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Resumo- O objetivou deste trabalho foi avaliar o perfil sazonal de trés espécies antioxidativas em I. nil ao
longo das quatro estac8es do ano e verificar se tais variacdes sao relacionadas as oscilagcdes nos fatores
meteoroldgicos dentro de uma casa de vegetacdo. Foram determinadas a concentracdo de acido ascorbico,
atividade de superéxido dismutase e peroxidases em folhas de I. nil. As respostas antioxidativas oscilaram
ao longo do ano. Os valores mais altos foram encontrados durante a primavera. Essa sazonalidade no perfil
antioxidativo foi associada a variagdes em temperatura, umidade relativa e radiagéo global. Através desses
resultados pode-se dizer que plantas dessa cultivar podem tolerar o estresse oxidativo imposto

naturalmente pelas condigGes meteorolégicas.
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Introducéo

E bem conhecido que algumas espécies
antioxidantes do ciclo ascorbato-glutationa
desempenham um  papel importante na
desintoxicacdo de espécies ativas de oxigénio
(EAO) produzidas durante atividades metabdlicas
normais, como por exemplo, a reducao
fotoquimica do O, no tilacéide (Chernikova et al.
2000) ou mesmo por razdes exdgenas, como a
entrada do ozdnio a planta (Scandalios 1993).

Tais antioxidantes podem sofrer uma
sazonalidade em sua formacdo e atividade em
funcdo de fatores exdgenos, como por exemplo,
condi¢cdes meteorologicas, mesmo na auséncia de
fatores de estresse de origem antrépica (Larcher
2000). Outros fatores importantes que interferem
na intensidade de acdo dos antioxidantes sdo a
temperatura e a umidade relativa do ar, que além
de influenciarem na abertura estomatica,
regulando o processo da fotossintese e, assim, o
nivel de EAO produzidas, também podem atuar
como agentes de estresse para as plantas (Lee et
al. 2004; Takac 2004; Bulbovas et al. 2005).

Ha de se considerar, ainda, que ao longo
dos diferentes estagios de vida das plantas,
variacdes nos niveis dos antioxidantes podem
ocorrer, promovendo assim uma flutuacdo normal
na producgdo dessas espécies (Klumpp et al 2000).
A intensidade de acdo dos antioxidantes varia,
também, em funcao da idade da folha (Musselman
& Massman 1998). Durante o processo de
senescéncia, Ultimo estagio de desenvolvimento

da folha, as atividades de superdxido dismutase
(SOD) e catalase tendem a diminuir (Igbal et al.
1996). Tal fato ocorre concomitantemente com
uma maior degradacdo de proteinas, &cido
nucléico, além da perda de clorofila.

Portanto, é de se esperar que haja
variacdes no sistema de defesas ao longo do ciclo
de vida de uma planta, tornando-a mais suscetivel
aos diversos fatores de estresse, sejam eles
enddgenos ou exodgenos, e que a sazonalidade
nas condi¢bes climaticas possam interferir em tais
variagfes, tornando-a mais ou menos vulneravel
ao longo das estacBes do ano. Neste trabalho
pretende-se aplicar um modelo estatistico pouco
utiizado em estudos de ecologia, mas que
mostrou uma boa aplicabilidade no conjunto de
dados aqui presentes.

Assim, objetivou-se, neste trabalho: 1)
verificar por meio de variaveis dummy se ocorrem
variacdbes em trés espécies antioxidativas em
folhas de plantas de Ipomoea nil, ao longo de seu
desenvolvimento e, nas quatro estacfes do ano,
guando expostas em casa de vegetagdo, as
oscilagcdes naturais em fatores climaticos de S&o
Paulo; 2) verificar se tais variacbes estdo
relacionadas as oscilacdes de temperatura e de
umidade relativa do ar observadas ao longo das
estacBes do ano.

Metodologia

Local de exposicao
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Neste experimento foram realizadas
guatro campanhas no parque do Ibirapuera, que é
uma area publica arborizada, situada na regiao
centro-sul da cidade de S&o Paulo, SE Brazil (23°
34'55"S de latitude; 46°39'25"W de longitude e 750
metros em relacdo ao nivel do mar). O parque
esta situado entre avenidas com intenso trafego
veicular e historicamente afetado por altos e
crescentes indices de 0z6nio, especialmente nas
estacBes de primavera e verdo (CETESB 2007). O
clima na regido é subtropical, com temperatura
média anual de 18,30 C, com invernos suaves e
verfes com temperaturas moderadamente altas,
aumentadas pelo efeito da poluicdo e pela
altissima concentracdo de edificios. A umidade
tem indices considerados aceitdveis durante todo
0 ano (geralmente acima de 60%). A precipitacdo
anual média é de 1317 mm, concentrados
principalmente no verdo (CETESB 2007).

Plantio e exposicdo

Sementes de plantas de Ipomoea nil cv.
Scarlet O’'Hara foram adquiridas de um mesmo
fornecedor comercial (CN  Seeds LTD,
www.cnseeds.co.uk) e oriundas de um mesmo
lote. Estas foram germinadas em caixa plastica
transparente (gerbox) com 100 cm®. O substrato
utilizado para a germinacao foi composto por uma
mistura de produto comercial produzido a base de
casca de Pinus (Plantimax-Eucatex) e de
vermiculita fina, na proporcdo de 3:1,
respectivamente. As plantulas se desenvolveram
nessas caixas até o surgimento da segunda folha
cotiledonar, sendo, entdo, transplantadas para
vasos plasticos com a mesma mistura de
substrato utilizada na germinacdo das sementes.
Foram realizadas quatro campanhas de exposicao
de plantas no local escolhido, com duracdo de 28
dias cada, uma em cada estacdo do ano. Assim,
as campanhas de verdo, outono, inverno e
primavera foram realizadas respectivamente em
fevereiro/margco, maio/junho, agosto/setembro e
novembro/dezembro de 2006. Cada campanha
experimental foi iniciada com um lote de quarenta
e cinco plantas de I. nil, quando elas ja
apresentavam a sétima folha expandida, incluindo
as folhas cotiledonares. As plantas foram expostas
sob sombreamento de 50%, em aparato similar ao
proposto pelo VDI (2003) instalado ao lado da
estacdo de monitoramento da qualidade do ar da
Companhia Estadual de Saneamento Ambiental —
CETESB. Este 6rgéo forneceu os valores horarios
de temperatura, umidade relativa do ar, radiagcédo
global, velocidade de vento, o0zb6nio, material
particulado e dioxido de nitrogénio para cada
campanha (www.cetesb.sp.gov.br). Essas plantas
tiveram a irrigacdo adequada garantida por
capilaridade, por intermédio de cord6es de nailon
inseridos na base dos vasos, seguindo modelo
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proposto por VDI(2003). Semanalmente, a partir
do transplante, todas as plantas receberam 100 ml
de solucao nutritiva ‘hoagland’ descrita em Epstein
(1975).

Analise dos antioxidantes

Durante cada campanha de 28 dias, em
intervalos entre trés ou quatro dias, determinaram-
se, em cinco plantas, as concentracdes totais de
acido ascorbico e a atividade das enzimas
superoxido dismutase e peroxidases totais nas 52,
62 e 72 folhas mais velhas do ramo principal. O
primeiro dia de coleta foi chamado de T1, o
segundo de T2 e assim sucessivamente até o
nono dia de coleta que foi chamado de T9. A
determinacdo de &cido ascérbico nas folhas
frescas de I. nil foi baseada em Keller & Schwager
(1977). Aliquotas do limbo de folhas frescas (0,5
g) foram utilizadas para extracdo do AA. O
restante da folha teve sua massa fresca e seca
determinadas, para se obter a concentracdo do
antioxidante em base de matéria seca. O extrato
resultante da homogeneizacao foi centrifugado e
submetido a analise em espectrofotdmetro. Para
analise de SOD, 0,1g de limbo foliar foi triturado
com 12 mL de solugcdo tampao fosfato (50nM), pH
7,5 (contendo 1nM tritriplex 1l EDTA-NA2, 50nM
NaCl e 1 mM AA) e PVPP (polivinilpolipirrolidona).
ApOs centrifugacao as amostras foram analisadas
de acordo com Osswald et al. (1992). Foi medida
a absorbancia em espectrofotbmetro (560nm) e
posteriormente foi calculada a atividade da
enzima.

Analise estatistica

Foram pesquisadas diferencas nos dados
obtidos a partir da analise de antioxidantes
referentes as folhas em cada dia de amostragem
por meio de andlise de variancia. Para o
tratamento dos dados foi utilizado andlise de
regressdo calculada com varidveis dummies.
Foram analisados os efeitos da exposi¢éo local de
plantas (Casa de Vegetacdo e Parque do
Ibirapuera) e sazonalidade (estacdes) sobre a
concentracdo de AA e a atividade da SOD nas
plantas, e o perfil do aumento da concentracédo de
AA e atividade de SOD nas plantas, entre o
terceiro e oitavo dia de analise. Realizaram-se,
finalmente, correlagbes de Pearson para
determinar as relacbes entre oscilagbes em
fatores meteoroldgicos no interior da casa de
vegetacdo em cada campanha experimental e
entre as respostas antioxidativas foliares durante
todo o periodo experimental

Resultados

Na maioria dos casos, nao houve
diferencas significativas nas respostas
antioxidativas encontradas nas folhas analisadas
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em cada dia de amostragem no decurso de cada
campanha experimental. Assim, os dados foram
tratados como média de antioxidantes por planta,
por apresentarem concentracbes semelhantes e
atividades entre as trés folhas analisadas. Tais
antioxidantes apresentaram uma variacdo de seus
niveis ao longo do ano. Nos dados analisados néo
foi observada diferenca  significativa na
concentracdo de acido ascorbico e atividade de
SOD na folhas das plantas expostas nos
diferentes locais (Casa de vegetacao e parque do
Ibirapuera), assim, a variavel “local de exposicao”
foi retirada do modelo e os dados trabalhados .

O teor de &cido ascorbico nas plantas
expostas durante a campanha de verdo
apresentou uma variacdo ao longo dos 28 dias. A
concentracdo de AA no primeiro dia de analise foi
a menor registrada na campanha, entdo pode ser
observado um aumento durante o envelhecimento
da planta. Préximo ao final da exposicdo, a
concentracao de AA tendeu a abaixar novamente.
Durante a campanha de outono, a concentracdo
de AA permaneceu praticamente constante,
conforme as plantas foram ficando mais velhas,
com excecdo de trés dias, que apresentou uma
concentracdo significativamente mais elevada
guando comparada com o0s outros dias. A
campanha de inverno foi caracterizada pela alta
concentracdo do AA no ultimo dia de amostragem,
fato que foi significativo. Na campanha de
primavera AA apresentou algumas oscilacbes ao
longo do periodo experimental, no entanto,
observou-se que ele sempre se manteve elevado
na planta, desde a primeira até a dUltima
amostragem. O meio da campanha foi
caracterizado pelas concentracdes
significativamente mais elevadas do antioxidante.
Comparando a concentracdo de AA nas plantas
de I. nil durante as quatro estacbes do ano,
observou-se que as plantas expostas na
campanha de primavera foram as que
apresentaram os valores mais elevados de
antioxidantes, seguido pelo verdo, inverno e
outono.

Os dados das amostras foram utilizados
para o calculo de regressdes com variaveis
“dummie” (Gujarati, 2002). Os resultados das
analises mostraram que, tomando-se a primavera
como referencial, para o terceiro dia de analise, ou
seja, o T3, a concentracdo de AA no verdo foi em
média 0,62% maior, sendo ainda 0,41% menor na
campanha de outono e em média 0,22% menor na
campanha de inverno. Ja para o oitavo dia de
analise, ou seja, o T8 a presenca de AA foi em
média 0,53% menor no verdo, 0,38% maior no
inverno.

Em termos da taxa percentual de
crescimento de AA entre T3 e T9, detectou-se que
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a taxa de crescimento média da concentracédo de
AA na primavera foi de aproximadamente -0,16%,
com aproximadamente 16% de significancia.
Utilizando-se essa campanha como referéncia,
notou-se que no verdo, a taxa de crescimento
média da substancia foi aproximadamente 1,21
ponto percentual menor, com significancia proxima
de zero e no outono, a taxa de crescimento média
da substancia foi aproximadamente 0,32 ponto
percentual maior, com significancia proxima de
zero. No inverno, a taxa de crescimento média da
substancia foi aproximadamente 0,55 ponto
percentual maior do que na primavera, com
significancia préxima de zero.

A enzima superéxido dismutase mostrou
um perfil oscilatério durante a campanha de veréo,
com atividades significativamente maiores no meio
e no final da campanha. Durante o outono, a SOD
manteve uma atividade relativamente constante
nas plantas.

Semelhante ao AA, superéxido dismutase
apresentou um aumento significativo em sua
atividade no dltimo dia de amostragem,
apresentando no meio da campanha os menores
valores de SOD nas plantas de Ipomoea nil. A
campanha de verdo foi marcada por um aumento
significativo da atividade da enzima nos ultimos
dias de amostragem. Em geral, a campanha de
primavera foi o que registrou os maiores valores
de SOD nas plantas analisadas. A atividade
média da SOD foi aumentando na seqiiéncia do
verdo, outono, inverno e primavera (Tabela 1). Os
resultados sintetizados na tabela mostram
claramente que as concentracbes de 4&cido
ascorbico ea atividade da SOD mostrou-se
superior na primavera (Fig. 2).

Tabela 1. Os valores médios de AA e SOD em
plantas de I. nil ao longo de 28 dias de cada
campanha experimental. Letras mailsculas
indicam diferengas entre o contetdo e a atividade
de antioxidantes em diferentes estacfes do ano.

Campaign  AA (ug/g ms)  SOD (Unid/g ms)
Summer 79 A 332,6 B
Autum 6,3 A 370,5B
Winter 6,9 A 384,0B
Spring 8,6 A 619,8 A

Para a atividade de SOD nas folhas de
Ipomoea nil ndo foi observada diferenca estatistica
entre as estagbes de outono e inverno. Para o
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terceiro dia de andlise, ou seja, 0 T3, observou-se
gue a presenca de SOD foi em média 0,38% maior
no verdo do que na primavera. Para o oitavo dia
de analise, ou seja, o T8, notou-se que a atividade
da SOD foi em média 1,08 ponto percentual menor
na campanha de verdo do que na primavera,
tendo também se mostrado 1,53 ponto percentual
menor na campanha de outono, comparando-se
ainda a campanha de primavera.

Em termos de taxa percentual de
crescimento da atividade da SOD entre T3 e T8,
notou-se que a taxa de crescimento média da
atividade de SOD na primavera foi de
aproximadamente 0,55%, com significancia
proxima de zero. Tendo-se essa estacdo como
referéncia, a campanha de verdo apresentou uma
taxa de crescimento médio da atividade de SOD
de aproximadamente 1,22 ponto percentual
menor, com significancia proxima de zero. Na
estacdo de outono, observou-se uma taxa de
crescimento média da atividade de SOD de
aproximadamente 1,10 ponto percentual menor do
gue na campanha de primavera, com significancia
préxima de zero.

As andlises de correlacdo de Pearson

indicaram que as variagdes nos antioxidantes
foram estimulados pelas oscilagdes diarias nos
fatores climaticos como temperatura e umidade
durante as diferentes estacdes do ano (Tabela 2).
Matrizes de correlacdo entre 0s niveis de
antioxidantes em cada dia de andlise e os valores
médios de temperatura e umidade relativa do ar
durante o dia apropriado de analise e nos 10 dias
gque antecederam a colheita (dados néo
mostrados) apontaram que estimulos como foram,
em geral, observada entre os quinto e sexto dias
de analises anteriores (indicado para maiores e 0s
coeficientes de  correlagdo  significativos).
Conforme indicado na Tabela 2, observou-se que
AA foi influenciada pela temperatura durante as
estacBes do ano. Percebe-se que as relacbes
mais fortes ocorreram durante o verdo e as
campanhas de inverno, fato que coincide com as
estacBes que apresentaram maior radiacao global
(dados ndo mostrados). Por outro lado, SOD néo
apresentou tdo influenciada por estas variaveis
climaticas, sendo SOD influenciada pela
temperatura apenas durante as campanhas de
outono e inverno.
Tabela 2. Andlise da Correlagao de Pearson entre
os niveis de antioxidantes no dia de andlise e os
valores da temperatura ambiente (T em ° C) e
umidade (ER%) cinco dias antes. (¥
Estatisticamente significativo p <0, 05.

AA SOD
Verao T 0,69* 0,40
UR 0,08 0,54
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Outono T -0,47* -0,50*
UR -0,004 0,12

Inverno T 0,53* -0,86*

UR 047* -0,28

Primavera T -0,06 0,25

UR -0,50* 0,61*

As andlises de correlacdo de Pearson
mostraram que o0s antioxidantes nas quatro
campanhas, em geral, apresentaram significativa
correlacdo: AA x SOD (r = 0,37, p = 0,03); AA x
POD (r=0,44,p=0,02)e SODPODx (r=0,44 e
p = 0,02) (Figura 1).
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Figura 1. Sobreposicdo de perfis de antioxidantes
em folhas de I. nil 'Scarlat O' Hara, em nove dias
de analise, ao longo de 28 dias de cada campanha
experimental. Barras: &cido ascorbico; linha;
superodxido dismutase.

Discusséao

A resisténcia de plantas para os mais
variados tipos de fatores ambientais que causam o
estresse oxidativo € determinada, entre outros
aspectos, pela eficiéncia de seu sistema de defesa
antioxidativo. As analises de dummy mostram que
esta eficiéncia €é mutavel no decorrer do
desenvolvimento da planta, como se observa, por
exemplo, o acido ascérbico nas plantas utilizadas
durante a campanha de verdo. Normalmente,
espera-se que as folhas mais jovens apresentem
maior capacidade de defesa do que as folhas mais
velhas na mesma planta. Ohe et al. (2005)
observaram que sob condicdes de estresse
oxidativo folhas mais velhas de Nicotiana tabacum
cv. Xanthi apresentaram menor teor de AA e
menor atividade da ascorbato-peroxidase nos
cloroplastos, quando comparado com as folhas
mais jovens. Além disso, as folhas mais jovens
apresentaram em média um elevado ritmo
metabodlico, devido ao seu estagio de
desenvolvimento, que intensificam a formacéo de
espécies reativas de oxigénio e exige uma maior
eficiéncia do sistema antioxidativo.

No entanto, a variacdo nos niveis de
antioxidantes em diferentes periodos da vida da
planta, como evidenciado na analise de Dummy,
nao foi tdo evidente como nas diferentes estacdes
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do ano. Os valores mais elevados de antioxidantes
encontrados nas campanhas de verdo e na
primavera, provavelmente, refletem uma condicdo
tipica do ambiente neste periodo do ano. Este é o
momento de maior radiagdo solar e temperaturas
mais altas, logo, este periodo apresenta uma
maior taxa de fotossintese nas plantas e,
consequentemente, ocorre uma maior formacéo
de ERO, que exige um aumento das defesas das
plantas. Segundo Larcher (2000), quantidades
extremas de radiacdo e um aumento da absorcéo
de radiacdo UV produzir uma situacdo de
estresse, sendo o0 centro de reacdo do
fotossistema Il, o primeiro lugar a ser atingido.
Outros autores também ja observaram o efeito da
sazonalidade em antioxidante e os associaram as
caracteristicas meteorolégicas de cada época do
ano. Este foi o caso de Gilham & Dodge (1987),
gue mostrou variagao sazonal nos niveis de acido
ascorbico, ascorbato peroxidase e glutationa
redutase em folhas de Satium sativum (L.). Neste
experimento o inverno foi marcado pela baixa
atividade e concentracdo de antioxidantes e o
verdo por elevados valores em seus niveis. Os
autores relacionaram esses resultados a
densidade de fluxo de luz, que é menor no
inverno. Durante as épocas mais quentes do ano,a
taxa respiratéria € maior, o que também pode
refletir um aumento na eficiéncia do sistema
defensivo, devido a uma maior atividade das
mitocondrias. De acordo com Dizengremel (2001),
0 aumento da respiracdo esta associada a um
aumento na sintese NADH que esta relacionada
com a formacéo da enzima superéxido dismutase,
peroxidases, além também de ser importante na
regeneracdo de 4&cido ascérbico e outros
antioxidantes. Bowler et al. (1989) encontrou um
aumento grande na atividade da SOD-manganés
em Plumbagifolia Nicotiana durante a maior
respiracdo induzida por alguns fatores de
estresse.

Neste estudo, a analise de correlagdo de
Pearson evidenciarou que houve um desequilibrio
de tempo entre as mudancas no ambiente e as
respostas antioxidantes. Oscilacdes na
temperatura e umidade refletiram, provavelmente,
no sistema defensivo de I. nil cv. Scarlet O'Hara,
apos alguns dias em que elas estavam crescendo
no ambiente.

Além disso, tais relagées nao foram uniformes nas
diferentes estacdes do ano. A Tabela 2 mostra
que a superdéxido dismutase foi influenciada
negativamente pela temperatura, mas apenas no
outono e inverno. E bem conhecido que SOD
catalisa a dismutacdo do radical superoxido,
produzindo H,O, e oxigénio (Scandalios 1993;
Raychaudhuri e Deng 2000), portanto, qualquer
variacdo no ambiente capaz de provocar um
desequilibrio no sistema prooxidante / antioxidante
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da célula pode ser um ativador possivel na
atividade desta enzima, devido a sua capacidade
de regular as concentracdes de oxiradicals nas
células e organelas (Igbal et al. 1996). Bulbovas et
al. (2005) observaram uma relacdo positiva entre
os niveis de SOD e temperatura em plantas de
Caesalpinia echinata Lam. cultivadas na mesma
casa de vegetacdo do presente estudo. A analise
estatistica mostrou ainda uma forte relagédo
positiva entre a temperatura e a concentracao de
AA na campanha de verdo e uma relagdo negativa
na campanha de outono. A umidade relativa
apresentou correlagdo negativa com AA na
primavera e uma relacao positiva com SOD. Essas
relagbes opostas em diferentes épocas,
provavelmente estdo relacionadas a maior ou
menor taxa de fotossintese, transpiracdo e
respiracdo da planta, uma vez que temperatura e
umidade relativa do ar séo fatores reguladores do
movimento estomatico.

As relacBes negativas entre essas
condi¢des climaticas e de antioxidantes pode ter
refletido em um maior fechamento dos estdmatos,
a fim de limitar a perda de agua, resultando na
reducdo das taxas de fotossintese e da producédo
natural das espécies reativas de oxigénio. O fato
de antioxidantes apresentarem uma forte relagédo
positiva entre si sugere que, em geral, a
comunicacdo endogena nas plantas, em resposta
as variacdes do ambiente, parece ter refletido a
boa capacidade de defesa de 1. nil contra o
estresse oxidativo. Isso significa que a alta
atividade de SOD levou a um aumento na
producédo de H,O,, que foi, por sua vez, eliminado
por outras substancias antioxidantes do ciclo
ascorbato-glutationa como AA e Peroxidases
(mais especificamente ascorbato peroxidase). Por
outro lado, em periodos determinados,
dependendo da intensidade do esforco, o
desempenho de uma espécie antioxidante parece
compensar o desempenho de outro. Até o final da
campanha de primavera, por exemplo, o0 aumento
da atividade da SOD foi comparado com uma
reducdo na concentracdo de AA, sendo capaz de
indicar, a eficiéncia do ciclo ascorbato-Glutationa,
em um periodo de intensa formacdo natural de
ERO durante o0 decorrer dos processos
fisiolégicos.

No entanto, no presente estudo, a
regeneragcdo do acido ascoOrbico oxidada no
processo de eliminacdo de H,O, ndo foi estudada,
que também é uma importante ferramenta para
determinar a capacidade da planta para se
defender contra o estresse oxidativo e manter o
equilibrio prooxidante / antioxidante definido pela
Muggli (1993).

Conclusao
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Os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que de fato ocorre uma sazonalidade
no perfil antioxidativo d Ipomoea nil nas quatro
estacBes do ano devido a acdo de determinados
estimulos ambientais, como por exemplo,
temperatura e umidade relativa do ar, que pode
exigir uma maior eficiéncia do sistema
antioxidativo.
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