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INTRODUÇÃO

O interesse pela poluição por ozônio troposférico (O3) vem
crescendo substancialmente, visto que suas concentrações
podem crescer nas próximas décadas, inclusive nos páıses
em desenvolvimento (Emberson et al., 001). O O3 é um dos
mais importantes poluentes fitotóxicos (Ball et al., 1998,
Guderian 1985).

O O3 é um componente da mistura de oxidantes fo-
toqúımicos formados na atmosfera pela reação de hidro-
carbonetos e óxidos de nitrogênio na presença de luz so-
lar (Krupa 1997). Por isso, o incremento de compostos
orgânicos voláteis (COVs) e óxidos de nitrogênio prove-
nientes de emissões veiculares preocupam as agências de
controle de qualidade do ar, por serem estes os precursores
do ozônio, além de outros compostos do smog fotoqúımico
(Sawer et al., 2000).

Uma vez absorvido pelas plantas, o ozônio reage com água
e produz espécies ativas de oxigênio (EAOs), incluindo
peróxido de hidrogênio (H2O2), superóxido (O2 - ), oxigênio
singleto (1O2*) e radical hidroxila (�OH). Essas EAOs po-
dem reagir com a membrana plasmática, promovendo a per-
oxidação liṕıdica, desencadeando uma série de reações que
produz radicais livres. Esses radicais livres e seus produtos
reagem também com protéınas, DNA e liṕıdios nos difer-
entes compartimentos celulares (Sharma & Davis 1997).
Assim, os efeitos da ação tóxica das EAOs são verificados
em vários ńıveis da organização biológica, como: desarranjo
de organelas e de paredes celulares; alterações estruturais;
redução da fotosśıntese; necroses e cloroses em folhas; acel-
eração da senescência foliar; diminuição do crescimento, da
safra de produtos agŕıcolas e da vegetação natural (Krupa
& Manning 1988, Hogsett et al., 1997, Krupa 1997, Gravano
et al., 2003, entre outros).

Cabe lembrar, no entanto, que, mesmo na ausência de fa-
tores de estresse oxidativo, EAOs são naturalmente produzi-
das em processos fisiológicos como fotosśıntese e respiração.
Por isso, existe nas células vegetais um sistema antioxidante

eficiente, formado por diversos compostos não enzimáticos
como ácido ascórbico e glutationa e por enzimas como su-
peróxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR), que neutralizam substâncias ox-
idativas e impedem danos celulares como os descritos. Nes-
sas condições, há um equiĺıbrio pró - oxidante/antioxidante,
que é especialmente mantido por reações de oxi - redução en-
volvendo ácido ascórbico e glutationa. O radical superóxido
(O2

. - ) se converte em peróxido de hidrogênio (H2O2), em
reação catalisada pela SOD. Por meio da oxidação do ácido
ascórbico a ácido monodeidroascórbico, catalisada pela enz-
ima APX, o H2O2 é convertido em água. A oxidação da glu-
tationa (GSH) também permite a remoção de H2O2 e ainda
previne a peroxidação dos liṕıdios e elimina OH� e O2

. - .
A redução do ácido monodeidroascórbico a ácido ascórbico
ocorre por redução enzimática nos cloroplastos ou por sua
dismutação espontânea a ácido deidroascóbico, que reage
com GSH, produzindo ácido ascórbico e glutationa oxidada
(GSSH). Esta última, por sua vez, é reduzida pela GR, re-
tornando a sua condição original. Em estados reduzidos,
ácido ascórbico e glutationa podem ser novamente utiliza-
dos, caracterizando o ciclo ascorbato - glutationa (Sharma
& Davis et al., 1997). A capacidade de oxi - redução demon-
strada por plantas, assim, está estreitamente relacionada à
sua capacidade de tolerar a ação de fatores de estresse ox-
idativo no ambiente em que está crescendo.

Em espécies vegetais senśıveis ao ozônio, supõe - se que
a capacidade de oxi - redução é pequena, de modo que o
referido equiĺıbrio é rapidamente rompido, surgindo os sin-
tomas foliares viśıveis t́ıpicos (Muggli 1993). Plantas com
tais caracteŕısticas, inclusive, podem ser muito apropriadas
para o monitoramento da presença de ozônio na atmosfera
(Arndt & Schweiser 1991, Krupa & Manning 1988).

A Ipomoea nil, também conhecida por corda - de - vi-
ola, é uma planta nativa do continente americano, ocor-
rendo desde o México até o norte da Argentina. No Brasil,
tem vasta e expressiva ocorrência, sendo um das ipomoeas
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mais freqüentes (Kissmann & Groth 1999). Nouchi & Aoki
(1979) mostraram, em seu trabalho, que plantas de Ipomoea
nil ‘Scarlet O’Hara’ expostas ao ozônio, sob condições ex-
perimentais, desenvolveram sintomas foliares t́ıpicos, como
pontos cloróticos e necroses intervenais, indicando a possi-
bilidade do uso dessa cultivar para o biomonitoramento.

É posśıvel supor que injúrias podem surgir em plantas ex-
postas em campo aos mesmos ńıveis dos poluentes do smog
fotoqúımico, a depender das condições ambientais como um
todo, especialmente da incidência ou não de outros fatores
ambientais extremos, como seca, alta intensidade luminosa,
calor e frio. Estes, por contribúırem para a formação de
EAOs (Bray et al., 2000), podem estimular as defesas an-
tioxidativas e interferir, em conseqüência, na relação entre
intensidade de necroses e concentrações de poluentes na at-
mosfera.

Ferreira (2007) já mostrou que, em determinadas épocas do
ano, como na primavera, respostas antioxidativas mais in-
tensas, como aumento na concentração de ácido ascórbico
total, pode restringir a progressão de danos foliares em I.
nil ‘Scalet O’Hara’. Contudo, permanece, ainda, descon-
hecido se ocorrem variações na capacidade de oxi - redução
de plantas desta cultivar, quando expostas a um gradi-
ente de condições ambientais de uma região contaminada
por ozônio, e se estas podem modular sua eficiência para
biomonitoramento em regiões urbanas brasileiras. Como
comentado anteriormente, os antioxidantes desempenham
papel importante nesse processo.

OBJETIVOS

Verificar se a atividade de APX, GR e SOD e as concen-
trações de GSH, em suas formas reduzida e total em plan-
tas de Ipomoea nil ‘Scarlet O’ Hara’ mantidas em ambiente
contaminado por compostos do smog fotoqúımico, variam
ao longo de um gradiente de condições ambientais, tanto
no que diz respeito à contaminação atmosférica quanto às
condições meteorológicas.

Identificar quais fatores ambientais determinam preponder-
antemente as variações na atividade de APX, GR, SOD e
concentrações de GSH.

MATERIAL E MÉTODOS

Sementes de I. nil ‘Scarlet O’Hara’ foram germinadas em
caixa plástica (gerbox) dentro de Casa de Vegetação. Após
o aparecimento das folhas cotiledonares, cada plântula foi
transplantada em vaso plástico com terra onde foram man-
tidas com irrigação por capilaridade, através de três cordões
de nylon submersos em água de torneira em caixas plásticas
cobertas por tela de arame, segundo modelo proposto pelo
VDI (2003). As plantas foram adubadas semanalmente com
solução de Peters (N:P:K)..

Após o aparecimento das folhas 6 e 7, considerando a folha
número um como a mais velha, as plantas foram colo-
cadas para fora da casa de vegetação, em um ambiente
caracteristicamente contaminado por O3 (PEFI; Instituto
de Botânica), em estantes apropriadamente cobertas com
sombrite de acordo com o VDI, onde ficaram expostas por

28 dias. No verão foram realizadas duas exposições, en-
quanto que nas outras estações do ano de 2008, foram real-
izadas 3 exposições, sendo cada uma iniciada com 36 plantas
previamente numeradas. Ao longo de cada exposição, em
seis dias sorteados, foram retiradas seis plantas igualmente
sorteadas. Nas folhas 6 e 7 dessas plantas, foram realizadas
análises das concentrações de glutationa e das atividades
das enzimas SOD, APX e GR.

Durante todo esse peŕıodo, as injúrias foliares viśıveis e os
fatores ambientais mais importantes foram monitorados por
outros pesquisadores do mesmo projeto a qual este se insere.

Métodos Anaĺıticos

Atividade da glutationa redutase (GR)-Para a extração da
enzima glutationa redutase (GR), o material vegetal foi ho-
mogeneizado com tampão fosfato de potássio e logo após
centrifugado. A atividade da enzima foi medida em uma
mistura de reação contendo o extrato foliar, tampão fos-
fato, DTNB, NADPH e glutationa oxidada (GSSG) a 30ºC
(Ramachandra Reddy et al., 2004). A reação foi iniciada
a partir da adição de NADPH que permite a redução da
GSSG pela enzima GR e a atividade da enzima foi medida
em espectrofotômetro a 412nm, pela formação de composto
formado pelo DTNB na presença de GSSG.

Atividade da superóxido dismutase (SOD)-A atividade da
enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada por
método proposto por Oswald et al., (1992), com modi-
ficações. O material vegetal foi homogeneizado com tampão
fosfato de potássio, ácido ascórbico e depois centrifugado.
O extrato obtido foi dividido em duas aĺıquotas, pois este foi
também utilizado para avaliar a atividade da enzima ascor-
bato peroxidase. A atividade da enzima SOD foi medida
em uma mistura de reação contendo nitro blue tetrazolium
(NBT), metionina, EDTA, tampão fosfato, riboflavina e o
extrato vegetal. Após 15 minutos de exposição à luz fluo-
rescente, mediu - se a absorbância da mistura a 560nm. Os
controles de cada amostra foram protegidos da luz. A ativi-
dade da enzima foi determinada pela inibição da redução
do NBT, pela dismutação enzimática do superóxido.

Atividade da ascorbato peroxidase (APX)-Para deter-
minação da atividade da enzima APX, foi utilizada a
metodologia proposta por Asada (1984), com modificações.
A mistura de reação consistiu de tampão fosfato, 1mM de
EDTA, ácido ascórbico e peróxido de hidrogênio (H2O2). A
reação foi iniciada com a adição do extrato vegetal, descrito
anteriormente, à mistura. A atividade da APX foi medida
em um espectrofotômetro UV/VIS a 290nm, por 2 minutos,
por meio da decomposição do H2O2.

Concentrações de glutationa-Uma parcela das folhas foi trit-
urada em solução extração (a base de ácido sulfosalićılico) e
depois de centrifugadas, as aĺıquotas foram misturadas em
solução tampão fosfato e DTNB, após 5 minutos de reação
foi feita a leitura em espectrofotômetro a 412nm. Assim
determinou - se a glutationa reduzida (GSH). Para deter-
minar a glutationa total (Gtot), na mistura utilizada ante-
riormente foram acrescidos NADPH e glutationa redutase
e, após 20 minutos de reação, foi feita uma nova leitura em
espectrofotômetro a 412nm (Israr et al., 006).

Análise estat́ıstica

As diferenças na atividade das enzimas entre exposições,
em cada estação climática e entre os dias de amostragem, na
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mesma exposição foram verificadas por análises de variância
não paramétrica (teste de Kruskal - Wallis), seguidas de
teste de comparações múltiplas (teste de Dunn).

RESULTADOS

Houve variações nos ńıveis de antioxidantes entre as ex-
posições de uma mesma estação do ano. No verão, somente
a APX mostrou variação entre exposições, tendo atividades
mais altas durante a primeira. Durante o outono, a ativi-
dade de APX e a concentração de GSH foram menores na
primeira exposição enquanto que a atividade de SOD foi
menor na segunda exposição. No inverno, as menores ativi-
dades de APX ocorreram na primeira e segunda exposição
e a de SOD na terceira exposição; as menores concentrações
de GSH ocorreram na segunda exposição. Na primavera, a
atividade de APX e a concentração de GSH foram menores
na terceira exposição. A atividade de GR e a GSH/Gtot
variaram apenas entre as exposições da primavera. A ativi-
dade da GR foi menor na primeira e segunda exposição e a
razão GSH por Gtot foi menor na terceira exposição.

Houve também oscilações nos antioxidantes entre as
estações do ano, com exceção da atividade de GR. A ativi-
dade de APX e a razão de GSH/Gtot foram menores no
outono e maiores na primavera. As concentrações de GSH
foram menores no verão e no outono. A atividade de SOD
foi menor no inverno.

Nouchi & Aoki (1979), ao fumigar I. nil ‘Scarlet O’Hara’
com 300ppb do ozônio por uma hora observou injúrias
foliares intensas, no entanto quando expôs as plantas a
75ppb por quatro horas não verificou nenhuma injúria fo-
liar. Assim, as máximas concentrações de ozônio pare-
cem afetar mais essa planta do que a concentração acumu-
lada. No presente estudo, durante a exposição de outono,
a menor atividade da APX e as menores concentrações de
GSH, do mesmo modo, pareceram estar relacionadas com
os picos horários na concentração de ozônio que ocorreram
no peŕıodo. Nessa estação, verificou - se a concentração
máxima horária de ozônio (441 ppb) do ano de 2008, o que
pode ter contribúıdo com a maior ocorrência de injúrias fo-
liares durante o peŕıodo do experimento.

A atividade da enzima SOD pareceu estar mais relacionada
com as variações de outros fatores ambientais, como a tem-
peratura, já que suas menores atividades ocorreram no in-
verno, oscilando no outono e as maiores atividades ocor-
reram no verão e na primavera, como visto por Bulbovas et
al., 2005).

A concentração de ozônio durante a estação da primavera
variou pouco, as máximas horárias não passaram de 78ppb,
refletindo na baixa variação de injúrias foliares viśıveis, o
que possivelmente está relacionada a alta atividade de APX
e a alta razão de GSH por Gtot. Esse fato demonstra uma
alta capacidade redox nas plantas dessa estação.

CONCLUSÃO

A capacidade de oxi - redução dos antioxidantes dessa
planta não foi suficiente para evitar as injúrias foliares. No
entanto os resultados obtidos neste estudo mostraram que

a concentração de glutationa e as atividades das enzimas
APX, GR e SOD, que fazem parte do ciclo ascorbato - glu-
tationa variaram entre as exposições de cada estação e entre
as estações, afetando a ocorrência dessas injúrias viśıveis.
Análises estat́ısticas das variáveis ambientais ainda serão re-
alizadas para determinar a relação com os resultados obtidos
dos antioxidantes.
(Agradecemos Fapesp - 05/511695, Cnpq e Capes)
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