiderme; necroses no
parénquima palicadico, protusdes pécticas e retracdo de protoplastos. Nao foram
observados sintomas visuais e anatdmicos de injuria nas glandulas peciolares por
microscopia de luz. Histoquimicamente, observou-se maior quantidade de proteinas e

carboidratos nas glandulas das plantas fumigadas e menor quantidade nas folhas. Em
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microscopia eletrdnica de varrredura, observou-se a degradacgéao superficial das ceras
epicuticulares, da crista estomatica, da cuticula das células epidérmicas da face
abaxial da folha e poucos estdbmatos nao funcionais. As glandulas peciolares de J.
princeps apresentaram diferengca em relacdo ao desenvolvimento nas folhas jovens.
Verificou-se rompimento das células da epiderme secretora apds destacamento da
cuticula para liberacédo da secrecédo. Os dados mostraram que J. princeps apresenta
sintomas visuais e anatdbmicos caracteristicos de estresse por oz6nio, porém, tem

baixo indice de injuria foliar visivel.
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ABSTRACT

SANTOS, Michel Filiphy Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2019.
Morphological and physiological evaluations in Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae) exposed to ozone. Adviser: Luzimar Campos da Silva.

Ozone (0O3) is a highly oxidizing atmospheric pollutant that can cause damage to the
health of animals and plants. In Brazil, it is common to find this gas, in high
concentrations, in times with high irradiance due to its photochemical formation. In
plants, Os is absorbed via stomatal complex and causes various biochemical,
physiological and anatomical damages that result in visible necrotic spots on the leaf.
The Os effects are well known, mainly in Europe and North America, but records are
lacking related to the impact of this pollutant in tropical environments. In this sense,
Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) is an excellent study model, since it is
common in the Atlantic Rainforest and presents sensitivity to other atmospheric
pollutants. The objective of this work was to evaluate the morphoanatomical and
physiological changes in leaves and petiolar glands of J. princeps, in response to O3
exposure. Seeds of J. princeps were obtained and grown under greenhouse
conditions. At the seedling stage, they were exposed to O3 in a controlled environment
with fumigation system. Visible leaf symptoms were evaluated, highlighting the index
of foliar injury. The Chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids contents were
determined and was evaluated the activities of catalase (CAT), peroxidases (POX) and
ascorbate peroxidase (APX). Subsequently, histochemical and anatomical analyzes
were performed in light microscopy and scanning electron microscopy in leaflets and
petiolar glands at the apex and base. The plants presented visual symptoms
characteristic of ozone stress as necrotic interveinal spots on the leaf blade and 16%
of foliar injury index. No statistical differences were observed in the levels of pigments
and enzymes evaluated in leaves. The characteristic visual symptoms found in the
leaves were: phenolic compounds in the palisade parenchyma, lacunous parenchyma
and epidermis; palisade parenchyma necrosis, pectic protrusions and protoplasts
retraction. There were no visual and anatomical symptoms of injury in the petiolar
glands analysed by light microscopy. Histochemically, it was observed a greater
amount of proteins and carbohydrates in the petiolar glands of fumigated plants and

smaller amount in the leaves. By MEV, the surface degradation of epicuticular waxes,



stomatal crest, epidermal cells cuticle of the abaxial leaf face and few non-functional
stomata were observed. The peciolar glands of J. princeps presented a difference in
relation to the development of young leaves. Secretory epidermis cells were disrupted
after the cuticle detachment to release secretion. The data showed that J. princeps
presents visual and anatomical symptoms characteristic of ozone stress, however, it

has a low index of visible leaf injury.



SUMARIO

1 INTRODUGAO..........ooooeeeeecce ettt s 1
2 ODBJEtiVO GEral .........ocooiieeeeeee e sttt esreenaente s 6
2.1. Objetivos ESPECIFICOS ..........c.ooveiiiieecceee ettt 6
3 MATERIAIS EMETODOS.........oooooeeeeeeeeeeeieeeeeeee s sess s sssss s s ssssssesasnsssssens 7
3.1. Obtencdo do material vegetal @ CUMLIVO ...............ccceeviriiininieieeesee e 7
3.2. Exposicdo em ambiente CONErolado..............ccouvveeeieieeiiieeese ettt 8
3.3. Sintomas fOlIares VISIVEIS .............cccoueiveuirieinieinieiicteie st 9
3.4. Atividade ENZIMALICA.............cccovecviiiiiiiiiiieiceete s 10
3.4.1. Atividade da CatalasSe (CAT) ...ttt 10
3.4.2. Atividade da Peroxidase (POX) ...ttt 10
3.4.3. Atividade da Peroxidase do ASCOrbato (APX) .......ccurveneieinneneneneeseeeeee 11
3.4.4. Determinacéo de concentragdo de proteinas nos extratos enzimaticos................ 11
ST H-To  go (=Y o] (o1 1 1=T o]0 TSRS 11
3.6. ANGIISES @NATOIMICAS .......cc.ooueieieiieieieeeteee ettt sttt 11
3.7. Analise histoquimica das glandulas peciolares e folhas de J. princeps ........................ 12
3.8. ANGIISES ESTALISTICAS ........ccoeoveeeiiiiiiieeeteee et 13
4 RESULTADOS ...ttt sttt b ettt b e 13
4.1. EXposicdo ao ambiente CONrolado................ccueieeeiiecieiieecieesee s sae e reeneeens 13
4.2. ANAIISE BIOMEGLIICA ..........cuocvceiieiiiiiiciiieieeeee ettt 14
4.3. Sinfomatologia ViSUAL.............cccoouieeeeiieieeeeeeeese sttt sttt st naenaenes 14
4.4. Atividade ENZIMALICA.............cccoveuiiiiiiiieieceee ettt 15
Y N-To ao (=Y o 04 1= 4] (0 X USRS 15
4.6. Anatomia e histoquimica das folhas de J. PriNCEPS. .........cccccueeveeceeceeceecieeireeireeireesieens 15
4.7. Micromorfologia das folnas de J. PrINCEPS. .......c..cceeveveecerieiieceseeese et 16

4.8. Localizagdo, morfologia, anatomia, histoquimica e micromorfologia das glandulas
PECIOIAIES AE J. PIINCEPS......ceveeveecteeteeeteeeee ettt ete e e e s ere e ebe e be e be e s bae s abeebeesbeesbeesteesabesaneenns 17
4.9. Caracterizacdo estrutural da superficie de glandulas peciolares de J. princeps.......... 18
5 DISCUSSAOD .......oooeeeeeeeeeeeee et eeee e s s sa s s s s es e s s es e sans s s saenaas 19
6 CONSIDERAGOES FINAIS .........ooooioeoeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeee e seesees s sessaen s sass s nsenea 24
7 REFERENCIAS ........ooooooeeeeeeeeee et 42



1 INTRODUGAO

As concentracdes de Ozdnio (Os) troposférico aumentaram significativamente
durante o século 20. Estima-se que esse poluente aumente em uma taxa de 0,5 a
2,0% ao ano e que, até o ano de 2100, todas as areas ambientais protegidas se
encontrardo sob uma concentracdo maior que 60ppb, valor acima do recomendado
para protecdao ambiental (Fuhrer, 2009; Fuhrer et al., 2016; Bergmann et al., 2017).
Cabe ressaltar que os valores atuais ja causam problemas ambientais consideraveis.
Van Dingenen et al. (2009) estimaram que nos anos 2000 houve uma significativa
perda na produtividade mundial de milho, soja, arroz e trigo devido ao estresse por
Os, 0 que gerou um prejuizo estimado em 14 milhdes de reais. Espera-se que, em

2030, esse valor suba para casa dos 26 milhdes de reais anuais.

Adicionalmente ao prejuizo as culturas alimentares, trabalhos tém demonstrado
diminuicdo no crescimento em arvores florestais localizadas em reservas distantes de
centros urbanos (Kitao et al., 2016). Em muitas regidées do mundo, principalmente na
Europa, onde o monitoramento ocorre ha mais tempo, € possivel encontrar sintomas
visuais de lesdo por O3 em varias plantas que se encontram em reservas de
biodiversidade (Fuhrer et al., 2016).

O ozdnio é uma molécula triatdmica composta por trés atomos de oxigénio. E
um gas incolor, inodoro, téxico e que tem um efeito duplo na atmosfera (Lagzi et al.,
2013). A grande maioria desse gas, cerca de 90%, encontra-se na faixa atmosférica
entre 19 e 30 km acima da superficie da Terra, a estratosfera, e, nessa regido, o
ozbnio exerce papel de protetor da vida, evitando que o0s organismos vivos sejam
afetados pela radiacao solar. Além disso, ele também auxilia na manutencéo natural
de temperatura 6tima do planeta (Finlayson-Pitts & Pitts, 1997; Denman & Brasseur,
2007; CETESB, 2014). Em contrapartida, na troposfera (até 10km acima da superficie
terrestre), o 0zonio, em altas concentragdes, € extremamente nocivo a saude humana,

a outros animais e plantas no geral (Lagzi et al., 2013; CETESB, 2014).

O principal mecanismo de formacao e destruicdo do ozbnio, na troposfera, é
decorrente de um ciclo fotoquimico que envolve moléculas precursoras, Oxidos
nitricos (NOx) e compostos organicos volateis (COVs) na presenca de radiagéo solar.

O ozbnio é formado principalmente pela fotdlise do NOg2, liberando um atomo de
1



oxigénio altamente reativo capaz de reagir com a molécula de oxigénio (O2) e formar

Os, porém, como o O3 é uma molécula instavel, ela reage rapidamente com o NO para

hv

NO2 ———— 5 NO+O° (1)
O'+02 —* O3 (2)
O3+NO — NO2+0:2 (3)

regenerar o NO2. Portanto, a quantidade de Os na atmosfera depende da razéo
[NO2)J/[NO] e da velocidade de fotdlise do NO2. Em condi¢gbes naturais, a quantidade
de O3z presente na atmosfera se mantém constante. Entretanto, na presenca de COVs
ou outras moléculas como Mondxido de carbono (CO) e Metano (CH4 por exemplo), e
a radiagao solar, o NO pode ser convertido em NO2, desbalanceando a reacéo de
formacao do Os. Em ambientes muito poluidos existe uma intensa liberagdo de COVs
e compostos nitrogenados, o que favorece o aumento de Os troposférico (CETESB,
2000; Lagzi et al., 2013). Em uma regido, a concentracdo de ozénio pode variar ao
longo do ano conforme caracteristicas ambientais como radiagao solar, nebulosidade,
temperatura, assim como o transporte de precursores e do proprio ozénio. Além da
formacéo fotoquimica, o O3 pode ser transferido para a troposfera devido a dinamica
de conversao de gases entre troposfera e estratosfera, porém, essa dinadmica natural
€ menos impactante na concentragao total que a formagéo fotoquimica (Freedman,
1996; Lagzi et al., 2013).

Sabe-se, ha bastante tempo, que a poluicdo atmosférica é prejudicial ao
crescimento e desenvolvimento das plantas (Larcher, 2006). Nos ultimos sessenta
anos, o 0zonio tem sido amplamente estudado e varios trabalhos corroboraram a ideia
de que esse poluente em altas concentragdes, por ter alto poder oxidante, é bastante
nocivo as plantas. O ozénio é considerado um gas toxico quando esta em
concentracdes acima de 40 ppb para a maioria das plantas cultivadas sensiveis e para
muitas espécies florestais (Oksanen et al., 2007; Royal Society, 2008; Lagzi et al.,
2013).

Os efeitos fitotoxicos do ozbdnio dependem da sua difusdo molecular via
complexo estomatico durante as trocas gasosas. Uma vez dentro da folha, o O3 tem
capacidade de reagir com biomoléculas insaturadas formando Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) que afetam, primeiramente, a membrana plasmatica e,

2



posteriormente, todas as membranas internas, causando também outros danos
oxidativos (Vollenweider et al., 2003; Larcher, 2006; Vainonen & Kangasjarvi, 2015).
Esse processo, juntamente com destruicdo de proteinas, leva a um estresse
fisiologico e pode causar morte celular, o que é visivel nas folhas em forma de pontos
ou manchas necréticas, principalmente na superficie adaxial (Ladd & Sachs, 2004;
Vainonen & Kangasjarvi, 2015). Os sintomas visiveis mais caracteristicos do estresse
por 0z6nio sdo coloracido bronzeada, manchas difusas na folha e pontuagdes escuras
avermelhadas dispersas, porém, esses sintomas também podem estar presentes em
outros tipos de estresses (Vollenweider and Gunthardt-Goerg, 2005). As lesdes
causadas por O3 que podem ser facilmente identificadas em campo sdo pontos,
geralmente com coloragdo intensa, que acontecem exclusivamente proximo as
nervuras e essa caracteristica é utilizada para identificacdo do estresse por O3z (Novak
et al., 2003; Vainonen & Kangasjarvi, 2015).

Os sintomas visuais sucedem os danos fisioldgicos, bioquimicos e anatémicos,
uma vez que eles sao reflexo de danos internos, devido a planta ndo responder
eficientemente aos danos oxidativos (Vollenweider et al., 2003; Oksanen et al., 2007).
Problemas fisiolégicos estao relacionados com danos oxidativos, que refletem na
condutancia estomatica e na eficiéncia do uso da agua o que, consequentemente,
afeta a produgdo de fotoassimilidados (Papazian et al., 2016). A diminuicdo da
assimilagdo de carbono reduz a produtividade geral da planta como crescimento,
rendimento floral e producdo de frutos e sementes (Larcher, 2006). Em nivel
bioquimico, todos esses sintomas fisioldgicos estao relacionados com a oxidagéo das
ligacdes duplas de sulfidrila e acidos graxos pelas EROs, que reduzem a seletividade
da membrana plasmatica (Larcher, 2006). O decréscimo na produtividade ocorre
devido a competigcdo entre as rotas metabdlicas normais e o estresse oxidativo. A
planta, sob estresse, produz enzimas que participam da eliminagao e neutralizacao
das EROs como superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPX) e peroxiredoxina (PrxR) (Calatayud et al., 2007;
Gao et al., 2016).

Com relagao as alteragcdes morfoanatdbmicas sao observados colapso e morte
celular, principalmente no parénquima palicadico, presenca de caloses e protusdes
péctico celulésicas na parede celular, rompimento de membrana plasmatica, acumulo

de taninos, alteragdo no numero e tamanho de cloroplastos e acumulo de compostos
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fendlicos no vacuolo (Faoro & Iriti, 2005; Guerrero et al., 2013; Dumont et al., 2014,
Gao et al., 2016; Moura et al.,, 2018, 2011; Fernandes et al., 2019). Cardoso-
Gustavson et al. (2014) associaram a producéo de cristais de oxalato de calcio e COVs
com a resisténcia ao estrese por ozénio. Gao et al. (2016) mostraram, em microscopia
eletronica de transmissao, o rompimento da lamela média como um dos sintomas de
colapso do parénquima paligcadico. Em espécies sensiveis, as protusdes péctico
celulésicas sao consideradas caracteristicas sintomaticas de estresse por O3 de facil
visualizagdo (Moura et al., 2011). Algumas espécies com facil identificacdo de
sintomas visuais ou anatbmicos sado consideradas boas indicadoras de impacto
ambiental como Psidium guajava ‘Paluma’, Ipomea tricolor e Nicotiana tabacum (Ladd
& Sachs, 2004; Furlan et al., 2007; Pedroso, 2007; Esposito et al., 2009; Moura et al.,
2011).

No Brasil, a concentragédo de O3 também apresenta aumento significativo em
regides intensamente urbanizadas como Sao Paulo (CETESB, 2017). Em algumas
épocas do ano, altas concentragcdes também foram reportadas em areas rurais e até
mesmo na floresta amazénica (Artaxo et al., 2005). Como o Os é um poluente
secundario, ele pode ser formado em areas muito diferentes das fontes de emisséo.
Assim, em areas rurais, por ndo existir altas taxas de NO que diminuem a
concentracdo de Os, a quantidade de ozbnio pode ser ainda maior que em centros
urbanos (Lagzi et al., 2013). Existem evidéncias de estresse por 0z6nio em plantas
nativas da mata atlantica em regides metropolitanas, mas ainda faltam registros para

areas de reservas e de protegdo ambiental (Moura et al., 2018).

A Mata Atlantica € um Bioma tropical, brasileiro, extremamente degradado,
apresentando somente 15% da sua cobertura original, sendo que apenas cerca de
8% estao em condi¢des de boa conservagao (Scarano, 2002). Apesar de se conhecer
alguns impactos do o0z6nio nas plantas nativas desse bioma (Moura & Alves, 2014;
Moura et al., 2018) mais esforgos nas pesquisas necessitam ser feitos para entender
como niveis elevados de ozbénio impactam plantas nativas, visto que toda regiao
litoranea, maior parte do dominio da Mata Atlantica, € extremamente urbanizada e,
provavelmente, apresentara taxas futuras de Os troposférico acima dos valores

limites.



Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae), conhecida popularmente como
cotieira, boleira, anda-agu, purga-de-cavalo, dentre outras denominagdes, € uma
planta de porte arbéreo que pode ser encontrada nas regides norte, nordeste e
sudeste do pais e € caracteristica, principalmente, de florestas pluviais de Mata
Atlantica, mas também é encontrada em algumas regides do cerrado e da restinga
(Carvalho, 2005; Borges, 2012). E considerada uma planta decidua e heliéfita e possui
folnas compostas digitado-partidas, alternas e peciolo cilindrico com trés a cinco
foliolos. Na base e no apice dos foliolos encontram-se glandulas secretoras ( Sousa
et al., 2007; Carvalho, 2014; Silva, 2015). Essa espécie apresenta grande potencial
econdmico, sua madeira pode ser utilizada para madeiraria, caixotaria, produg¢ao de
fésforos e outros materiais. Também possui fibra de boa qualidade e é indicada para
producao de papel. Suas sementes podem ser utilizadas na produgao de ragao animal
e biodiesel, além de serem comumente utilizados como laxante natural, embora
causem toxidez quando ingeridas em quantidades elevadas (Carvalho, 2005; Sousa
et al., 2007).

Devido ao seu crescimento acelerado, o que promove rapida regeneragao e
recuperacao de areas degradadas, J. princeps pode ser uma o6tima alternativa para
reflorestamento (Spadeto et al., 2017). Alguns estudos com J. princeps exposta ao
fldor, conduzidos em campo e casa de vegetagdo, evidenciaram danos causados por
esse poluente (Santanna-Santos & Azevedo, 2007), principalmente nos estadio de
plantula, quando foi observado maior indice de dano foliar (necrose e clorose), maior
dano anatémico e menor crescimento, ao ser comparada com outras espécies de
mata atlantica (Silva et al., 2005). Em Ipatinga — MG, mudas cultivadas em
experimento de campo, apresentaram necrose e clorose foliar, bem como alteragdes
anatbmicas nas folhas e nas glandulas extraflorais (Castro, 2008; Silva, 2015). Esta
cidade, a exemplo de outros grandes centros do Brasil, apresenta altas concentragbes
de Oz em algumas épocas do ano (CETESB, 2014; Silva, 2015).

Nesse contexto, J. princeps se apresenta como um 6timo modelo de estudo,
por ter se apresentando sensivel a outros poluentes atmosféricos (Silva et al., 2005),
pelo seu alto valor comercial (Carvalho, 2014) e ambiental (Spadeto et al., 2017) e,

principalmente, por se tratar de uma planta nativa da Mata Atlantica (Carvalho, 2014).



Entender as respostas das plantas nativas brasileiras ao ozénio pode fornecer
informacgdes sobre o impacto desse poluente em ambientes de clima tropical, visto
que ainda pouco se sabe sobre o comportamento de plantas nativas desse ambiente
em possiveis concentragdes futuras de Os. Uma vez que o O3 pode afetar tecidos
foliares em diversas espécies, defende-se a hipdtese de que altas concentragdes de
ozénio (O3) causam danos morfoanatdmicos e fisiolégicos em Joannesia princeps
Vell. (Euphorbiaceae), planta nativa da Mata Atlantica e comum em toda sua

extensao.

2 Objetivo Geral
Levando em consideragdo a problematica ambiental relacionada ao O3
troposférico, os objetivos desse trabalho sdo avaliar as alteragdes morfoanatémicas e
fisiolégicas em folhas e glandulas peciolares de J. princeps em resposta a exposigao

ao ozonio.

2.1.0bjetivos Especificos
e Caracterizar os danos morfoanatdbmicos em folhas e glandulas
peciolares de J. princeps expostas ao 0z6nio;
e Avaliar as respostas enzimaticas de J. princeps quando expostas a
altas concentracdes de ozbnio.
e Levantar informagdes em relagdo ao nivel de resisténcia ao estresse

por ozdnio em J. princeps.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengéo do material vegetal e cultivo
As sementes de Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) utilizadas no
experimento foram coletadas na mata da dendrologia, localizada no campus da

Universidade Federal de Vigosa — UFV, municipio Vigosa — MG.

Para desinfestacado, as sementes foram imersas em hipoclorito de sédio a 5%
durante 10 minutos, lavadas em agua destilada trés vezes por dois minutos cada e
secas com papel toalha. A testa das sementes foi rompida suavemente com um
martelo, para a quebra de dorméncia. Apds preparadas, as sementes foram
semeadas em 36 vasos plasticos de 3L contendo substrato convencional, onde
cresceram por 60 dias até estarem com, no minimo, quatro folhas totalmente

expandidas.

Para garantir suprimento hidrico adequado, as plantas foram irrigadas por
capilaridade por meio de corddes de nylon inseridos na base dos vasos (VDI, 2003).
Nesse modelo, uma extremidade do cord&o fica em contato direto com as raizes das
plantas e a outra mergulhada em agua de torneira contida dentro de uma caixa plastica
fechada. A cada 15 dias, para suprimento nutricional, foi aplicado 200ml de solugao
nutritiva de Hoagland em pH 6,0 (1/2 forga) (Epstein, 1975).

Todo procedimento foi realizado em casa de vegetagao situada no Instituto de
Botanica, localizado na regiao sudeste da cidade de Sao Paulo (Figura 1A e B). Essa
casa de vegetacdo possui ar filtrado a partir de filtros especificos para poluentes
particulados e gasosos. A temperatura e humidade do ar foram monitoradas e

controladas diariamente por meio de termohigrografo.



Figura 1: Estrutra e experimento. Casa de vegetacdo para crescimento vegetal
pertencente ao laboratério de Interagbes atmosféricas do Instituto de Botanica (A e
B). Disposi¢ao dos vasos nos suportes das camaras de teflon (C e D).

3.2. Exposigdo em ambiente controlado

Para exposicdo ao Ozo6nio e controle foram utilizadas camaras de teflon com
armacgao de ago inox, uma para o poluente O3 e outra com ar filtrado (Figura 1C e D).
A camara possui, em seu interior, um pequeno espaco para acomodacgao dos vasos
e na parte inferior compartimento com agua. Essas camaras, juntamente com o
sistema de fumigacao, que consiste em aparelho para purificar e umedecer o ar;
misturador; dispositivo gerador de o0zbnio; controlador e instrumentos de
monitoramento dos gases, estdo localizados no laboratério de interagdo atmosfera-
planta da Sec¢do de Ecologia do Instituto de Botanica (Souza & Pagliuso, 2009). Nas
camaras de tratamento, o ar passa por todas as etapas do sistema de fumigagao e
nas camaras para controle o ar ndo passa pela etapa de ozonizagdo. A concentragao

de ozdnio foi medida continuamente por um monitor manual EcotechTM 9810B.

Foram utilizados nove vasos com plantas individuais para tratamento com Os.
e nove para controle mantido em camara com ar filtrado sem adi¢ao de ozdnio. No dia
anterior a aplicagédo do ozdnio as plantas foram retiradas da casa de vegetacgéo e

mantidas por 24h sob iluminagao artificial constante para aclimatagao.



As plantas foram submetidas ao tratamento por dezesseis dias, durante quatro
horas diarias no periodo de 9 as 13h. Aplicou-se uma concentragao diaria de
100ppb.h'. Os valores acima de 40 ppb.h"' sdo considerados toxicos para a maioria
das espécies e 80 ppb.h' é o limite maximo estabelecido. A concentragdo 100 ppb.h-
' foi escolhida por ser um valor possivel e esperado para os proximos 100 anos em

alguns locais mais poluidos do mundo (Bergmann et al., 2017).

As plantas foram iluminadas artificialmente com lampadas de vapor metalico
400W e lampadas de fluorescéncia 30W (modelo TL-05) que emitem radiagéo
fotossinteticamente ativa (PAR) (até 500 ymol.m?2.s') durante 8 horas diarias. A

temperatura foi controlada para, aproximadamente, 25°C.

Ao final da exposicao, foram avaliados os danos visiveis, as trocas gasosas e

coletadas amostras para analises bioquimicas e morfoanatémicas.

3.3. Sintomas foliares visiveis
As plantas foram medidas com uma fita métrica no inicio e no fim do

experimento.

Para analises de injurias foliares, as folhas foram fotografadas com camera
semi-profissional (modelo Colpix P510, Nikon, Japao). Parametros de incidéncia e
severidade dos danos foram analisados. De acordo com Chappelka et al. (1997)
incidéncia é o numero de individuos com sintomas foliares dividido pelo numero total
de individuos e severidade € o numero total de folhas com danos em uma planta
especifica em relacdo ao numero total de folhas de todas as plantas que possuem
danos. Posteriormente, foi analisada a porcentagem de dano foliar caracterizados em
intervalos de 1 a 5, sendo 1 — 5 % (classe 1), 6 — 25 % (classe 2), 26 — 50 % (classe
3), 51 —-75 % (classe 4) e 76 — 100 % (classe 5). Com esses dados de injuria foliar foi

calculado o indice de injaria Foliar (IIF), descrito em Furlan et al. (2008).

IF (%) =(N1x 1)+ (N2x2)+ (N3 x3)+ (N4 x4)+(N5x5)x100
(NO + N1+ N2+ N3 +N4+N5) X5

Onde N1, N2, N3, N4 e N5 representam a quantidade de foliolos com sintomas

em cada classe e NO é o numero de foliolos que ndo apresentaram sintomas.



3.4. Atividade Enzimatica

As folhas utilizadas para analise de atividade enzimatica foram aquelas
localizadas no 2° n6 do apice para base, totalmente expandidas. As folhas coletadas
foram colocadas em papel aluminio, identificadas e congeladas em nitrogénio liquido.
Apos a coleta, em laboratério, as amostras foram mantidas congeladas em nitrogénio

liquido, trituradas e armazenadas em tubos Falcon.

Foram analisadas as atividades das enzimas catalase, peroxidases e
peroxidase do ascorbato. Para obtencdo do extrato enzimatico aproximadamente
30mg de material vegetal foram macerados em nitrogénio liquido e homogeneizadas
em meio de extragdo composto por 1) tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8; acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM; fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM
e polivinilpirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (Peixoto et al, 1999). O extrato resultante foi
centrifugado por 15 minutos a 12.000g sob temperatura de 4 °C. Ap6s a centrifugacao,
o sobrenadante foi dividido em trés aliquotas para analise da atividade das enzimas

SOD, CAT, POX e APX e armazenados em freezer (-80°C) até o momento da analise.

3.4.1. Atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pelo consumo de peréxido de hidrogénio
(H202), seguindo protocolo proposto por Havir & McHale (1987). O extrato enzimatico
bruto foi adicionado ao meio de reagao contendo tampao fosfato de potassio 50 mM
(pH 7) e H202 40 puM. A atividade enzimatica foi avaliada na absorbancia a 240 nm em
leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA) durante 1
minuto. O fator da extingdo molar do H202 (39,4 mM-' cm™") foi utilizado para o célculo

da atividade, e o resultado final expresso em pmol de H202 min' mg™' MF.

3.4.2. Atividade da Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

Para determinacdo da atividade das peroxidases foi adicionado o extrato
enzimatico ao meio de reagao contendo tampao fosfato de potassio 25mM, pH 6,8,
pirogalol 20mM e H202 20 mM (Kar & Mishra, 1976). A reagao gera purpurogalina e
foi determinada em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham,
EUA) pelo aumento da absorbancia durante o primeiro minuto de reagao a 420nm, a
25 °C. Para calculo da atividade enzimatica foi utilizando o coeficiente de extincéao
molar de 2,47 mM' cm™ (Chance & Maehly, 2004) e expressa em pmol de

purpurogalina min"' mg™' MF.
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3.4.3. Atividade da Peroxidase do Ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

Para determinagcdo da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11) foi utilizada a metodologia proposta por Asada (1992) com algumas
modificagdes. O extrato foliar foi adicionado a uma solugdo contendo 80mM de
tampao fosfato de potassio (pH = 7,0), 1mM de EDTA, 10mM de acido ascoérbico e
2mM de peréxido de hidrogénio (H202). A reacdo de consumo do H20:2 foi realizada
em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA) com
comprimento de onda a 290nm, por 1 minuto, em comparagcdo com uma solucao

controle. O resultado final foi expresso em pmol de H202 min~' mg~' MF.

3.4.4. Determinagdo de concentracdo de proteinas nos extratos enzimaticos

O extrato utilizado para quantificacdo de proteinas foi o mesmo utilizado na
quantificacdo das enzimas. Uma aliquota de 5 yL do extrato foi adicionada a 250 uL
da solugdo do reagente de Bradford (Bradford, 1976) e, posteriormente lida no
comprimento de onda de 595 nm. A concentracao de proteinas soluveis nas amostras
foi determinada utilizando-se curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) e os

resultados foram expressos em mg g-' MF.

3.5. Teor de pigmentos

Conforme Wellburn (1994), os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides
foram determinados com a utilizacado de dimetilsulfoxido (DMSO) como extrator. Para
tal, quatro discos foliares do quarto né, do apice para a base, com aproximadamente
5 mm de didmetro foram colocados em recipientes protegidos de luz contendo 4ml de
DMSO. Apos 48 horas em temperatura ambiente os valores de absorbancias do
extrato (Ass3 € Assas para clorofilas a e b, respectivamente e A4so para carotenoides)
foram lidas em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA)

e os teores dos pigmentos foram determinados e expressos em ug.cm.

3.6. Anélises anatbémicas

Para analises anatdbmicas foram coletadas amostras de foliolos do 1°, 3° e 4°
nds com e sem sintomas visuais. Também foram coletadas as glandulas localizadas
na base e no apice do peciolo desses nds. Apds a coleta, as amostras foram fixadas
em solugdo de glutaraldeido (2,5%) em tampao fosfato de sédio 0,1M (pH 7,2)
(Karnovsky, 1965, modificado) e deixadas no vacuo por 48h, seguido de desidratagao

em série etilica. Posteriormente, as amostras foram incluidas em metacrilato
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(Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha) e cortes longitudinais e
transversais foram seccionadas a 5uym de espessura em micrétomo rotativo de avango
automatico Leica RM2265 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) com
utilizacdo de navalhas de vidro. Para avaliacdo anatdbmica estrutural, as seccdes
foram coradas com azul de toluidina (O 'Brien & McCully, 1981) e as laminas montadas
em resina sintética (Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). A andlise e o
registro fotografico foram realizadas em microscépio de luz (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japao) com sistema U-Photo com camera digital acoplada
(modelo Zeiss AxioCam HRc, Géttinger, Alemanha) localizados no Laboratério de

Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.

Amostras de glandulas peciolares localizadas na base e no apice do peciolo e
fragmentos foliares do 1°, 3° e 4° n6 foram analisados ao microscopio eletrénico de
varredura (MEV), para avaliar possiveis alteragdes superficiais ocasionadas pelo O3
nas ceras epicuticulares, epiderme e estdmatos. As amostras foram fixadas em
solugdo de glutaraldeido (2,5%) em tampao fosfato de soédio 0,1M (pH 7,2)
(Karnovsky, 1965, modificado), desidratadas em série etilica e levadas a secagem ao
ponto critico (Bozzola & Ruessel, 1992) utilizando-se equipamento (modelo CPD030,
BalTecBalzers, Liechtenstein). Apés a montagem das amostras nos suportes
(“Stubs”), foi realizada a deposigdo metalica com ouro (Bozzola & Ruessel, 1992)
utilizando-se equipamento Sputter Coater (modelo FDU 010 da Balzers,
Liechtenstein). As amostras foram observadas e documentadas em microscopio
eletrbnico de varredura (modelo Leo 1430VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra)

pertencente ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

3.7. Analise histoquimica das glandulas peciolares e folhas de J. princeps

Para os testes histoquimicos, foram coletadas as glandulas localizadas na base
e no apice do peciolo e fragmentos foliares de foliolos do 1°, 3° e 4° nés com sintomas
e sem sintomas. Apds a coleta, as amostras foram fixadas em solugdo de
glutaraldeido (2,5%) em tampao fosfato de sodio 0,1M (pH 7,2) (Karnovsky, 1965,
modificado) e deixadas no vacuo, seguido de desidratagdo em série etilica.
Posteriormente, as amostras foram incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha) e seccionadas a 5um de espessura em
micrétomo rotativo de avango automatico Leica RM2265 (Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Alemanha) com utilizacdo de navalhas de vidro. Foram realizados os
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seguintes testes histoquimicos: Reagcdo com acido periddico - Reagente de Schiff
(PAS) com controle adequado, para a detecgcdo de carboidratos totais (O’brien &
McCully, 1981); Sudan Black B (Benes, 1964, modificado; Pearse, 1985, modificado),
para localizagdo de lipidios e Xilidine Ponceau 1 % pH 2,5 (Vidal, 1970), para
evidenciagao de proteinas totais. As laminas foram montadas em resina sintética
(Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) e as observagdes e registro das
imagens foram feitos em fotomicroscopio (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japao) com sistema U-Photo com cémara digital acoplada (modelo Zeiss
AxioCam HRc, Goéttinger, Alemanha) localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal
(DBV-UFV).

3.8. Analises estatisticas
Os resultados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA, e as médias
foram comparadas com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram

realizadas utilizando o software RStudio (Bhering, 2017).
4 RESULTADOS

4.1. Exposi¢do ao ambiente controlado
A concentragao diaria de ozénio variou ao longo dos dias de tratamento com
média de 96,580 ppb.h (Figura 2A).

O Valor de Referéncia para Protecdo de Produtividade agricola (VRPP)
adotado para o Brasil, que é baseado no indice AOT40 estabelecido pela organizagao
mundial da saude (soma de todos os valores de concentracbes de Ozbnio que
ultrapassem 40ppb.h entre 8 e 20h) é de 3000ppb.h (ou 6000 pug/m3.h) acumulado em
trés meses (CETESB, 2014). Neste experimento, o valor acumulado de ozdnio foi de
8742 ppb.h, valor diario bem acima do recomendado para protecdo da vegetacao,
confirmando que as plantas foram submetidas a doses fitotoxicas de Ozo6nio (Figura
2B).
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Figura 2: Ozonizacdo ao longo do experimento. A - Valores médios de oz6nio durante
os 16 dias de exposicdo (ppb.h). B - Valores acumulados de Ozénio durante o
experimento em ppb.h (AOT40).

4.2. Analise Biométrica
O crescimento relativo das plantas ndo apresentou diferenca estatistica quando

comparado ao controle apos 16 dias de exposigcao ao ozénio (Figura 3).

4.3. Sintomatologia Visual

J. princeps apresenta crescimento monopodial com ramificacédo de folhas do
tipo alterna oposta. As folhas cotiledonares sao grandes e se mantém durante grande
parte do crescimento. As folhas sdo compostas, com 3 a 5 foliolos. As folhas

apresentam glandulas peciolares basais e apicais (Figura 4B, C e D).

Os sintomas comecaram a aparecer a partir do sétimo dia de exposicao,
iniciando com necroses (Figuras 5C, D e E) e cloroses (Figuras 5F) da margem da
folha em diregdo ao centro. Todas as plantas apresentaram algum tipo de sintoma a
partir desse dia, algumas com severidade maior que outras. As plantas apresentaram
média de severidade de 43%, ou seja, tiveram, em média, 43% de folhas visualmente
afetadas em algum nivel. Porém, o indice de injuria foliar foi de 15,99%.

Os sintomas visuais mais caracteristico encontrados foram pontuagdes escuras
intervenais. Elas se iniciaram sempre a partir das margens para centro da folha e
aumentando em intensidade com o tempo de fumigag¢do (Figura 5E). Essas
pontuagdes progrediram para manchas maiores e disformes ocupando, algumas

vezes, a maior parte do limbo foliar (Figuras 5D e G). Outros sintomas recorrentes

14



foram manchas cloréticas (Figura 5B) e pequenas pontuagdes claras nas margens e

pontas das folhas (Figura 5F).

N&o foram observados sintomas visuais de injuria nas glandulas peciolares em

nenhuma das plantas.

4.4. Atividade Enzimatica
A atividade das enzimas CAT, POX e APX nao apresentaram diferengas

significativas quando calculadas em relagcdo a massa fresca ou a proteinas totais
(Figura 6).

4.5. Teor de Pigmentos
Os teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides e a razao clorofila
a/b ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas quando comparado plantas

expostas ao 0zonio em relagéo as plantas mantidas em ar filtrado (Figuras 7 e 8).

4.6. Anatomia e histoquimica das folhas de J. princeps.

As folhas de J. princeps sao unisseriadas e dorsiventrais, apresentam uma
camada de parénquima palicadico voltado para superficie adaxial e quatro a seis
camadas de parénquima lacunoso. E considerada hipoestomatica, embora seja
comum encontrar alguns estdmatos na face adaxial proximo a nervura mediana da
folha. A nervura mediana apresenta de duas a trés faixas continuas de colénquima
angular na face abaxial e, na face adaxial, acima da nervura mediana, colénquima
angular em formato de cunha. O feixe vascular é colateral. Idioblastos cristaliferos
estdo presentes em toda a folha. Além de idioblastos, € comum visualizar laticiferos e
algumas células com compostos fendlicos, principalmente na regido das nervuras
(Figura 9A, C e E).

Os sintomas anatdmicos mais evidentes nos individuos expostos ao tratamento
com ar filtrado + ozénio foram: Necrose das células do parénquima palicadico e, em
locais com danos mais severos, da epiderme adaxial (Figuras 9B e D); Acumulo de
compostos fendlicos, corados em verde, no parénquima paligadico, no parénquima
lacunoso e na epiderme (Figuras 9D); protusdes pécticas na parede (Figura 9F) e

retragdo do protoplasto (Figura 9B e F).

As protusbes pécticas sido caracterizadas por pequenas protuberancias

péctico-celuldsicas na parede lateral das células e s&o evidentes no parénquima
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lacunoso (Figura 9F). A presenga de compostos fendlicos foi notada em grande parte
da folha, principalmente préximo as necroses (Figura 9B e D). A fase inicial da leséo
€ caracterizada pelo acumulo de compostos fendlicos com posterior rompimento das
células do parénquima palicadico. As células da epiderme adaxial, nos locais
necrosados, se tornam mais tabulares e, em alguns casos, entram em colapso
(Figuras 9B). Observou-se, também, retracao do protoplasto de células epidérmicas e

parenquimaticas (Figura 9B e F).

Os testes histoquimicos evidenciaram diferencas nas folhas das plantas
tratadas em relacao ao controle (Figura 10). O Reagente de Schiff/ acido periédico —
PAS mostrou a presenca de polissacarideos neutros no parénquima palicadico e
lacunoso. As plantas mantidas em ar filtrado apresentaram uma distribui¢ao uniforme
do conteudo, enquanto as plantas do tratamento com ozbénio apresentaram granulos
menores e mais espagados, mesmo nos locais onde nao havia necrose (Figura 10D
e F).

As células da epiderme, do parénquima palicadico e lacunoso reagiram
positivamente com o teste Xilidine Ponceau (XP). No parénquima palicadico e
lacunoso, as estruturas coradas apresentaram uma distribuicdo bem definida nas
paredes laterais das células e granulos grandes foram marcados na epiderme adaxial
e abaxial para ar filtrado. Nas plantas tratadas com oz6nio a distribuicdo dos
conteudos corados foi disforme, principalmente nos locais de lesédo, onde as células
rompidas ficaram totalmente coradas. Na epiderme, poucos e pequenos granulos

foram marcados (Figura 10G e H).
O teste com Sudam Black néo diferiu entre os tratamentos.

4.7. Micromorfologia das folhas de J. princeps.
Em microscopia eletronica de varredura (MEV) foram analisadas folhas que ja
estavam completamente desenvolvidas quando submetidas ao tratamento com

ozobnio (adultas) e folhas que se desenvolveram ao longo da exposigao (jovens).

Nas folhas da planta controle, as células da epiderme sao turgidas e
apresentam limites bem definidos em sulcos, o que confere uma caracteristica
ondulada da superficie foliar (Figuras 11A, C, E e G). As folhas adultas (Figuras 11A

e C) apresentaram mais ornamentagdes de ceras epicuticulares nas células
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subsidiarias dos estdbmatos, enquanto as folhas jovens (Figuras 11E e G)

apresentaram ornamentagdes em todas as células da epiderme abaxial.

As plantas submetidas ao 0z6nio apresentaram danos severos na epiderme da
face abaxial da folha, tanto nas folhas adultas (Figuras 11B e D), como nas folhas
jovens (11F e H). Os sintomas mais evidentes nas folhas jovens e adultas foram
desarranjo das ceras epicuticulares (Figura 11B,F e H), degradagdo das células
guardas (Figura 11D e H), rompimento das cristas estomaticas (Figura 11D e H) e
retracdo das células epidérmicas, devido a queda da turgidez (Figura 11F). Nas folhas
adultas foram observados sulcos ao longo da epiderme, onde as células se
sobrepuseram (Figuras 11B). Nas folhas jovens, as células epidérmicas se
apresentaram murchas e colapsadas, com as conexdes entre as paredes anticlinais

mais evidentes e as ceras epicuticulares desuniformes (11F).

A epiderme da face adaxial da folha ndo apresentou diferencas superficiais

entre folhas expostas ao 0zdnio e controle.

4.8. Localizagdo, morfologia, anatomia, histoquimica e micromorfologia das glédndulas
peciolares de J. princeps

E comum encontrar em J. princeps dois tipos de glandulas peciolares, na base
do peciolo e no apice, proximo aos foliolos (Figura 4). As glandulas da base
apresentam-se individualizadas, uma de cada lado do peciolo (Figura 4C). As
glandulas do apice séo unidas pela porgéo basal, livres na extremidade apical, porque
geralmente se desenvolvem em duplas (Figuras 4B e 4D). Morfologicamente, sé&o
cilindricas e apresentam uma regido abaulada na parte superior, onde ocorrem

rupturas da cuticula para liberagcéo da secrecgao.

As glandulas apresentam cuticula espessa na regidao de secreg¢ao que se torna
mais delgada nas laterais. Na parte superior, logo abaixo da cuticula, existe uma
epiderme secretora em forma de palicada, composta por duas a trés camadas de
células alongadas que coram intensamente de azul escuro com azul de toluidina.
Entre a epiderme em paligada e o parénquima de preenchimento encontra-se um
parénquima secretor composto por duas a trés camadas celulares frouxamente
arranjadas e isodiamétricas que coram de azul ciano (Figura 12A, C e E). A lateral das
glandulas é formada por uma epiderme tabular unisseriada e varias camadas de
células subepidérmicas com compostos fendlicos que coram de verde. As glandulas
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sdo intensamente vascularizadas com xilema e floema bem evidentes em meio ao
parénquima nectarifero. O parénquima apresenta idioblastos cristaliferos, células com

compostos fendlicos e laticiferos (Figuras 12A e B).

Nao foram evidenciadas altera¢des anatémicas nas glandulas que possam ser

atribuidas a exposi¢ao ao tratamento com ozénio (Figura 12).

Em relacéo aos testes histoquimicos, a epiderme em paligcada, o parénquima
secretor, 0 parénquima subjacente ao parénquima secretor e os feixes vasculares
coraram mais intensamente em todas as laminas analisadas tratadas com o0z6nio que

em cortes das plantas controle (Figuras 12 e 13).

Tanto as células do controle como as do tratamento reagiram positivamente
com Reagente de Schiff/ acido periddico — PAS, principalmente na regido da parede
celular (Figuras 13C, D, E e F). Porém, assim como para azul de toluidina, o conteudo
intracelular das células tratadas com ozénio (Figura 12D) coraram mais intensamente
que as células das plantas controle (Figura 12C). Além disso, é possivel identificar
muitos granulos de polissacarideos nas células do parénquima nectarifero e da
epiderme secretora nas plantas tratadas com ozénio (Figura 13D). Nas plantas

controle, esses granulos sdo menos numerosos e mais discretos (Figura 13C).

Reacgdes positivas para Xilidine Ponceau (XP) foram observadas em ambos os
tratamentos (Figuras 13A e B). Granulos proteicos foram identificados nas glandulas
das plantas expostas ao oz6nio (Figuras 13B) e no tratamento controle (Figuras 13A).
Feixes vasculares, parénquima de preenchimento e parénquima nectarifero
apresentaram maior intensidade de coloracdo nas plantas tratadas com ozdnio
(Figuras 13B).

Os testes com Sudan Black B nao apresentaram diferencas entre plantas

tratadas com ozénio e plantas controle (Figuras 13G).

4.9. Caracterizagéo estrutural da superficie de glandulas peciolares de J. princeps
Assim como para folhas, em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram

analisadas glandulas de folhas adultas e jovens.

As plantas de referéncia, mantidas em ar filtrado, apresentaram glandulas de
folhas adultas sadias, com epiderme e superficie intactas (Figuras 14A e C). Hifas

fungicas foram observadas na superficie acima da cuticula. As glandulas das plantas
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adultas expostas ao ozénio apresentaram rachaduras na cuticula e na epiderme

secretora, expondo o parénquima nectarifero (Figura 14B e D).

Diferente das glandulas das folhas adultas, as glandulas das folhas jovens, que
se expandiram durante a exposi¢cao, nao estavam totalmente desenvolvidas (Figura
14E e F). As glandulas de referéncia mostraram-se com algumas partes totalmente
desenvolvidas e alguns locais ainda em divisdo e expanséo celular. A parte ja
desenvolvida da glandula teve formagao de protuberancia secretora e rompimento da
cuticula, com consequente exposicdo do parénquima em palicada nao colapsado
(Figura 14E e G). Nao foram observadas hifas fungicas. Em contrapartida, as
glandulas de folhas jovens expostas ao 0zdnio mostraram-se com toda a superficie
em desenvolvimento e rachaduras na cuticula e na epiderme em palicada (Figura 14F
e H) com algumas colénias de hifas fungicas (Figura 14F). As superficies laterais das

glandulas expostas ao 0z6nio estavam completamente disformes (Figuras 14F e H).
5 DISCUSSAO

A taxa de crescimento relativo e acumulo de biomassa sdo parametros
usualmente utilizados para verificar estresses ambientais em plantas, principalmente
em plantas cultivaveis, por se tratar de um parametro de facil verificacdo (Larcher,
2006). O ozbnio, assim como outros poluentes oxidantes, afeta o desenvolvimento da
planta como um todo e, consequentemente, diminui o crescimento e a produtividade.
Além de plantas cultivaveis, que podem apresentar decréscimo no desenvolvimento
devido ao ozénio (Ashmore, 2005; Fuhrer, 2009; Ghude et al., 2014; Holmes, 2014;
Feng et al.,, 2015; Ainsworth, 2017). Registros a longo prazo demostraram que
espécies florestais, mesmo em condi¢des atuais de concentragdo de 0z6nio, também
apresentam decréscimo no acumulo de biomassa (Calatayud et al., 2007; Guerrero et
al., 2013; Feng et al., 2014; Holmes, 2014; Kitao et al., 2016). Neste trabalho, néo
foram observadas diferengas significativas em relacdo ao crescimento, que pode ser
devido ao pequeno tempo de exposicao das plantas. Embora J. princeps seja uma
planta de crescimento rapido, 16 dias ndo foram suficientes para se observar

diferengas no crescimento.

Sintomas visuais podem ser bons indicadores de qualidade ambiental
(Vollenweider et al., 2003; Vollenweider and Gunthardt-Goerg, 2005; Calatayud et al.,
2007; Li et al., 2016). Muitos sintomas visuais podem aparecer em espécies expostas
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ao ozobnio, dentre eles destacam-se pontuacbes difusas, cloroses, necroses e
bronzeamento foliar (Novak et al., 2003). Estes sintomas sdo caracteristicos e

ocorrem na face adaxial das folhas das plantas (Novak et al., 2003; VDI, 2003).

Em J. princeps ocorreram pontuagdes escuras intervenais nas margens da
folha, que se estenderam em diregcdo ao centro da folha no decorrer dos dias de
fumigagdo. Todas as plantas apresentaram algum tipo de sintoma visual, desde
pontuacdes clordticas até manchas necréticas, mostrando um alto nivel de
severidade. Porém, o indice de injuria foliar foi pequeno, ou seja, grande parte da
planta nao foi afetada. Vale ressaltar que nenhuma das folhas que se desenvolveram
ao longo do experimento apresentaram sintomas visuais. Os mesmos sintomas
observados para J. princeps foram documentados para ozénio em outras espécies de
mata atlantica brasileira (Moura et al., 2018), o que demonstra boas possibilidades de
monitoramento ambiental desse poluente através de sintomatologia visual. Ipomoea
nil (L.) Roth, Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ e Psidium guajava foram tomadas como boas
bioindicadoras de ozbénio no Brasil, pois sdo sensiveis e apresentam sintomas
caracteristicos de injuria visual por ozénio (Furlan et al., 2007; Sant’Anna et al., 2008;
Moura et al., 2011). Alguns paises utilizam o monitoramento ambiental através de
sintomatologia visual, principalmente na Europa e nos EUA onde os estudos com
o0zbnio sao conduzidos ha mais tempo (Chappelka et al., 1997; Oksanen et al., 2007;

Guerrero et al., 2013) e, mais recentemente, na china (Feng et al., 2014).

Nao foram observados sintomas visuais nas glandulas peciolares e nao existe
relato na literatura de sintomas em glandulas peciolares atribuidos ao 0z6nio. Estudos
conduzidos em campo com J. princeps expostas a diferentes tipos de poluentes,
incluindo ozbénio, demonstraram danos visiveis nas glandulas tdo severos quanto os
observados nas folhas (Silva, 2015). Em experimentos realizados com chuva &cida,
Silva et al., (2005) consideraram J. princeps boa bioindicadora, pois demonstrou
sensibilidade a esse poluente. Esses dados, juntamente com os dados encontrados
neste trabalho, podem dar indicios da sensibilidade geral e especifica para ozénio de

J. princeps ao ozbnio.

Sintomas foliares visiveis sao resultados finais de processos de degradagcao
celular que, por sua vez, sao resultados de processos degradadores que ocorrem a

nivel bioquimico (Larcher, 2006), quando o ozénio € absorvido.
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Algumas espécies de plantas pioneiras de mata atlantica, por terem rapido
crescimento, apresentam boa reposta antioxidativa em ambientes poluidos (Brandao
et al.,, 2017). J. princeps é considerada uma espécie pioneira e € indicada para
recuperacédo de areas degradadas. Porém, neste trabalho, ndo foram identificadas
diferencgas significativas quando se compara plantas fumigadas e plantas controle com
relagdo as enzimas responsaveis por degradar o peréxido de hidrogénio (H202), uma

das principais EROS.

Muitas espécies apresentam vias antioxidativas ndo enzimaticas que
combatem as EROS (Grulke and Heath, 2019). E possivel que J. princeps, apresente
outros mecanismos antioxidativos ndo enzimaticos que reduzem a agao de EROs
como, por exemplo, acido ascérbico e glutationa (Feng et al., 2010; Brandéo et al.,
2017). Além disso, Li et al. (2016) demonstraram que algumas plantas podem
responder com mudancas antioxidativas a nivel de massa foliar por area e ndo apenas

por massa foliar, o que pode explicar nossos resultados para o sistema enzimatico.

Alguns trabalhos demonstraram a sobreposi¢cao de locais com morte celular e
producéo de H202 em plantas expostas ao oz6nio (Faoro & Iriti, 2005), ou seja, as
respostas antioxidativas podem ocorrer apenas nos locais de lesdes e nao na folha
como um todo. Como o indice de injuria foliar nesse trabalho nao foi alto, é possivel

que o aumento na atividade das enzimas nao tenha sido detectado.

A presenca de pigmentos assessorios da familia dos carotenoides vem sendo
relatado na literatura como via de combate ao estresse antioxidativo por ozdnio (Li et
al., 2016; Brandao et al., 2017; Gao et al., 2017; Fernandes et al., 2019) assim como
a alteracao no nivel e a relagao de clorofila a e b (Debski et al., 2017). Neste trabalho,
entretanto, ndo foram encontradas alteracbes na quantidade total de nenhum dos

pigmentos testados.

Os sintomas anatémicos encontrados nesse trabalho sdo caracteristicos de
plantas estressadas por oz6nio e ja foram documentados na literatura: Presencga de
compostos fendlicos no interior das células do parénquima pali¢gadico e do parénquima
lacunoso (Vollenweider et al., 2013; Alves et al., 2016; Fernandes et al., 2016; Debski
et al., 2017; Gao et al., 2017; Moura et al., 2018); colapso das células do parénquima
palicadico (Guerrero et al., 2013; Gao et al., 2016), presenga de protusdes pécticas
nas paredes das células de parénquima (Ljubesi¢ and Britvec, 2006; Guerrero et al.,
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2013; Alves et al., 2016) e retragdes do protoplasto em células do parénquima

lacunoso e epiderme (LjubeSi¢ & Britvec, 2006).

A caracterizagcdo anatomica pode ser utilizada para visualizagdo de estresse
por 0z6nio, uma vez que nem sempre as lesdes sao visiveis em primeiro momento ou
em baixas concentragdes do poluente (Faoro & Iriti, 2005), sendo necessario a

utilizacdo de métodos mais detalhados para observagdes do impacto na vegetacao.

O sintoma mais abundante e visivel nesse trabalho foi a presenga de
compostos fendlicos, que ocorreram em todos os tecidos da folha. Muitas classes de
fendis e polifendis séo relatados como sintomas de estresse por ozdnio, pois esses
compostos também sao antioxidativos e agem como inibidores de EROS que entram
no citoplasma celular ou que sao produzidas devido ao préprio metabolismo das
células (Santos & Furlan, 2013; Alves et al., 2016; Fernandes et al., 2016). Fernandes
et al. (2016) mostraram que a producdo de polifendis em plantas submetidas a
estresse por ozbénio pode estar relacionado com morte celular programada.
Compostos fendlicos sdo ocasionalmente encontrados nas folhas de J. princeps,
porém, foi notavel o aumento da presenca desses compostos nas plantas fumigadas
com ozénio. Silva et al. (2005) também observaram acumulos de fendlicos em J.
princeps em experimento com chuva acida, o que demonstra que a produg¢ao de

compostos fendlicos é resposta comum a esses dois poluentes atmosféricos.

As presenca de protusdes pécticas estao relacionadas a defesa extracelular
contra o estresse oxidativo (Vollenweider et al., 2003; Faoro & Iriti, 2005; Guerrero et
al., 2013). Tendo em vista que o 0zbnio € um gas e entra via complexo estomatico,
antes deste entrar nas células, pode reagir com compostos de parede celular.
Substancias pécticas interagem com EROS formando as protusdes, o que evita a
entrada do ozonio no protoplasto. Caloses, que sdo hemiceluloses, também foram
relatadas na parede celular como resposta ao estresse por ozénio em Vitis vinifera
(LjubeSi¢ & Britvec, 2006).

Diversos pontos de necrose celular foram observados em J. princeps,
principalmente no parénquima paligadico, o que concorda com resultados de trabalhos
com Nicotiana tabacum, Ipomoea nil e Psidium guajava crescendo em ambiente
tropical (Moura & Alves, 2014; Alves et al., 2016; Moura et al., 2018) e diversas outras
espécies crescendo em clima temperado (LjubeSi¢ & Britvec, 2006; Guerrero et al.,
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2013b; Liet al., 2016). Pellinen et al. (1999), trabalhando com Betula pendula, exposta
a concentragbes altas de ozbnio, demonstraram que a resposta ordenada em
organelas celulares para produgéo de H202 pode néo estar relacionadas com a defesa
contra estresse oxidativo, mas sim com a morte celular programada. Outro sintoma
encontrado em J. princeps foi retragdo do protoplasto em células da epiderme e do
parénquima lacunoso, o que também corrobora dados ja relatadas na literatura
(Vollenweider et al., 2003; Moura et al., 2018), embora ndo seja comum retracdo do

protoplasto na epiderme em plantas submetidas ao estresse por ozénio.

Em folhas de J. princeps, através das técnicas de histoquimica, houve reacgao
positiva para carboidratos e proteinas. Nas folhas sadias, os granulos de carboidratos
mostraram-se maiores e melhor distribuidos pelas células, diferente de plantas
tratadas, onde eles sdo menores e mais dispersos. Proteinas estdo presentes em
grande quantidade, tanto no tratamento, quanto no controle, mas existem globulos
proteicos nas células da epiderme das plantas controle que ndo foram observados

nas plantas fumigadas.

Nas glandulas peciolares de J. princeps, observaram-se reagcdes mais intensas
para carboidratos e proteinas em plantas expostas ao ozonio. E possivel que exista
um direcionamento de metabdlitos para as glandulas peciolares quando a planta se
encontra em condi¢ao de estresse. Entretanto, Silva (2015) observou o contrario para
proteinas em plantulas de J. princeps expostas na cidade de Ipatinga, mostrando

menor atividade nas glandulas afetadas pela poluigéo.

Quando o ozbnio entra, via complexo estomatico, inevitavelmente, ha dano
oxidativo, o que é evidente em locais necrosados nas folhas de J. princeps. Porém,
como ja foi dito, a taxa de injuria foliar nesse experimento nao foi alta, principalmente
quando se compara a taxa de 0z6nio em que essa planta foi submetida com plantas
sensiveis. P. guajava ‘Paluma’, por exemplo, apresentou mais sintomas visuais que
J. princeps em um experimento de campo de 60 dias com um AOT40 de
aproximadamente 880 ppb.h, menos da metade aplicado nesse experimento (Furlan
et al., 2007). Ipomoea nil, em casa de vegetacao, apresentou sintomas visuais em
apenas seis dias com uma média diaria de 40 ppb.h-' de 0z6nio por seis horas diarias
(Moura et al., 2011).
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A cuticula e as ceras epicuticulares sdo possiveis barreiras contra a entrada do
ozébnio nas folhas das plantas (Gao et al, 2016; Li et al., 2016). Observeou-se intensa
destruicdo nas camadas de ceras epicuticulares e da cuticula, tanto em folhas jovens
como em folhas adultas de J. princeps exposta ao ozénio. E importante ressaltar que
as folhas jovens nao apresentaram sintoma visual de injuria e, quando analisadas em

MEV, apresentaram ceras epicuticulares mais organizadas que nas folhas adultas.

As alteragdes micromorfolégicas encontradas nos estdmatos das plantas
expostas ao oz6nio sdo semelhantes as encontradas em outras espécies
(Vollenweider et al., 2013; Dumont et al., 2014). Nesse trabalho, foram evidenciadas
alteracdes nas cristas estomaticas e degradagéo das células guardas, mas n&o foi
possivel verificar se os estbmatos perderam a funcdo. Em plantas estressadas, é
comum encontrar estbmatos fechados como sintoma de resposta a poluentes
atmosféricos (Larcher, 2006). Geralmente, a baixa taxa de assimilagcdo de COg,
acompanhada de poucos sintomas visuais, indica fechamento estomatico precoce
como estratégia de evitagdo (Ashmore, 2005; Grulke & Heath, 2019). Diversos
trabalhos demonstram influéncia do ozbénio na fotossintese (Hartikainen et al., 2012;
Gaoetal., 2016, 2017; Kinose et al., 2017; Xu et al., 2018). Analises de trocas gasosas
podem fornecer respostas quanto a sensibilidade e eficiéncia dos estdbmatos em

resposta ao estresse por 0zénio em J. princeps.

A alteragcao no desenvolvimento das glandulas peciolares das folhas jovens
ocorreu porque estas estavam expostas ao ozénio desde o inicio da formacgao. Além
disso, apdés o rompimento da cuticula, observou-se rompimento na parede anticlinal
das células do parénquima secretor em palicada das plantas tratadas com ozénio.
Esse rompimento pode ser um indicio da degradacao da lamela meédia pelo ozbnio
(Gao et al., 2016), reforgando a importancia da cuticula na protegéo contra o estresse

por ozénio.
6 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que, quando o ozénio entra em contato com o mesofilo de J.
princeps, causa danos morfoanatdémicos caracteristicos de estresse por 0zdénio como
protusdes pecto-celulésicas nas células do mesofilo, destruicdo das células do
parénquima palicadido e produc¢do de compostos fendlicos. Porém, o baixo indice de
injuria foliar (IFF), as avaliagbes enzimaticas e de pigmentos indicam um dano foliar
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relativamente baixo para uma exposicdo com concentragbes altas de ozobnio.
Provavelmente, J. princeps apresenta mecanismos nao enzimaticos de resposta a
esse poluente, como os compostos fendlicos evidenciados nas plantas expostas ao
ozoOnio ou, até mesmo, mecanismos de resisténcia a entrada desse poluente, como

fechamento estomatico.

A densa camada de ceras epicuticulares, principalmente em folhas jovens,
também pode ajudar a explicar um pouco dessa resisténcia, porém, a entrada do
ozOnio nas células é diretamente proporcional a taxa de trocas gasosas e essa analise
pode fornecer respostas precisas acerca da tolerancia de altas concentragdes desse

gas em J. princeps.
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Figura 3: Crescimento relativo de Joannesia princeps exposta ao ozénio e a ar filtrado.
16 dias de exposi¢cado. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre tratamentos
nao diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro
padrao da média.
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Figura 4: Caracterizagdo morfolégica de Joannesia princeps. A. Plantula com
crescimento monopodial e totalmente desenvolvida (detalhe para glandulas). B & D.
Glandulas apicais. C. Glandulas basais. Secregao exsudada (setas)
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Figura 5: Sintomas foliares visiveis em Joannesia princeps exposta a 100ppb.h-1 de
ozénio por 16 dias. A-D progressao dos sintomas foliares em folhas diferentes. E.
pontuacgdes intervenais escuras. F. Pontuagbes claras. G. Bronzeamento. Lesbes
indicadas pelas setas.
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Figura 6: Teores de clorofilas a e b, clorofilas totais e relagao clorofila a/b em
Joannesia princeps expostas ao ozénio e a ar filtrado. 16 dias de exposig¢ao. Unidade:
Mg.cm-2. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre tratamentos nao diferem
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrao da média.

304

A
A
201
101
0-

Ar FiFtradu Ozénio
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Figura 7: Teor de carotenoides em Joannesia princeps expostas ao ozbnio e a ar
filtrado. 16 dias de exposig¢ao. Unidade: ug.cm-2. Médias seguidas pela mesma letra
maiuscula entre tratamentos ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Barras representam o erro padréo da meédia.
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Figura 8: Concentracdo de Peroxidases (POX) e Peroxidade do Ascorbato (APX) em
Joannesia princeps. 16 dias de exposi¢cao ao ozénio e a ar filtrado (controle). Médias
seguidas pela mesma letra maiuscula entre tratamentos n&o diferem pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrdao da média.
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Controle Ozbnio

Figura 9: Anatomia de folhas de Joannesia princeps expostas ao ozénio 100ppb.h-1
(Azul de Toluidina) — Seccgdes transversais. Microscopia de luz. A, C e E. Plantas
controle. B, D e F. Plantas expostas ao ozénio. B. Necrose do parénquima palicadico
(Pp) e células da epiderme da face adaxial da folha (Ead) em colapso (asterisco).
Retracéo do protoplasto nas células da epiderme (Ponta de seta). D. Compostos
fendlicos nas células do parénquima e da epiderme (seta vermelha). F. Protusdes
péctico celuldsicas na parede das células do parénquima lacunoso (PI) (seta preta) e
retragdo do protoplasto (ponta de seta). es — estbmato; Fv — Feixe vascular; Eab —
Epiderme abaxial; |d — Idioblasto; N — Necrose.
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Figura 10: Caracterizacao histoquimica de folhas de Joannesia princeps expostas ao
ozbnio 100ppb.h-1. Microscopia de luz. Secgbes transversais submetidas a diferentes
testes histoquimicos. A e B. Branco. C-F. Reagente de Schiff/ acido periédico — PAS,
polissacarideos neutros corados de magenta, pequenos gréos de carboidratos podem
ser observados nas células do parénquima lacunoso e parénquima pali¢adico (setas
vermelhas). E possivel observar a diferenca de quantidade de carboidratos entre o
tecido necrosado (asterisco) e o tecido sadio. G e H. Xilidine Ponceau com as
proteinas coradas de vermelho (pequenos corpos proteicos podem ser observados na
epiderme e parénquima (setas pretas). Pp — Parénquima paligadico; Pl — Parénquima
lacunoso; Ead — Epiderme adaxial; es — estdbmato; Fv — Feixe vascular; Eab —
Epiderme abaxial.
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Figura 11: Folhas de Joannesia princeps submetidas ao tratamento com ozdénio (100
ppb.h-1). Microscopia Eletronica de Varredura. Face abaxial da folha. A — D. Folhas
adultas. E — H. Folhas jovens. B. Sulcos na epiderme provocados por perca de
turgidez (Asterisco). F. Murcha das células da epiderme de folhas jovens. (ponta de




seta branca). B, D, F e H. Ceras epicuticulares (ce) desarranjadas (ponta de seta
vermelha). D e H. Estdmatos (es) com células guarda degradadas (seta branca).
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Figura 12: Anatomia de glandulas peciolares de Joannesia princeps exposta ao
ozobnio (azul de toluidina). Microscopia de luz. Secgao longitudinal. A, C e E. Controle.
B, D e F Plantas tratadas com ozénio (100 ppb.h-1). Plantas tratadas coradas mais
intensamente que plantas controle. C — Cuticula; ES — Epiderme Secretora em
palicada; PN — Parénquima Nectarifero; CF — Compostos fendlicos; F — Floema; X —
Xilema; L — Laticifero.
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Figura 13: Caracterizagdo histoquimica de glandulas peciolares de Joannesia
princeps exposta ao ozbénio. Microscopia de luz. Secgdes longitudinais submetidas a
diferentes testes histoquimicos. A, C e E. Controle. B, D e F e G. Plantas tratadas com
ozénio (100 ppb.h-1). A e B. Xilidine Ponceau com as proteinas coradas de vermelho
(pequenos corpos proteicos podem ser observados na epiderme secretora (setas
pretas). E e F. Branco do controle e do tratamento, respectivamente. C e D. Reagente
de Schiff/ acido periddico — PAS, polissacarideos neutros corados de magenta,
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pequenos graos de carboidratos podem ser observados nas células do parénquima
nectarifero e epiderme secretora (ponta de seta vermelha). Plantas tratadas coradas
mais intensamente que plantas controle. G. Sudam Black evidenciando cuticula
corada de preto e secregcdo subcuticular (seta vermelha). C — Cuticula; PS —
Parénquima Secretor; PN — Parénquima Nectarifero.
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Figura 14: Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de glandulas peciolares de
Joannesia princeps submetidas ao tratamento com ozénio (100 ppb.h-1). A — D.
Folhas adultas. E — H. Folhas jovens. B, D, G e H. Rompimento da cuticula para
liberagdo de secrecgao (seta vermelha). D e H. Detalhe para epiderme em paligada
rompida nos tratamentos com ozbénio (ponta de seta). E. Protuberancia de secreg¢ao
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(asterisco). F. Glandula com desenvolvimento comprometido. A, D e F. Hifas fungicas
(seta branca).
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