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Resumo

O ozbnio troposférico (O3) é um dos poluentes mais importantes da atualidade, sendo
formado pela interacdo de 6xidos de nitrogénio, hidrocarbonetos e radiagdo ultravioleta. Ele ou seus
radicais livres estdo associados ao aumento da incidéncia de doencas pulmonares em seres
humanos, além de causar danos & vegetacdo e a produtividade agricola em diversas regides do
mundo. Portanto, é de fundamental importancia que sejam pesquisadas e padronizadas espécies e/ou
cultivares sensiveis a este poluente, para que se possa fazer a bioindicacdo da qualidade do ar, uma
vez que esta apresenta custo baixo e facil implementacdo. Desta forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o potencial bioindicador de 4 cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.),
desenvolvidas pela FEPAGRO (Fundagdo de Pesquisa Agropecudria) Litoral Norte do Rio Grande
do Sul, através de sua comparacdo com a cultivar reconhecidamente sensivel ao 0z6nio, a US Pinto
111. Para tanto, foram empregados parametros fotossintéticos, vazamento relativo de eletrélitos,
abscisdo foliar e medidas de biomassa. Plantulas de 8 dias (contados a partir da semeadura) das
cultivares Fepagro 26, Guapo Brilhante, Irai, Macotaco e US pinto 111 foram submetidas, em
camaras de topo-aberto, aos tratamentos sem e com adi¢do de ozbnio ao ar ambiente. Ao todo,
foram realizados 7 eventos de fumigacgdo, com duracdo de uma semana cada, e fumigagéo diaria das
10:00 as 16:00 horas. Em cada um desses 7 eventos de fumigacdo, foram utilizadas 5
plantulas/tratamento/cultivar, totalizando 25 plantulas por camara. A exposicdo ao 0zonio causou,
em algum momento, decréscimos significativos na assimilacdo liquida de todas as cultivares, exceto
na Irai. Esses decréscimos na assimilagdo liquida foram associados principalmente & atividade da
Rubisco in vivo e, secundariamente, a capacidade de transporte de elétrons. A exposi¢do ao 0zbnio
causou também um aumento significativo no vazamento relativo de eletrélitos da cultivar Pinto,

mas apenas quando a soma das concentra¢des horarias acima 40 ppb (AOT40) foi a mais elevada.
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Além disso, o tratamento com 0z6nio causou uma antecipacao significativa no tempo de abscisao
foliar apenas nas cultivares Pinto, Fepagro e Guapo, sendo que isto ocorreu em pelo menos um dos
dois experimentos realizados para avaliacdo desse parametro. Quanto as medidas de biomassa da
raiz, parte aérea e total da planta, pode-se dizer que periodos mais longos de exposi¢do ao 0z6nio
sd0 necessarios para ocorrerem modificacdes significativas e confidveis nesse parametro. Embora
tenha havido bastante instabilidade nos resultados, devido, provavelmente, a fatores ambientais ndo
mensurados, pbde-se, com este estudo, confirmar a sensibilidade da cultivar US Pinto 111 ao
0zOnio e mostrar que a cultivar Fepagro 26 tem um 6timo potencial para ser empregada em estudos
futuros como um bioindicador sensivel ao 0z6nio, enquanto a cultivar Irai poderia ser considerada
resistente. Além disso, entre os parametros avaliados, a assimilacdo liquida e a abscisdo foliar

mostraram ser 0s mais eficientes para fazer a classificacdo das cultivares em niveis de sensibilidade.

Palavras chaves: ozbnio troposférico, bioindicacdo da qualidade do ar, Phaseolus vulgaris,

fotossintese, vazamento relativo de eletrélitos, abscisdo foliar, biomassa, cAmara de topo-aberto.



Abstract

Today, tropospheric ozone (O3) is one of the most important pollutants. It is formed by
the interaction of oxides of nitrogen, hydrocarbons and ultraviolet radiation. It or its free radicals
are associated with the increased incidence of lung diseases in humans, in addition to damage to
vegetation and crop yield in different regions of the world. It is essential, therefore, to research and
standardize species and/or cultivars sensitive to this pollutant, in order to be able to perform the
bioindicator air quality, since this is low cost and easy to implement. The present study, thus, deal
to evaluate the bioindicator potential of 4 bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars, developed by
FEPAGRO (Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria) North Coast from Rio Grande do Sul,
by comparing it with the cultivar that is known to be sensitive to ozone, US Pinto 111, using some
parameters such as photosynthesis, relative leakage of electrolytes, foliar abscission and biomass
measures. For this 8-day seedlings, counting from the date of sowing, of Fepagro 26, Guapo
Brilhante, Irai, were used for treatments with and without addition of ozone to the ambient air. In
all, 7 fumigation events were performed, lasting one week each, and daily fumigation from 10 am to
4 pm. In each of these 7 fumigation events, 5 seedlings/treatment/cultivar were used, a total of 25
seedlings per chamber. Exposure to ozone at some point caused significant reductions in the net
assimilation of all cultivars except Irai. These reductions in net assimilation were associated mainly
with the in vivo activity of Rubisco, and secondarily with the electron transport capacity. Exposure
to ozone also caused a significant increase in the relative leakage of electrolytes from Pinto cultivar,
but only when sum of daily concentrations above 40 ppb (AOT40) was highest. In addition,

treatment with ozone caused a significant anticipation in foliar abscission time only in the Pinto,
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Fepagro and Guapo cultivars. This occurred in a least one of the two experiments performed to
evaluate this parameter. As to the measures of root biomass, aerial part and total plant, it might be
said that longer periods of exposure to the pollutant are necessary for significant, reliable changes to
occur in this parameter. Although the results were quite unstable, probably due to unmeasured
environmental factors, with this study one can confirm the sensitivity of US Pinto 111 cultivar to
ozone and show that the Fepagro 25 cultivar has an excellent potential for future use as an ozone-
sensitive bioindicator, while the Irai cultivar could be considered resistant. In addition, among the
parameters evaluated in this study, net assimilation and leaf abscission proved to be most efficient

to classify the cultivars as to levels of sensitivity.

Key-words: tropospheric ozone, bioindicator air quality, Phaseolus vulgaris, photosynthesis,

relative leakage of electrolytes, foliar abscission, biomass, open-top chambers.
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1. Introducéo

Nas ultimas déecadas, as atividades antropicas tém induzido aumentos significativos nas
concentracBes de 0zodnio troposférico numa escala global (Bray et al., 2000). Para se ter uma idéia,
a concentracdo média do 0z6nio no hemisfério norte dobrou durante o século 20 e esté crescendo a
uma taxa atual de 0,5-2,0% ao ano (Runeckles & Krupa, 1994). Se as emissdes de Oxidos de
nitrogénio ndo forem drasticamente reduzidas, a tendéncia para o futuro préximo é de uma
ocorréncia de incrementos mais rapidos que os anteriormente observados, alcangando niveis até
40% superiores aos atuais no decorrer dos proximos 30 anos, em conseqliéncia do aquecimento
global (Sanders et al., 1993). Isso ocorre porque, com 0 aguecimento, aumentam as probabilidades
de tempo ensolarado e seco, condigdes essas que favorecem a formacgdo do 0zdnio na troposfera
(Schnug, 1998).

O ozonio intensifica a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células,
como os radicais hidroxila (*OH), peréxido de hidrogénio (H,0,), superoxido (O,® ) e oxigénio
singleto (*O,) (Bray et al., 2000). Essas espécies quimicas podem iniciar miltiplos eventos de
oxidacdo, seja através da sua reacdo com as ligacGes duplas insaturadas dos &cidos graxos (Mudd,
1982), ou através da oxidagédo de grupos —SH (Eckardt & Pell, 1995).

Embora o 0zdnio ocorra principalmente em areas urbanas e industriais, sua presenca
pode se estender as areas suburbanas e rurais (Runeckles & Krupa, 1994). Desse modo, além do
0zonio estar associado com uma série de problemas aos seres humanos, a exemplo de doencas
pulmonares (devido a destruicdo dos cilios das vias aéreas); irritacdo nos olhos, nariz e garganta;
envelhecimento precoce da pele; nausea; dor de cabeca e fadiga (Klumpp et al., 2001), ele também
é, atualmente e em escala global, o poluente que causa mais danos a vegetagcdo do que todos os

demais poluentes somados (Elag6z & Manning, 2005).



Devido a resposta especifica a diferentes poluentes, algumas espécies sdo excelentes
bioindicadoras de diversas fontes de poluicdo (Levin & Pignata, 1995). Além de facil
implementagdo e do baixo custo, o uso de bioindicadores, embora ndo pretenda e nem consiga
substituir medi¢des de concentracbes ambientais de poluentes através de métodos fisico-quimicos,
fornece informagdes adicionais referentes aos efeitos sobre os organismos vivos (Klumpp et al.,
2001). Porém, o emprego da bioindicacdo, na avaliacdo de impacto ambiental e monitoramento da
qualidade do ar, ainda é pouco utilizado no Brasil, devido ao escasso conhecimento a respeito da
sensibilidade das espécies tropicais e subtropicais aos poluentes atmosféricos.

O numero de trabalhos publicados nesta area, realizados no Brasil, vem crescendo
notadamente nos Gltimos anos, porém, a grande maioria dos grupos de pesquisa nesta tematica
baseia-se ainda em estudos de campo, nos quais as plantas, a serem testadas, sdo expostas na area de
influéncia de fontes emissoras de poluentes atmosféricos a distancias crescentes do ponto de
emissdo. Esta abordagem apresenta como inconvenientes a multiplicidade de varidveis nao
controladas e a possibilidade de sinergismo entre poluentes, que em condi¢fes naturais, raramente
se apresentam isolados. Esta situacao dificulta a atribuicdo inequivoca, das respostas encontradas, a
um determinado poluente.

Com base no exposto acima e sabendo-se que 0s niveis criticos atuais de Os; para
protecdo de culturas agricolas, vegetacdo natural e espécies florestais contra efeitos adversos sdo
baseados em relacGes de dose-resposta derivadas, principalmente, de experimentos com camaras de
topo-aberto (Griinhage et al., 2001), foi construido um sistema de gaseificacdo de plantas com
atmosfera enriquecida com o0zonio. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o potencial
bioindicador de 4 cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), desenvolvidas pela FEPAGRO
Litoral Norte, através de sua comparacdo com a cultivar reconhecidamente sensivel ao 0zénio, a US
Pinto 111 (Arndt et al., 1987). Para isto, utilizou-se parametros fotossintéticos, vazamento relativo
de eletrdlitos, abscisdo foliar e medidas de biomassa, 0s quais sdo particularmente sensiveis a este

poluente e que estdo melhor detalhados no item 2.3 da Revisao Bibliografica.



2. Revisdo Bibliografica

2.1. Locais de Ocorréncia e Modo de Formagao do Oz6nio

O ozbnio (O3) é um gas que esta presente naturalmente tanto na estratosfera quanto na
troposfera. Na estratosfera, que dependendo da latitude fica situada entre 7 e 17 até 50 km de
altitude e que comporta, aproximadamente, entre 85-90% do contetdo total de ozbnio, 0 O3 €
produzido por fotodissociacio do O, em atomos de oxigénio que depois se combinam com o O,. E
nessa camada, portanto, que esta situada a camada ozdnio, a qual realiza o importante papel de
filtragem da radiacdo ultravioleta que chega até a superficie da Terra. J& na troposfera, que se
estende da superficie da Terra até a base da estratosfera, embora 0 0z6nio também seja capaz de
filtrar os raios ultravioletas, ele exerce efeito nocivo sobre a vegetacdo e animais em decorréncia do
seu alto poder oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O ozbnio faz parte do grupo de “oxidantes fotoquimicos”, que é a denominacdo que se
d& a mistura de poluentes secundéarios formados pelas reacfes entre os 6xidos de nitrogénio e
compostos organicos volateis (hidrocarbonetos), na presenca de luz solar. Os precursores do 0zénio
sdo liberados principalmente pela combustéo e evaporacdo de combustiveis e solventes, mas até as
arvores contribuem na produgdo de compostos organicos volateis. No estado de Séo Paulo, por
exemplo, os veiculos sozinhos s&o responsaveis por 96% dos 6xidos de nitrogénio lancados ao ar.
De acordo com uma pesquisa apresentada ao Instituto de Astronomia Geofisica e Ciéncias
Atmosféricas (IAG) da USP, os hidrocarbonetos liberados pelas plantas contribuem com cerca de
15% do ozdnio presente na regido metropolitana de Sdo Paulo (Telles, 2003).

Devido a disponibilidade crescente de seus precursores (6xidos de nitrogénio e

hidrocarbonetos), resultante do aumento da frota veicular, a concentracdo de 0zdnio troposférico
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vem aumentando drasticamente nas Ultimas décadas (Naja et al., 2003). Os primeiros registros de
danos causados pelo Oz ocorreram em meados de 1950 em plantagdes agricolas e em Pinus
ponderosa nas vizinhancas de Los Angeles, e no tabaco, no leste dos Estados Unidos (Sandermann
et al., 1997). Atualmente, estudos indicam que de todos os poluentes atmosféricos, 0 0z6nio € o
mais difundido (Martins et al., 2006). Além disso, 0 o0zdnio também é o poluente que mais vezes
ultrapassa o padrdo de qualidade do ar. O valor méaximo considerado como ndo prejudicial ao meio
ambiente, estabelecido pelo CONAMA é de 160 pg.m™ (~80ppb), em monitoramento continuo de 1
hora. SO na regido metropolitana de S&o Paulo, por exemplo, em 2004 o padrédo foi ultrapassado em
60 dias — média histdrica até baixa, em comparacdo aos ultimos cinco anos (em 2002, foram 82
dias), mas apenas por causa das condi¢cbes meteorologicas favoraveis (Furtado, 2005). Em Porto
Alegre, 0 0zonio medido em trés locais, um no centro da cidade e dois situados a 30 km a sudeste e
30 km ao norte, excedeu em 19 dias o padrdo nacional de qualidade do ar no periodo de marco de
1996 a abril de 1997 (PETROBRAS, 1998). Nesta mesma cidade, no ano de 2002, o ozbnio foi
responsavel pelo maior percentual (40%) dos episddios de qualidade regular do ar, sendo que as
concentracdes mais elevadas foram observadas no periodo de primavera-verdo, em fungéo da oferta
abundante de radiacdo e das temperaturas elevadas, as quais influenciam os niveis maximos de
concentracdo deste poluente (FEPAM, 2003).

A necessidade de luz para ocorrer a quebra das moléculas dos hidrocarbonetos,
tornando-as aptas a se combinarem com os 6xidos de nitrogénio e, assim, formarem o ozénio, faz
com que sua presenca na atmosfera aumente nos meses mais ensolarados. Estudos realizados nos
Estados Unidos e na Europa, mostram que a formacdo do ozbnio depende ainda de questdes
meteoroldgicas como vento e umidade e até do relevo, ja que locais mais altos sdo mais expostos a
radiacdo. Portanto, quanto maior a presenca de seus precursores (6xidos de nitrogénio e
hidrocarbonetos), mais luz, calmaria (auséncia de vento) e auséncia de chuva, maior a formacgéo do
0zonio. Além disso, 0 0zdnio pode ter trajetdrias longas, atravessando paises. Em geral, apesar das

emissdes de automoveis serem maiores nos centros, 0s niveis mais altos de ozdnio nas cidades



acontecem na periferia, principalmente em locais mais altos. Por essa razdo, ndo € possivel

encontrar um dnico mecanismo de controle (Cruz & Antunes, 2005).

2.2. Mecanismo de A¢ao do Oz6nio nas Plantas e Fatores que Influenciam a Sensibilidade a

este Poluente

A fitotoxicidade do ozbnio é consequéncia da quantidade absorvida pela folha, ndo da
concentracdo no ar em torno da planta (Tingey & Taylor Jr., 1982; Tingey & Andersen, 1991,
Fuhrer et al., 1992). Entdo, uma vez formado, o ozbnio pode penetrar na planta através dos
estdmatos, onde vai reagir com os constituintes do apoplasto, gerando espécies reativas de oxigénio,
que incluem peroxidos e radicais livres, as quais sdo, provavelmente, a causa real dos efeitos
negativos do ozonio (Hippeli & Elstern, 1996).

Dentre os fatores que podem influenciar a resposta das plantas ao 0zénio podemos citar
os fatores climaticos, a exemplo da umidade do solo, do déficit de pressdo de vapor da atmosfera,
da velocidade do vento e da temperatura do ar (Krupa et al., 1995; Padkkonen et al., 1997b); os
métodos de cultivo (Paékkdnen et al., 1995; Fuhrer, 2003), a exemplo dos niveis de nitrogénio
(Calatayud et al., 2006) e da disponibilidade hidrica (Tingey & Hogsett, 1985); a fase de
desenvolvimento da planta (Heath, 1994; Bassin et al., 2004), e a predisposicdo genética
(P&é&kkonen et al., 1995, 1997a, 1997b). Segundo Heggestad (1991) e Nali et al. (1998), a
sensibilidade ao ozbnio difere entre as espécies e mesmo entre as cultivares e ecétipos, mas 0s
mecanismos responsaveis por isto permanecem pouco compreendidos.

A duracio e a dose de 0z6nio também afetam as respostas das plantas. E sabido que
altas concentragdes por periodos curtos produzem mais injuria do que uma concentracdo baixa por
periodo longo, mesmo quando a dose externa resultante € similar em ambos os casos. Ocorre que 0S
mecanismos de acao toxica do 0zonio estdo ligados a producéo de etileno nas folhas, que acelera o
processo de abscisdo foliar (Unsworth, 1987). Desse modo, as plantas expostas diariamente ao
0zonio, e que produzem pouco etileno, sofrem muito menor dano que plantas expostas de forma

aguda eventual, que tende a ser preponderante na maior parte das areas rurais. A injaria pelo oz6nio



ndo vai ocorrer se a taxa de entrada do ozbnio for suficientemente pequena, de modo que seja
possivel a desintoxificacdo (feito pelo sistema antioxidante enzimatico, a exemplo da catalase,
superoxido dismutase e das peroxidases, ou ndo-enzimaticos, a exemplo dos compostos fendlicos e
carotendides) ou metabolizacdo do 0zdnio ou de seus metabdlitos; ou se a planta é capaz de reparar

ou compensar 0s impactos do o0zonio (U.S EPA, 1986).

2.3. Por Que Utilizar Parametros Fisioldgicos e/ou Bioquimicos para Avaliar a Sensibilidade

ao Ozbnio

Seria muito util definir as caracteristicas das plantas que podem ser usadas como
indicadoras do seu potencial de sensibilidade a exposicdo ao 0zbénio, mas qual € o parametro chave
ainda é uma questdo aberta (Ribas et al., 2005). Os fatores que determinam a sensibilidade ou
tolerancia das plantas ainda ndo estdo claramente compreendidos, mas a idéia é de que estejam
relacionados com fatores fisiologicos, anatdmicos, bioquimicos e de ambiente (Alonso et al., 2001;
Paakkonen et al., 1998). Pearson et al. (1996) esclareceram ainda que o ranking de resisténcia
relativa ao ozbnio depende do critério usado na sua determinacao.

No que diz respeito a plantas de feijdo, foi constatado recentemente que a tolerancia ao
0zOnio estd associada com a capacidade genética de manter altas razbGes extracelulares de
ascorbato/[ascorbato+dehidroascorbato] sob estresse ao o0zbnio (Burkey et al., 2003).

Dentre 0s poucos artigos que dizem respeito da sensibilidade ao ozdnio para espécies
nativas e naturalizadas, a maioria esta baseada, a curto prazo, na observagdo do desenvolvimento de
sintomas visiveis e, a longo prazo, nos efeitos sobre o crescimento e esfor¢o reprodutivo (Nebel &
Fuhrer, 1994; Bungener et al., 1999). Contudo, esses parametros nem sempre sdo faceis de serem
interpretados, pois eles sdo influenciados por varios outros fatores de ambiente e ndo sdo rapidos de
serem avaliados. Além disso, eles devem ser considerados como uma evidéncia de uma resposta
fisioldgica e/ou bioquimica ao poluente (Scebba et al., 2006). Ndo bastasse isso, 0s danos visiveis
ndo necessariamente indicam a sensibilidade em termos de reducdo de crescimento e, portanto,

talvez ndo tenham consequéncias ecologicas a longo prazo; sem falar que uma relagdo intima entre



a aparéncia dos sintomas e diferentes graus de suscetibilidade ao poluente tem sido demonstrada
(Guidi et al., 1998; Inclan et al., 1999).

De todos os processos fisioldgicos afetados pelo ozbnio, a fotossintese parece ser
particularmente sensivel e reducdes nesse processo podem ocorrer mesmo antes ou na auséncia da
expressdo de sintomas visiveis (Guidi et al., 1997; Mooney & Winner, 1988; Treshow & Anderson,
1991). Segundo Pell et al. (1994), o processo fotossintético pode ser afetado pela ocorréncia de
danos envolvendo os movimentos estomaticos, a coleta de luz ou a etapa bioquimica de fixacdo de
CO; (Moraes et al., 2000). A capacidade fotossintética total da planta também pode ser reduzida
atraves da perda de folhas (senescéncia acelerada e/ou producéo diminuida), e pelo aumento da taxa
respiratoria para executar funcbes como o reparo de constituintes celulares, ou pelo aumento da
producdo de certos compostos (ATP e redutores) necessarios para a desintoxicacdo e defesa
(Mooney & Winner, 1988). Ja as respostas de biomassa integram as alteracdes fisioldgicas
induzidas pelo ozo6nio e, dessa maneira, elas podem ser usadas como um critério valioso para
classificar a sensibilidade de espécies/cultivares a esse poluente (Ribas et al., 2005). Por fim, o
vazamento relativo de eletrolitos é uma ferramenta preciosa para avaliar o dano lipidico tdo comum

em condi¢Oes de estresse oxidativo.

2.4. Danos Causados Pelo Ozbnio na Vegetacéo

Diversos processos fisioldgicos e bioquimicos associados com a assimilacéo de carbono
e, desse modo, com o vigor e a produtividade das espécies vegetais, sdo adversamente impactados
pela exposicdo ao ozbnio. Esta exposicdo pode resultar em decréscimos na fotossintese liquida
(Castagna et al., 2001; Kleier et al., 2001), alteracdo da conduténcia estomatica (Weber et al.,
1993), aumento na respiracdo (Edwards et al., 1992), e mudancas na alocacdo de carbono entre raiz
e parte aérea (Andersen & Hogsett, 1991; Friend & Tomlinson, 1992; Friend et al., 1992); além de
poder resultar em injurias visiveis nas folhas, decréscimos nas taxas de crescimento e sob condi¢des
extremas, levar a morte celular (Davison & Barnes, 1998; Kleier et al., 2001; Andersen, 2003;

Yamaji et al., 2003). Os mecanismos associados com estas respostas incluem aumento na
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permeabilidade da membrana devido a peroxidacdo de lipidios e alteracbes das proteinas nas
membranas bioldgicas, danificando ou mesmo destruindo sua estrutura e funcionalidade (Heath,
1980; Heath, 1994); decréscimo na pigmentacdo fotossintética (Sasek et al., 1991), causado pela
degradacdo de pigmentos cloroplastidicos, especialmente da clorofila “a” (Maandre & Tuulmets,
1997); colapso das células do mesofilo da folha (Matyssek et al., 1991); decréscimos na densidade
de estdmatos (Matyssek et al., 1991), no conteddo e atividade da ribulose-1,5-bisfosfato-
carboxilase/oxigenase (rubisco) (Pell et al., 1992), na capacidade de regeneragdo da ribulose-1,5-
bisfosfato (Farage & Long, 1999) e na eficiéncia de carboxilacdo (Matyssek et al., 1993; Clark et
al., 1995; Wedler et al., 1995); estimulacdo da abscisdo foliar (Gunthardt-Goerg et al., 1993);
decréscimos na retencdo foliar (Miller et al., 1983); alteracdes nas propriedades dos tilacdides
reduzindo a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Castagna et al., 2001) e aumento das taxas
respiratorias para executar funcdes como o reparo do dano de constituintes celulares ou ao aumento
da producédo de certos compostos necessarios para a desintoxicacdo ou defesa (Mooney & Winner,
1988).

O decrescimo na producdo de fotossintatos (seja pela reducéo na fotossintese e/ou pela
senescéncia prematura) e o aumento da demanda de carbono na parte aérea (devido a sintese de
antioxidantes e reparo das membranas) reduzem a disponibilidade de carbono para alocacdo para
outros 6rgdos da planta. A alteracdo no crescimento ou metabolismo em érgdos que nao séo alvo,
como as raizes e caules no caso do 0z6nio, é considerada efeito indireto. Se o crescimento da raiz é
reduzido, a planta pode estar predisposta a outros estresses ambientais, como o estresse hidrico e
nutricional, o frio e predadores/parasitas. E através desse processo que o 0zOnio impacta o
crescimento e metabolismo da planta inteira (Weber et al., 1994).

Em relacdo ao estresse hidrico que pode ocorrer em fungdo da alteracdo na alocacdo de
carboidratos para as raizes, este ainda pode ser agravado por mais dois fatores: (1) a alteracdo das
caracteristicas originais da cera que recobre a superficie foliar e que tem a funcdo de contribuir na
protecdo contra a perda de &gua e eletrolitos durante a transpiracéo, além de garantir uma superficie

adequada a incidéncia de luz; e (2) a inativacdo dos estdmatos, responsaveis pelo controle do fluxo
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gasoso entre a regido interna e externa da folha, pela morte das células-guarda que controlam o
processo de abertura e fechamento estomatico (Martins & Rodrigues, 2001). Esses dois processos
juntos ocasionam uma reducdo na eficiéncia do uso da dgua (Pye, 1988; Lefohn, 1992 ).

Ja em relacdo aos parasitos, sabe-se que os danos foliares causados pelo 0z6nio podem
favorecer o desenvolvimento de doengas flngicas, facilitando e acelerando a infeccdo e a producdo
de esporos. Esse efeito pode ocorrer mesmo que o patdgeno seja sensivel ao 0zdnio (Krause &
Weidensaul, 1978), pois aléem do aumento da suscetibilidade da planta a infec¢do por efeito do
poluente, fungos antagonistas sdo eliminados por serem, normalmente, mais sensiveis a poluicdo
(Hibben & Taylor, 1975). Quanto aos predadores, insetos e outros artrépodes também preferem
plantas fragilizadas pelos efeitos da poluicdo, pois estas geralmente possuem maiores conteddos de
proteinas, amino&cidos e agucares livres em seus tecidos (Endress & Post, 1985).

O ozbnio, sob baixas concentragdes, produz ainda um aumento da taxa de renovagéo
das folhas, mas, a medida que a intensidade da exposi¢cdo ao 0zonio aumenta, a taxa de producédo de
novas folhas e a densidade do dossel diminui. Isso acontece porque, sob baixas concentracGes de
0zOnio, 0 aumento da perda foliar pode ser ao menos parcialmente compensado por um aumento na
producdo de folhas novas; porém, sob altas concentracfes de 0zbnio, a taxa de senescéncia foliar
aumenta em relacdo a de producgdo de novas folhas, levando a um declinio na densidade do dossel.
A combinacdo dessas respostas produz um decréscimo retardado na densidade total do dossel, mas
a custa de recursos usados para produzir novas folhas. Parte do estimulo para produzir novas folhas
pode vir do aumento da disponibilidade de nutrientes minerais atraves da exportagdo a partir das
folhas que estdo senescendo (Reich & Lassoie, 1984).

Por fim, 0 0zonio pode alterar a composic¢do da comunidade vegetal (Davison & Barnes,
1992, 1998). Nesse caso, a eliminacdo, direta ou por exclusdo competitiva, dos individuos mais
sensiveis pode contribuir marcadamente para a reducdo da variabilidade genética, deixando as
populacGes sob severo risco frente a outros estresses. Esse risco € crescentemente grave em
situacdes de mudancas globais, quando é maior a probabilidade de eventos ambientais causarem

extingdes (Martins & Rodrigues, 2001).



3. Material e Métodos

3.1. Construcdo e Funcionamento das Camaras de Topo-aberto

Baseado no modelo desenvolvido por Mandl et al. (1973) e Heagle et al. (1973), e
aperfeicoado por Aidar et al. (2002), foram construidas duas cdmaras de topo-aberto com uma
estrutura metélica externa em ferro chato galvanizado (1/8 x 1’) constituida de cinco anéis de 0,90
m de diametro. Os dois anéis inferiores foram espagados, entre si, por 0,30 m e os demais a cada
0,12 m. Um sexto anel, de 0,40 m de diametro, situado na parte superior da camara e distando 1,06
m da base da cdmara produziu um estreitamento da saida dos gases. Os seis anéis foram mantidos
unidos por quatro barras longitudinais.

A superficie interna da estrutura metélica foi recoberta com uma pelicula pléstica
transparente em PVC flexivel (200 um de espessura). Na porcao inferior da camara, a pelicula
plastica foi dobrada em parede dupla de modo a constituir uma bolsa de ar quando inflada. Com
excecdo da area em frente ao duto de PVC rigido, no qual foi acoplado o exaustor, toda a parede
interna da bolsa foi recoberta por 11 fileiras de orificios de 0,5 cm de didmetro cada, por onde
passava 0 ar para o interior da cAmara. As fileiras foram separadas, entre si, por 4,0 cm e 0sS
orificios da mesma fileira, a cada 3,0 cm.

Para haver o suprimento de ar necessario nas cAmaras, foi acoplado, na porcéao lateral
inferior da camara, por meio de um duto de PVC rigido (0,30 m de comprimento por 0,30 m de
didmetro), um exaustor (Arge, modelo A-300), com uma vazdo aproximada de 8,0 m* h™*. A
velocidade do vento, provocado pelo fluxo de ar no interior da camara foi mantida entre 0,5e 1,0 m
s™, de modo a minimizar o déficit hidrico nas plantas ocasionado por velocidades elevadas de vento
(Tibbitts & Langhans, 1993).

Quanto ao 0zdnio, este foi produzido por efeito corona por meio de um ozonizador (OZ
Engenharia, modelo GHR150B), equipado com trés células de produgdo de Oz e produgdo nominal
de 85 mg h™ por célula. O ozonizador foi acoplado ao duto de PVVC por meio de uma tubulag&o em

ABS e 0 O3 formado foi misturado ao fluxo de ar produzido pelo exaustor. Na extremidade da
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tubulacdo em ABS foi acoplado um pequeno tubo em PVC (40 mm de diametro) de modo a
localizar o ponto de injecdo do Oz no centro da corrente de ar. No ponto de injecdo do O3 foi
colocada uma placa plastica circular como anteparo de modo a propiciar turbuléncia e

homogeneizacao da mistura de gases (Figura 1A).
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Figura 1A: Diagrama esquematico de um sistema para cultivo de plantas em atmosfera enriquecida com Os. 1. Ozonizador, 2. Entrada de ar para a
camara de topo-aberto, 3. Camara de homogenizagéo, 4. Ventilador homogenizador de ar, 5. Camara de topo- aberto, 6. Tubulagdo para amostra de ar

para medigéo, 7. Filtro de umidade (n&o instalado), 8. Amostrador atmosférico para Os.
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Figura 1B: Local e estrutura onde foram mantidas as cdmaras de topo-aberto. Observar o revestimento feito com sombrite.
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3.2. Aquisicdo e Armazenamento das Sementes

As sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) das cultivares Fepagro 26, Guapo
Brilhante, Irai, e Macotaco foram fornecidas gentilmente pela FEPAGRO LITORAL NORTE,
localizada no municipio de Maquiné/RS. Ja as sementes da cultivar Pinto 111 foram fornecidas pelo
Prof®. Dr. Everaldo Gongalves de Barros, do Departamento de Biologia Geral da Universidade
Federal de Vigosa, MG. Todas as sementes, ao chegarem ao laboratorio, foram acondicionadas em

embalagens plasticas e mantidas em geladeira.

3.3. Condigdes de Cultivo

Os feijbes de todas as cultivares foram semeados em garrafas plasticas de capacidade de
2 litros, cortadas a 20 cm de altura, perfuradas na base e revestidas com papel pardo. O substrato de
cultivo utilizado foi preparado utilizando-se a proporgdo, em volume, de 2:1:1 de vermiculita
(média), areia (média e lavada) e turfa, respectivamente, a qual foi previamente homogeneizada.
Em cada vaso foram colocadas trés sementes e antes do inicio da exposi¢do, as plantulas excedentes
foram retiradas ficando apenas uma plantula por vaso. Este procedimento teve como objetivo
minimizar a perda de unidades experimentais.

Até o momento da exposicdo, as plantulas foram mantidas numa bancada do Centro de
Ecologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizado no municipio de
Porto Alegre — RS, sob uma malha do tipo sombrite (corte de 30% de radiacéo) e ao ar livre. Cada
vaso foi irrigado diariamente com cerca de 100 mL de &gua e, um dia antes do inicio da exposicéo,
cada vaso recebeu 100 mL de solucéo fertilizante (4 g/L do Fertilizante Nutriverde da Vitaplan —

13-13-15 + Micronutrientes).

3.4. Fumigacéo

Ao todo foram realizados sete eventos de fumigacao (experimentos), sendo 0s primeiros
quatro no periodo de dezembro de 2006 a mar¢o de 2007 e os Ultimos trés no periodo de setembro a

dezembro de 2007. Em todos eles, oito dias apds a semeadura (estaddio V,, segundo Elagéz &

13



Manning 2005), as plantulas foram submetidas aos tratamentos sem e com adi¢do de ozonio ao ar
ambiente, dentro das duas cdmaras de topo-aberto, situadas ao lado do Centro de Ecologia da
UFRGS, dentro de um cercado de 9 m? revestido com uma malha do tipo sombrite (corte de 30% de
radiacdo), ao ar livre (Figura 1B). O periodo de exposicdo foi sempre de uma semana, com
fumigacdo diaria das 10:00 as 16:00 horas, exceto dias de chuva.

Durante a exposi¢cdo, cada camara foi irrigada diariamente com cinco litros de &gua,
com auxilio de um regador e, em cada um dos 7 experimentos realizados (Tabela 1), foram
utilizadas 5 plantulas/tratamento/cultivar, totalizando 50 plantulas por experimento, ou seja, 25
plantulas por cdmara. A disposi¢cdo das plantas dentro de cada camara foi feita atraves de sorteio,
porém, a posi¢do de cada planta ndo foi alterada durante o periodo da exposicdo. Entretanto, €
importante salientar que houve rodizio das cdmaras, ou seja, em cada leva de experimento foi
revezada a camara que seria ozonizada e a ndo ozonizada.

A concentragdo de O3 no interior das cdmaras foi monitorada pelo método iodomeétrico
(APHA, 1992). A amostragem dos gases foi realizada em frasco lavador do tipo “impinger”
contendo 75 mL de solugdo absorvedora de Kl 2% com o auxilio de um amostrador de gases
(LaMotte, modelo BD) a uma vazdo de 1,5 L min™. O ponto de amostragem foi localizado na
posicdo central das camaras, com relacdo a seu didmetro, e na altura das folhas primarias
unifolioladas. As concentragdes em cada exposicdo e camara podem ser visualizadas na tabela 2.
Para comparac¢do das doses de 0z6nio fumigadas em cada leva de experimento foi adotado o critério
previamente estabelecido pela comunidade européia de AOT4 (AOT - do inglés, Accumulative
Exposure Over a Threshold), que nada mais é do que o acimulo horério sobre o valor de 40 ppb
(expresso em ppb h) (Martins & Rodrigues, 2001). O conceito de AOT tem demonstrado ser a
definicdo mais apropriada para niveis criticos de ozbnio, acima da qual efeitos adversos podem
ocorrer na vegetacdo (Fuhrer et al., 1997)

Durante o periodo de fumigacdo também foram monitoradas as marchas diarias de
temperatura e umidade do ar dentro da casa de vegetacdo, utilizando-se um data logger (tabela 3).

Para a determinacdo da temperatura média diaria (Tr) foi utilizada a seguinte equacao:
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_ T9 + 2(T21) +Tmax +Tmi
" 5

n

T

Onde: Tg e T2 sd0 a temperatura as 9 e 21 horas, respectivamente; Tmax € Tmin SA0 a
temperatura diaria méxima e minima, respectivamente.

Para a determinacdo da umidade relativa média diaria (URy) foi utilizada a seguinte
equacao:

_ URy +URjs +2(UR,))

UR,
4

Onde: URg, UR15 e URy; sdo as umidades relativas as 9, 15 e 21 horas, respectivamente.

Tabela 1 — Pardmetros Avaliados em cada um dos experimentos

Experimento Parametros avaliados

1 Parametros Fotossintéticos e Vazamento Relativo de Eletrdlitos
Biomassa da Raiz, Parte Aérea e Total da Plantula

Abscisdo Foliar

Parametros Fotossintéticos e Vazamento Relativo de Eletrélitos

2
3
4 Pardmetros Fotossintéticos e Vazamento Relativo de Eletrolitos
5
6 Biomassa da Raiz, Parte Aérea e Total da Plantula

7

Abscisdo Foliar
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Tabela 2 — Concentragdes de Ozdnio em Cada um dos Experimentos na Camara com Fumigacao

Experimento Concentracdo horariade O;  Quantidade de horas de Concentragdo maxima de Os

acumulada acima de 40 ppb AOT4  exposi¢cao acima de

40 ppbv
ppb h h ppbv

1 154 18,0 59

2 209 7,5 150

3 153 23,7 52

4 587 18,0 118

5 304 6,0 91

6 147 5,4 67

7 212 24,0 60

*Na camara controle s6 foi constatada a presenca de O nos experimentos 2 (20 ppbv) e 7 (25 ppbv).
Tabela 3 — Valores de Temperatura e Umidade para Cada um dos Experimentos
Experimento Temperatura Temperatura  Temperatura média Umidade relativa
méaxima minima média
°C °C °C %

1 33,8 15,4 22,1 77
2 37,5 14,3 24,3 70,1
3 38,7 16,3 24,0 74,0
4 38,0 17,1 23,6 82,2
5 34,7 10,7 219 72,0
6 31,2 16,0 19,3 84,6
7 31,9 9,5 17,9 67,4

3.5. Parametros Avaliados nas Plantas

3.5.1. Parametros Fotossintéticos

As curvas de resposta ao CO, (curvas A/Ci), realizadas apds o término do primeiro,
quarto e quinto experimentos, foram obtidas através do emprego de um analisador de gases por
infravermelho (CIRAS 2, PPSystems), com cubeta medindo 4,5 cm? radiacdo fotossinteticamente
ativa de 800 pmol m? s, temperatura da cAmara a 25 °C e umidade ajustada para 60% da umidade
relativa do ar. Esta mesma quantidade de radiacdo foi utilizada por Guidi et al. (2000) como sendo

de saturacdo para plantas de feijdo da cultivar Pinto. Posteriormente a estabilizagdo da umidade e
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demais parametros na cubeta, foram utilizados 10 pontos para a leitura da assimilacéo, sendo estes
pontos tomados nas seguintes concentracfes de CO, no interior da camara de medicdo: 50, 100,
200, 370, 450, 550, 650, 750 e 850 pmol m™ s. As medic6es eram iniciadas pela concentragdo de
370 pumol m? s, que é proxima & concentragio ambiente, diminuindo até 50 pmol m? s,
retornando & concentragio de 370 pmol m? s™ e subindo, entdo, até 850 pmol m™? s*. As medicdes
foram realizadas no periodo das 8 as 17 horas, sempre nas folhas primérias unifolioladas, numa sala
do Centro de Ecologia da UFRGS com temperatura ambiente entre 24-26°C. Além disso, teve-se 0
cuidado de fazer as medi¢cdes sempre aos pares, ou seja, plantulas expostas e ndo-expostas de uma
mesma cultivar foram medidas em sequiéncia.

A partir dos dados extraidos das curvas A/Ci foram estimados os seguintes parametros:

a) Assimilacgdo liquida (A);

b) Assimilacdo maxima (Amax);

c) Eficiéncia de carboxilacéo (ce)

d) Velocidade maxima de carboxilacdo da rubisco (Vcmax);

e) Capacidade de transporte de elétrons (Jmax);

f) Limitacdo estomatica (Ls);

g) Conduténcia estomatica (gs);

h) Transpiracéo (E);

i) Razdo de CO; interno da folha e CO, ambiente (Ci/Ca);

j) Eficiéncia instantanea no uso da agua (WUE), e

k) Respiracao.

Para obtencdo da assimilagdo liquida, condutancia estomaética, transpiracdo e razéo
Ci/Ca foi utilizado o primeiro ponto da curva A/Ci de cada planta, uma vez que, neste ponto, a
concentracdo de CO, fornecida para planta € muito préxima a do ambiente (aproximadamente 350
pmol m? s™?).

A estimativa da assimilagdo fotossintética méxima e da eficiéncia da carboxilacao

foram obtidas a partir do ajustamento da curva A/Ci, com o auxilio do Programa STATISTICA
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(versdo 6.0), a equacdo proposta por Prado & Moraes (1997). Esta equacdo, apresentada abaixo,

estima os valores de Amax, k e PCCOs.

equacao:

A
Avex = [1_e—k(Ci—PCCOZ)]

Onde:

A = assimilacdo liquida instantanea.

Amax = assimilacdo liquida maxima.

k = constante de proporcionalidade associada a concavidade da curva.
Ci = concentracgéo interna de CO; .

PCCO; = ponto de compensacgéo de CO,,

Para se obter a eficiéncia de carboxilacdo fez-se necessario ainda utilizar a seguinte

ce=k- A, (exp(k-PCCO,))

Onde:

ce = eficiéncia de carboxilacéo.

k = constante de proporcionalidade associada a concavidade da curva.
Amax = assimilacdo liquida maxima.

PCCO, = ponto de compensacdo de CO,,

A velocidade maxima de carboxilacdo da rubisco, a capacidade de transporte de elétrons

e a respiracdo foram extraidos das curvas A/Ci com o auxilio do programa Photosynthesis Assistant

versdo 1.1.2 (Parsons & Ogston, 1998), que se baseia nas equacdes de von Caemmerer & Farquhar

(1981).
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A limitacdo estomatica foi calculada a partir das curvas de resposta ao CO, usando a

equacdo desenvolvida por Farquhar & Sharkey (1982), modificada por T. D. Sharkey:

s (A=A

Ay

Onde:

Ay = taxa de assimilacdo de CO, quando a concentracdo de CO, interno da folha (Ci) é
igual a concentracdo de CO, do ambiente (Ca).

A = taxa de assimilacdo sob condi¢6es ambientais normais (concentracdo ambiental de
CO,, saturacédo de luz e tempertura de 25°).

Esta equacdo estima a limitagdo estomatica em funcédo da diferenca de assimilagdo entre
um momento hipotético de limitacdo estomatica nula (Ag) e uma situacdo real que reflete o
comportamento do estdmato sob as condi¢cbes ambientais de CO, (A). Para tanto, utilizou-se como
A 0 primeiro ponto da curva de resposta ao CO; e 0 A, foi calculado a partir da substituicdo do Ci,
na equacdo de Prado & Moraes (1997), pelo valor do Ca também no primeiro ponto da curva de
COs.

A interpretacdo da equacdo se baseia no principio que quando a concentracdo interna de
CO; (Ci) é igual a concentracdo do ar (Ca), aproximadamente 350 pmol m™? s™ de CO,, ndo existe
limitacdo estomatica, logo, neste momento os estdbmatos estdo totalmente abertos.

Por fim, a eficiéncia instantanea no uso da agua de cada planta foi calculada a partir da
razdo entre a assimilacdo fotossintética liquida e a transpiracdo do primeiro ponto da curva A/Ci,

onde a concentracao de CO, é proxima a da ambiente.

3.5.2. Vazamento Relativo de Eletrélitos

Para a avaliacdo do vazamento relativo de eletrolitos, medido ap6s o termino do
primeiro, quarto e quinto experimento, foram utilizados 10 discos de 6,7 mm de didmetro cada,
extraidos das folhas primarias unifolioladas, lavados e incubados em agua tri-destilada. Apos 24 h
de incubacdo a temperatura ambiente, a condutividade elétrica da solucdo foi medida em um

condutivimetro (WTW, modelo LF197). Os discos foram entdo congelados em nitrogénio liquido e
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em seguida imersos em &gua tri-destilada por mais 24 h, apds a qual a condutividade elétrica foi
medida novamente. O vazamento relativo de eletrolitos (VRE) foi calculado de acordo com a

seguinte equacao:

VRE (%) = (L} 100
2

.+

Onde:
C; = condutividade medida nas primeiras 24 h,

C, = condutividade medida nas 24 h seguintes.

3.5.3. Abscisdo Foliar

A absciséo foliar, avaliada no terceiro e no sétimo experimento, foi calculada a partir da
média do nimero de dias, ap6s o surgimento, que as duas folhas primarias unifolioladas levaram

para cair.

3.5.4. Acumulo de Massa Seca

A biomassa de cada planta, tanto do segundo quanto do sexto experimento, foi separada
em parte aérea e raizes, lavadas em agua corrente, secas em estufa por sete dias a 60°C e pesadas em

balanca semi-analitica (Sartorius, 2006 MP).

3.5.5. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa estatistico Sigmastat (SPSS Institute
Inc., version 2.03) através do Teste-t. Quando os dados ndo apresentaram homogeneidade de
variancias e normalidade de distribuicdo (requisitos necessarios para a aplicacdo desta analise), foi
realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Adotou-se como critério de significancia

valores de o < 0,05 e considerou-se como tendéncia o < 0,10.
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4. Resultados

4.1. Parametros Fotossintéticos e Vazamento Relativo de Eletrélitos

Os parametros fotossintéticos e o vazamento relativo de eletrdlitos foram avaliados no
primeiro, no quarto e no quinto experimento. No primeiro, que teve uma AOT, de
aproximadamente 154 ppb h, a exposicdo ao 0zonio causou uma reducdo significativa na
assimilacdo liquida das cultivares Guapo, Fepagro e Macotaco (p = 0,005; 0,038 e 0,046,
respectivamente) (Figura 2A). No quarto experimento, com AOT,4 de cerca de 587 ppb h, a
exposicdo ao 0zdnio ndo causou decréscimos significativos na assimilacdo liquida de nenhuma
cultivar, apesar de uma tendéncia ter sido constatada para as cultivares Fepagro e Guapo (p = 0,076
e 0,090, respectivamente) (Figura 2B) e de ter ocorrido uma antecipacdo da senescéncia das folhas
primarias no tratamento com Os, que culminou na abscisao foliar, antes mesmo de ser realizada as
medicOes das curvas A/Ci, em quatro das cinco plantulas da cultivar Pinto e em uma pléantula das
cultivares Irai, Fepagro e Macotaco. No quinto experimento, com AOT 4, de aproximadamente 304
ppb h, ocorreu uma reducdo significativa na assimilacdo liquida das cultivares Fepagro e Pinto e
uma tendéncia a reducdo na cultivar Irai (p = 0,004, 0,006 e 0,084, respectivamente) (Figura 2C).

A reducdo na assimilacdo liquida ocorrida no primeiro experimento, em virtude da
exposicdo ao 0zdnio, na cultivar Guapo ocorreu concomitantemente com uma reducdo significativa
na eficiéncia de carboxilagédo (p = 0,016) (Figura 4A), uma reducdo significativa na velocidade
maxima de carboxilacdo da rubisco (p = 0,045) (Figura 5A), uma tendéncia de reducdo na
capacidade de transporte de elétrons (p = 0,079) (Figura 6A) e um aumento significativo na razao
Ci/Ca (p = 0,020) (Figura 11A). Na cultivar Fepagro, a reducdo da assimilacdo liquida nesse

primeiro experimento ocorreu juntamente com uma tendéncia de reducéo da assimilagdo méaxima (p
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= 0,086) (Figura 3A), uma tendéncia de reducdo na eficiéncia de carboxilagédo (p = 0,069) (Figura
4A), uma reducgdo significativa na velocidade méxima de carboxilacdo da rubisco (p = 0,011)
(Figura 5A), uma tendéncia de reducdo na capacidade de transporte de elétrons (p = 0,068) (Figura
6A) e um aumento significativo na razdo Ci/Ca (p = 0,005) (Figura 11A). J& o decréscimo na
assimilacdo liquida ocorrida nesse experimento na cultivar Macotago foi acompanhado apenas por
uma forte tendéncia de reducéo na eficiéncia de carboxilacdo (p = 0,053) (Figura 4A).

Ainda com relagdo ao primeiro experimento, a média da limitacdo estomatica, com
excecdo da cultivar Irai, foi maior nas plantas controle, porém, diferenca significativa para este
parametro so foi encontrada na cultivar Fepagro (p = 0,041) e uma tendéncia para a cultivar Guapo
(p = 0,057) (Figura 8A). Concomitantemente com essa menor limitacdo estomatica, nas plantas
expostas das cultivares Fepagro e Guapo ocorreu uma menor eficiéncia no uso da agua (p = 0,013 e
0,032, respectivamente) (Figura 12A). Quanto a condutancia estomatica (Figura 9A), transpiracao
(Figura 10A), respiracdo (Figura 7A) e ao vazamento relativo de eletrolitos (Figura 13A), estes ndo
apresentaram diferencas significativas entre os dois tratamentos para nenhuma das cultivares
avaliadas

No quarto experimento, a tendéncia de reducdo na assimilacdo liquida na cultivar
Fepagro exposta ao oz6nio foi acompanhada apenas por um decréscimo significativo na eficiéncia
de carboxilagdo (p = 0,032) (Figura 4B). Na cultivar Guapo, que também apresentou uma tendéncia
de reducdo na assimilacdo liquida, ndo foi constatada diferenca significativa ou tendéncia para
nenhum outro pardmetro avaliado neste experimento. Tambeém ndo foi constatada diferenca
significativa na limitacdo estomatica entre os dois tratamentos para nenhuma das cultivares
avaliadas (Figura 8B), porém, a cultivar Irai apresentou uma tendéncia de reducdo na eficiéncia no
uso da agua (p = 0,051), a qual foi acompanhada por uma tendéncia de aumento na transpiracdo
(Figura 12B e 10B, respectivamente). Em relacdo a assimilacdo maxima, a velocidade maxima de
carboxilacdo da rubisco, a capacidade de transporte de elétrons, a condutancia estomatica e a razao
Ci/Ca ndo houve diferenca significativa entre tratamentos para nenhuma cultivar (Figura 3B, 5B,

6B, 9B e 11B, respectivamente). J& a respiracao apresentou diferenca significativa apenas para a
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cultivar Irai, sendo que as plantas expostas apresentaram taxas de respiracdo mais elevadas em
relacdo as controles (p = 0,030) (Figura 7B). Por fim, o vazamento relativo de eletrolitos apresentou
um aumento significativo na cultivar Pinto (p = 0,028) e uma tendéncia de aumento na cultivar
Macotaco (p = 0,061) nas plantas expostas ao ozénio (Figura 13B).

No quinto e dltimo experimento que avaliou parametros fotossintéticos, a reducdo
significativa na assimilagdo liquida ocorrida na cultivar Pinto, e a tendéncia de reducdo na cultivar
Irai sob condicBes de estresse por 0z6nio, ocorreu juntamente com uma reducdo significativa na
assimilacdo maxima nas cultivares Pinto e Irai (p = <0,001 e 0,048, respectivamente). Apesar da
cultivar Macotago ndo apresentar alteragdes significativas na assimilagdo liquida quando submetida
ao estresse por ozénio (p = 0,106), houve uma tendéncia de reducdo na assimilagdo maxima desta
cultivar (p = 0,060) (Figura3C). Tambem foi constatada nas plantas expostas ao 0zonio da cultivar
Pinto uma tendéncia de reducdo na eficiéncia de carboxilagédo (p = 0,055) (Figura 4C), uma redugéo
significativa na velocidade méxima de carboxilacdo da rubisco (p = 0,009) (Figura 5C); uma
reducdo significativa na capacidade de transporte de elétrons (p = 0,006) (Figura 6C); uma
tendéncia de aumento no vazamento relativo de eletrélitos (p = 0,056) (Figura 13C); além de uma
tendéncia de reducdo da condutancia estomatica (p = 0,073) (Figura 9C), e da transpiracdo (p =
0,056) (Figura 10C) e de uma tendéncia de aumento da razdo Ci/Ca (p = 0,076) (Figura 11C). J& a
reducdo na assimilacdo liquida ocorrida nas plantas da cultivar Fepagro quando expostas ao 0z6nio
foi acompanhada apenas por uma leve tendéncia de reducdo na capacidade de transporte de elétrons
(p = 0,103) (Figura 6C) e por uma reducdo significativa na condutancia estomatica e na transpiragdo
(p < 0,001 para ambas) (Figura 9C e 10C, respectivamente). Novamente neste experimento, a
limitacdo estomética foi maior nas plantas controles, sendo que a cultivar Pinto apresentou
decréscimo significativo para este parametro (p = 0,009) quando submetida a estresse por 0zonio, e
as cultivares Irai e Fepagro apresentaram tendéncias de reducdo (p = 0,065 e 0,099,
respectivamente) (Figura 8C). Por conseqiiéncia dessa diminuicdo na limitacdo estomatica nas
plantas expostas da cultivar Pinto, foi constatado também um decréscimo significativo na eficiéncia

no uso da &gua para esta cultivar (p = 0,045) (Figura 12C). Quanto a respiracdo, curiosamente esta
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apresentou uma reducéo significativa nas plantas expostas da cultivar Pinto (p = 0,050), sendo que

as demais cultivares ndo diferiram em relagéo a este parametro (Figura 7C).
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Assimilagio Méxima (umol m? s Assimilagio Liquida (umol m? s)

Eficiéncia de Carboxilagdo ( mol m?s™)

‘ . Controle I:‘ Exposto ‘

A B C
14 14 14
12 12 12
10 10 10
8 8 8
6 6 6
4 4 4
2 2 h 2
0 0 0

Fepagro Guapo Macotago Pinto Fepagro Guapo Macotago Pinto Fepagro Irai Macotago Pinto

Figura 2: Assimilacdo liquida de plantulas de feijéo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozonio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os
tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrao da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT  das plantas expostas.

A B C
24 24 24 *
20 20 20 Y
16 16 16
12 12 12
8 8 8
4 ek
0 0 0 T T T

Fepagro Guapo Macotago Pinto Fepagro Guapo Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 3: Assimilacdo méxima de plantulas de feijéo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo & atmosfera enriquecida com oz6nio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os

tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrao da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.

0,60 154 ppb h 0,60 587 ppb h 0,60 304 ppb h
*
0,40 0,40 0,40
0,20 0,20 * 0,20
om0 . um .
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 4: Eficiéncia de carboxilacao de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozonio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os

tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.
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Velocidade Mix. de Carboxilagio (umol m? s)

Capacidade de Transporte de Elétrons (umol m s)

Respiragiio (umol m? s?)

‘ . Controle I:‘ Exposto ‘

A B Cc
100 154 ppb h 100 587 ppb h 100 304 ppb h
*
75 75 75
*

50 * 50 50
25 25 25 h

. . L_L_LEL .

Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Iraf Macotago Pinto

Figura 5: Velocidade maxima de carboxilagdo de plantulas de feijao de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com
ozbnio. (A) Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de
significancia, entre os tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retdngulo no canto superior direito situa-se a AOT
das plantas expostas.

125 125 125
154 ppb h 587 ppb h 304 ppb h
100 100 100
75 75 75
50 50 50
25 25 25
0 0 0
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo rai Macotago Pinto

Figura 6: Capacidade de transporte de elétrons de plantulas de feijéo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com
ozonio. (A) Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de
significancia, entre os tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retdngulo no canto superior direito situa-se a AOT 4

das plantas expostas.

30 154 ppb h 3.0 587 ppb h 3,0 304 ppb h
25 2,5 2,5
*
2,0 2,0 2,0
*
15 15 15
1.0 1,0 1,0
0,5 0,5 0,5
0,0 0,0 0,0
Fepagro Guapo Irai Macotaco Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 7: Respiracao de plantulas de feijéo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozdnio. (A) Experimento 1;
(B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferengas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os tratamentos. As
barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.

26



Limitagéo Estomatica (%)

Condutancia Estoméatica (mol m? s!)

Transpiragdo (mol m?s™)

‘ . Controle I:‘ Exposto ‘

A B Cc
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Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 8: Limitacdo estomatica de plantulas de feijao de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozonio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os
tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.

A B Cc
200 200 200 *
150 150 150
100 100 100
50 50 50
0 0 0

Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Iraf Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 9: Condutéancia estomatica de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozonio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferengas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os
tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.

4,0 154 ppb h 4,0 587 ppb h | 40 304 ppb h
*
3,0 3,0 3,0
2,0 2,0 2,0
10 1,0 1,0
0,0 0,0 0,0
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo rai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 10: Transpiracdo de plantulas de feijao de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozénio. (A) Experimento
1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferengas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os tratamentos. As
barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.
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Razédo Ci/Ca

Eficiéncia no Uso da Agua ( pmol/mol)

Vazamento Relativo de Eletrélitos (%)

‘ . Controle I:‘ Exposto ‘

A B C

15 154 ppb h 15 587 ppb h 15 304 ppb h
10 1,0 10
* *
0,5 05 0,5
0,0 0,0 0,0
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 11: Razdo Ci/Ca de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozonio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os

tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrao da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT  das plantas expostas.
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Fepagro Guapo rai Macotago Pinto Fepagro Guapo rai Macotago Pinto Fepagro Guapo rai Macotago Pinto

Figura 12: Eficiéncia no uso da agua de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozdnio. (A)
Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferengas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os
tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.

80 154 ppb h 80 587 ppb h 80 304 ppb h
*
60 60 60
40 40 40
20 20 20
0 0 0
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Figura 13: Vazamento relativo de eletrélitos de plantulas de feijéo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozénio.
(A) Experimento 1; (B) Experimento 4; (C) Experimento 5. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os

tratamentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.

28



4.2. Abscisao Foliar

A abscisdo foliar foi monitorada no terceiro e no sétimo experimento. No terceiro, que
teve uma AOT, de aproximadamente 153 ppb h, a exposicdo ao 0z6nio antecipou, em média, a
absciséo das folhas primarias da cultivar Pinto em 11 dias (p = <0,001), e da cultivar Fepagro em 7
dias (p = 0,004), além de apresentar uma tendéncia de antecipacdo de 5 dias na cultivar Guapo (p =
0,090). Os cultivares Irai e Macotago ndo apresentaram diferencas no tempo de abscisao das folhas
primarias expostas ao 0zdnio em relacdo as plantas controle neste experimento (Figura 14A).

Ja no sétimo experimento a AOT foi de cerca de 212 ppb h, e embora a dose horéria
de ozbnio acima de 40 ppb tenha sido superior nesse experimento em relacdo ao terceiro, a
exposicdo ao 0z6nio antecipou, em media, a abscisdo das folhas primarias da cultivar Guapo em
apenas 3 dias (p = 0,004), além de apresentar uma forte tendéncia de antecipacdo de
aproximadamente 4 dias na cultivar Fepagro (p = 0,051). As demais cultivares (Pinto, Irai e
Macotaco) ndao apresentaram diferenca estatistica no tempo de abscisdo foliar entre plantas expostas

e ndo-expostas (Figura 14B).

‘ . Controle D Exposto

153 ppb h 212 ppb h
60 - 60 -

40 - 40

20 A 20 A

Abscisdo Foliar (dias)

Fepagro Guapo Iraf Macotago Pinto Fepagro Guapo Iraf Macotaco Pinto

Figura 14: Abscisdo Foliar de plantulas de feijao de cinco cultivares diferentes expostas ou nao a atmosfera enriquecida com ozénio. (A)
Experimento 3; (B) Experimento 7. Os asteriscos indicam diferengas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os tratamentos. As

barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.
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4.3. Acumulo de Massa Seca

O acumulo de massa seca, tanto da raiz quanto da parte aérea e total da planta foram
avaliados no segundo e no sexto experimento. No segundo, que teve uma AOT, de
aproximadamente 209 ppb h, o tratamento com o0zdnio causou uma tendéncia de diminuigdo nestes
trés parametros apenas nas cultivares Irai (p = 0,079; 0,056 e 0,056, respectivamente) e Fepagro (p
= 0,084; 0,085 e 0,084, respectivamente). As demais cultivares ndo apresentaram diferengas entre
0s dois tratamentos neste experimento para nenhum dos trés parametros avaliados (Figura 15A, 16A
e 17A).

No sexto experimento, a exposicdo a aproximadamente 147 ppb h, porém, causou um
aumento significativo na biomassa da raiz nas plantas expostas ao 0zodnio da cultivar Irai (p =
0,026) e uma diminuicdo significativa, neste mesmo parametro, na cultivar Macotaco (p = 0,020)
(Figura 15B). Nédo foi constatada diferenca significativa e/ou tendéncia de diferenca entre os
tratamentos para nenhuma das cultivares em relagdo a biomassa da parte aérea (Figura 16B), e com
excecdo da cultivar Irai, que apresentou uma pequena tendéncia de aumento de biomassa total da
plantula quando exposta ao o0zonio (p = 0,098), nenhuma outra diferenca significativa e/ou

tendéncia de diferenca foi encontrada para este parametro (Figura 17B).
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Biomassa da Raiz (g)

Biomassa da Parte Aérea (g)
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‘ . Controle I:' Exposto ‘
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0,1 A
0,0
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto

Fepagro

Guapo
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Macotago

147 ppb h

Pinto

Figura 15: Biomassa da raiz de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozénio. (A)

Experimento 2; (B) Experimento 6. Os asteriscos indicam diferengas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os tratamentos. As

1,54

1,0 1

0,5

0,0 -

barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.
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Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto
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Figura 16: Biomassa da parte aérea de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozonio. (A)

Experimento 2; (B) Experimento 6. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os tratamentos. As

barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT o das plantas expostas.
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Biomassa Total da Plantula (g)

‘ . Controle I:' Exposto ‘

A B
209 ppb h 147 ppb h
1,54 1,5 -
1,0 1,0 4
0,5 0,5
0,0 + 0,0 4
Fepagro Guapo Irai Macotago Pinto Fepagro Guapo Iraf Macotago Pinto

Figura 17: Biomassa total de plantulas de feijdo de cinco cultivares diferentes expostas ou ndo a atmosfera enriquecida com ozénio. (A)
Experimento 2; (B) Experimento 6. Os asteriscos indicam diferencas significativas, ao nivel de 5% de significancia, entre os tratamentos. As
barras verticais indicam o erro padrdo da média. No retangulo no canto superior direito situa-se a AOT 4 das plantas expostas.
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5. Resultados

Os valores médios da assimilacdo liquida de todas as cultivares, tanto para plantas
expostas quanto para as controles ficaram acima dos encontrados por Guidi et al. (2000) em seu
experimento com feijdo da cultivar Pinto, que encontrou valores de assimilagio de 5 pmol m? s™
para as plantas controles e de 3,64 pmol m? s™ para plantas expostas ao 0zonio (150 ppb por 2
horas). Excecéo se fez ao experimento 4, que teve valores, em geral, um pouco mais baixos, embora
bem semelhantes com os do Guidi et al. (2000). Ja os valores da média da velocidade maxima de
carboxilacdo da rubisco e da capacidade de transporte de elétrons ficaram na faixa dos valores
encontrados para Phaseolus vulgaris na revisdo feita por Wullschleger (1993). Excecdo se fez
novamente no experimento 4, no qual se constatou valores mais baixos para esses dois parametros.

Sabendo-se que a fotossintese liquida sofre forte efeito do ambiente, os baixos valores
de fotossintese encontrados no experimento 4, que foi realizado no més de Margo de 2007, podem,
pelo menos parcialmente, serem explicados pelas temperaturas elevadas associadas com baixa
intensidade luminosa. A baixa intensidade luminosa durante essa leva de experimento ocorreu pela
menor obliqlidade dos raios solares, a qual foi agravada pela existéncia de um prédio que
blogueava a passagem da luz na maior parte do dia em fungdo da época do ano em que nos
encontravamos.

Na cultivar Fepagro a assimilacdo liquida foi reduzida pela exposicdo ao Oz no
experimento 1 (154 ppb h de O3) e 5 (304 ppb h de O3), enquanto no experimento 4 (587 ppb h de
O3) houve apenas uma tendéncia de reducdo nesse pardmetro. No primeiro experimento, essa
reducdo foi ocasionada pela limitacdo no processo de carboxilacdo (reducdo significativa na
velocidade méxima de carboxilacdo da rubisco e tendéncia a reducédo na eficiéncia de carboxilagdo)

e pela disponibilidade de RuBP (tendéncia de reducdo na capacidade de transporte de elétrons).
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Embora a condutancia estomatica e a transpiracdo nao apresentaram diferencas significativas entre
o0s tratamentos, houve uma reducéo significativa na limitacdo estomética e, consequentemente, na
eficiéncia do uso da agua, enquanto que a razdo Ci/Ca aumentou significativamente. Ja a
assimilagdo méaxima teve uma tendéncia a redugdo em virtude das limitaces no processo de
carboxilacdo e pela disponibilidade de RuBP. No quinto experimento, a reducdo significativa na
assimilacdo liquida foi acompanhada por uma reducdo significativa na condutancia estomatica, a
qual causou uma reducdo significativa na transpiracdo. Porém, a limitagdo estomatica teve uma
tendéncia a reducdo nas plantas expostas, o que indica que a entrada de CO; para dentro das folhas
ndo foi o fator limitante. Além disso, a razdo Ci/Ca e a respiracdo ndo apresentaram diferengas entre
0s tratamentos, o que colabora com a idéia de que a limitacdo da fotossintese ndo esta na entrada de
CO, e sim, na tendéncia de redugdo na capacidade de transporte de elétrons. No quarto
experimento, embora a AOT,o tenha sido mais elevada, houve apenas uma tendéncia de reducgéo na
assimilagdo liquida dessa cultivar, causada por uma reducgdo significativa na eficiéncia de
carboxilacdo. A velocidade maxima de carboxilagdo ndo apresentou diferenca significativa nem
tendéncia a diferenca entre os tratamentos nesse experimento.

Na cultivar Guapo a assimilacdo liquida foi reduzida significativamente apenas no
experimento 1. No quarto experimento houve apenas uma tendéncia de reducdo na assimilacdo sem
alteracdes dos demais parametros avaliados e, no quinto, nem mesmo a assimilacdo liquida foi
alterada pela exposicdo ao ozbnio. A reducdo da assimilagdo liquida no experimento 1 foi
ocasionada pela limitag&o no processo de carboxilacdo (reducéo significativa na velocidade méxima
de carboxilacdo da rubisco e da eficiéncia de carboxilacdo) e pela disponibilidade de RuBP
(tendéncia de reducdo na capacidade de transporte de elétrons). Embora a condutancia estomatica e
a transpiracao nédo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, houve uma tendéncia
a reducdo na limitacdo estomatica e uma reducdo significativa na eficiéncia do uso da agua,
enquanto que a razdo Ci/Ca aumentou significativamente.

Na cultivar Irai a assimilacdo liquida ndo foi reduzida significativamente em nenhum

dos trés experimentos realizados, e os Unicos parametros que se alteraram significativamente foi a
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respiracdo no experimento 4, que aumentou nas plantas expostas ao 0zénio; e a assimilacdo maxima
no experimento 5, que foi reduzida nas plantas expostas.

Na cultivar Macotago, a assimilagdo liquida foi reduzida significativamente apenas no
experimento 1, sendo que esta foi causada por uma tendéncia de reducdo na eficiéncia de
carboxilacdo sem alteragdo concomitante na velocidade maxima de carboxilacéo.

Por fim, a cultivar Pinto ndo apresentou diferenca significativa na assimilacéo liquida e
em nenhum outro parametro fotossintético avaliado no experimento 1, que teve a menor AQOT 4.
Comuma AOT intermedidria (experimento 5), a assimilacéo liquida foi reduzida significativamente
e com uma concentracdo mais elevada (experimento 4) houve a absciséo foliar em 4 das 5 plantulas
(expostas) antes mesmo da assimilacdo ser medida, sendo constatado apenas aumento significativo
no vazamento relativo de eletrolitos, ja que ndo pode ser realizada analise estatistica. A reducéo da
assimilacdo liquida no experimento 5 pode ser atribuida a uma limitagdo no processo de
carboxilacéo (reducéo significativa na velocidade maxima de carboxilagdo da rubisco e & tendéncia
de reducdo na eficiéncia de carboxilagédo) e pela disponibilidade de RuBP (reducéo significativa na
capacidade de transporte de elétrons). Embora a condutancia estomética tenha apresentado uma
tendéncia a reducao, que refletiu numa tendéncia de reducdo concomitante da transpiracdo, houve
uma reducdo significativa na limitacdo estomatica e na eficiéncia do uso da &gua. A reducgdo
significativa na limitacdo estomatica, a tendéncia de aumento na razdo Ci/Ca e a redugdo
significativa na respiracdo indicam que a entrada de CO; na folha ndo foi o fator limitante da
fotossintese.

A reducdo na limitacdo estomatica na cultivar Fepagro (experimento 1) e na cultivar
Pinto (experimento 5) e a tendéncia a reducdo na limitacdo estomatica na cultivar Fepagro
(experimento 5) e na cultivar Guapo (experimento 1) esta relacionada diretamente com a limitagédo
no processo de carboxilagcdo (quantidade e atividade da rubisco), pois vai gerar uma menor
diferenca entre a assimilacdo liquida de Ci 350 € Ca 350 nas plantas expostas. Ja a reducdo na
eficiéncia do uso da agua para essas mesmas cultivares e experimentos (exceto cultivar Fepagro -

experimento 5, que ndo apresentou alteracdes na eficiéncia do uso da &gua quando exposta ao
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0zonio) foi conseqliéncia de uma reducdo significativa na fotossintese sem reducdo concomitante na
transpiracdo. Na cultivar Pinto (experimento 5), embora tenha havido uma tendéncia a redugdo na
transpiracdo, ela ndo ocorreu na mesma proporcdo do decréscimo na assimilacdo, o que justifica a
reducdo significativa na eficiéncia do uso da 4gua para essa cultivar.

O aumento significativo da razdo Ci/Ca na cultivar Fepagro (experimento 1) e Guapo
(experimento 1), e a tendéncia de aumento dessa mesma razdo na cultivar Pinto (experimento 5)
sdo conseqiiéncias da reducdo significativa na velocidade maxima de carboxilagdo da rubisco e da
reducdo (cultivar Guapo) ou tendéncia a reducdo (cultivares Fepagro e Pinto) da eficiéncia de
carboxilacdo que, por sua vez, causam reducdo no uso de CO,, fazendo com que ele se acumule
dentro das folhas e desse modo, podendo causar inclusive o fechamento estomatico. E por isso que
a reducdo significativa da condutancia estomatica na cultivar Fepagro (experimento 5) e a tendéncia
de reducdo na cultivar Pinto (experimento 5) ndo causaram aumento na limitacdo estomatica.
Quanto a respiragdo, esta ndo pode estar envolvida com o aumento da razdo Ci/Ca, pois a
concentracdo de CO; respirada é muito pequena em relacdo ao que é assimilado, e até mesmo
porque ndo foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos para esse pardmetro nas
cultivares Fepagro e Guapo (experimento 1), e na cultivar Pinto (experimento 5) houve uma
reducdo significativa na respiracgéo.

A reducdo na assimilacdo liquida é frequentemente o primeiro sintoma detectavel
observado em plantas tratadas com ozonio (Reichenauer et al., 1998). Decréscimos na assimilacéo
liquida causada pela exposi¢do ao oz6nio também foram relatadas por Plazek et al. (2000) em
Fetusca pratensis (Hud.) cv. Skra, Hordeum vulgare (L.) cv. Mobek e Brassica napus (L.) var.
oleifera cv. Gorczanski; Hassan (2004) em Triticum aestivum L. cv. Giza 63; Inclan et al. (1998),
em plantas Pinus halepensis Mill; Moraes et al. (2006), em plantas de Caesalpinia echinata Lam.;
Anderson et al. (1997), em plantas de Pinus ponderosa Laws.

Dentre os parametros mais associados com o decréscimo na assimilacdo liquida nesse
estudo estdo a velocidade méxima de carboxilacdo da rubisco, que apresentou reducdes

significativas na Fepagro (experimento 1), Guapo (experimento 1) e Pinto (experimento 5), e a
36



eficiéncia de carboxilagdo, que apresentou reducgdes significativas nas cultivares Fepagro
(experimento 4) e Guapo (experimento 1) e tendéncias & redugdo nas cultivares Fepagro
(experimento 1), Macotaco (experimento 1) e Pinto (experimento 5). Tanto a velocidade maxima de
carboxilacdo da rubisco, como eficiéncia de carboxilacdo refletem a atividade da rubisco in vivo
(Sage, 1994; Rogers & Humphries, 2000), sendo que reducdes na carboxilacdo foram consideradas
as principais responsaveis pelos prejuizos na fotossintese por Pell et al. (1994), Guidi et al. (2001) e
Calatayud et al. (2002).

Guidi et al. (2000), ao trabalharem com plantas de feijdo da cultivar Pinto também
encontraram resultados que estdo de acordo com a idéia de que o alvo primario do 0zdnio sdo as
enzimas envolvidas no ciclo de Calvin e em particular da atividade da rubisco. A inibicdo da
rubisco induz a uma menor utilizacdo de NADPH e ATP e isso, em conseqiiéncia, causa uma
reducdo na atividade do sistema de transporte de elétrons e um aumento na proporc¢do de centros de
reacdo fechados do Fotossistema Il. Centros de reagdo fechados possuem, por sua vez, um estado
maior de reducdo em QA (Quinona A), o0 que pode aumentar a suscetibilidade das plantas a
fotoinibicéo.

Nesse trabalho, a capacidade de transporte de elétrons, que apresentou reducdo
significativa apenas na cultivar Pinto (experimento 5), mas que teve tendéncia a reducdo na cultivar
Fepagro (experimento 1 e 5) e na Guapo (experimento 1), também parece ter contribuido para as
reducGes encontradas na assimilacdo liquida. Outro motivo para a reducdo no transporte de elétrons
é citado por Calatayud et al. (2003), que diz que o 0zdnio pode alterar as reagdes fotoquimicas da
fotossintese, diminuindo a taxa de transporte de elétrons entre os dois fotossistemas. Dessa forma, a
inibicdo da fotossintese pode ser resultado da disponibilidade reduzida de ATP e NADPH
(Calatayud et al., 2004). Além disso, a glutationa, que € reconhecida como o componente central da
defesa antioxidante na maioria dos organismos aerobicos (Foyer et al., 1997), requer NADPH tanto
para sua sintese quanto para a sua reducdo. Assim, novamente o declinio fotossintético observado

pode ser resultado de menos NADPH disponivel para a reducdo do carbono (Gupta et al., 1991).
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Calatayud et al. (2002a) citam o decréscimo no transporte de elétrons como um dos mecanismos
responsaveis por reduzir o processo fotossintético em Lactuca sativa L.

Jé& a conduténcia estomatica apresentou reducéo significativa apenas na cultivar Fepagro
(experimento 5) e tendéncia de reducdo so na cultivar Pinto (experimento 5), porém, essas reducdes
ndo foram relacionadas com o decréscimo na assimilacdo. Reduc¢Bes na condutancia estomatica
causadas pela exposicdo ao 0z6nio também foram constatadas por Anderson et al. (1997), em
plantas de Pinus ponderosa Laws.; Inclan et al. (1998), em plantas de Pinus halepensis Mill.; Guidi
et al. (2000) em plantas de Phaseolus vulgaris cultivar Pinto; Calatayud et al. (2004), em plantas de
Spinacia oleraceae L.; Hassan (2004), em plantas de Triticum aestivum L. cv. Giza 63 e por Moraes
et al. (2006), em plantas de Caesalpinia echinata Lam. Estudos indicam que a condutancia
estomatica pode aumentar ou diminuir em resposta ao dano por ozénio dependendo do gendtipo, da
concentracdo de 0zonio, e da sensibilidade das células guardas (Robinson et al., 1998). Segundo
McAinsh et al. (2002) um declinio répido na abertura estomética e por isso na condutancia
estomatica € comumente observada na presenca de 0z6nio durante um periodo curto de exposicao,
enquanto que a exposicdo de longa duracdo ao oz6nio fazem com que as respostas estomaticas se
tornem lentas.

Farage et al. (1991), McKee et al. (1995), Pell et al. (1997), Farage & Long (1999),
Noormets et al. (2001) e Zheng et al. (2002) relataram que os decréscimos no contetdo e na
atividade da rubisco, mais do que o transporte de elétrons e a capacidade de regeneracdo da
ribulose-1,5-bisfosfato(RuBP), sdo os primeiros responsaveis pelos efeitos deletérios do 0zénio na
assimilacdo de gas carbbnico. Em adicdo aos efeitos na rubisco e regeneracdo da RuBP, outros
fatores que podem potencialmente afetar a assimilacdo de gas carbdnico sdo o decréscimo na
abertura estomatica (Zheng et al., 2002) e condutancia (McKee et al., 1995; Fiscus et al., 1997;
Farage & Long, 1999; McKee et al., 2000). Porém, o decréscimo na condutancia estomatica pode
ser um reflexo da manutencéo da concentracdo interna de CO, causada pela inibicdo do processo de

carboxilacdo. Portanto, segundo Farage & Long (1999), Bortier et al. (2000) e Clark et al. (2000) a
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baixa condutancia estomatica talvez seja apenas parcialmente responsavel pelo decréscimo na taxa
de fotossintese atraves da limitagdo do influxo de CO,.

Em relacdo ao vazamento relativo de eletrolitos, a exposicdo a 154 ppb h (experimento
1) de O3 ndo produziu alteragdo no vazamento relativo de eletrdlitos em nenhum cultivar. Quando a
AOT, foi elevada a 304 ppb h (experimento 5) houve uma tendéncia de aumento na cultivar Pinto,
e por fim, quando a exposi¢do passou a 587 ppb h, houve um aumento significativo na cultivar
Pinto e uma tendéncia de aumento na cultivar Macotagco. Nas plantas expostas ao 0z0nio o
vazamento de eletrélitos € um dos primeiros sintomas de danos da membrana e resulta da oxidacéao
de proteinas do grupo sulfidrila e lipideos da membrana (Guidi et al., 1999). Mudangas no
funcionamento da membrana afetam uma grande gama de processos celulares, através de perdas de
metabdlitos e perda da compartimentagdo, e pode levar a um aumento na senescéncia dos tecidos
(Weber et al., 1994).

Embora um aumento no vazamento relativo de eletrolitos ndo tenha sido muito
frequente nas plantas expostas ao 0zénio, 0 mesmo ndo se pode dizer em relagdo a abscisdo foliar.
Sob uma AOT, de 153 ppb h de Oz(experimento 3), a abscisdo das folhas primarias do feijdo foi
antecipada nas cultivares Pinto e Fepagro e uma tendéncia de antecipacdo foi encontrada para a
cultivar Guapo. Porém, sob uma AOT 4o de 212 ppb h (experimento 7) a cultivar Guapo foi a Unica
que teve uma antecipacdo significativa na abscisdo, sendo que a cultivar Fepagro apresentou uma
forte tendéncia a antecipacdo. Em condicdes fisioldgicas, a senescéncia é um processo altamente
regulado, envolvendo a degradacédo da clorofila, o declinio fotossintético, a degradacao de proteinas
e a peroxidacdo de lipideos, culminando na remobilizacdo de nutrientes e na abscisdo foliar (Ribas
et al., 2005).

A aceleracdo da senescéncia tem sido amplamente relatada como um dos muitos
processos caracteristicos da exposicdo ao Os; (Ribas et al., 2005; Ranford & Reiling, 2007). Ela
pode ser antecipada por alteragdes no funcionamento da membrana, que afetam uma grande
variedade de processos celulares, através de perdas de metabdlitos e da compartimentalizacdo

ocasionada pela peroxidacdo de lipidios da membrana (Weber et al., 1994; Calatayud et al., 2003).
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N&o estéa claro, porém, se a aceleracdo da senescéncia é devida a inducdo do processo normal, isto é,
a um tipo de morte celular programada como parte da resposta de hipersensibilidade, ou a alteracéo
no balancgo de carbono, favorecendo a respiracdo em detrimento da assimilacao liquida. Como nesse
estudo praticamente ndo houve alteracdes na respiracdo e no vazamento relativo de eletrdlitos, e
como as quedas na assimilacdo foram poucas, talvez a senescéncia em resposta ao estresse
oxidativo ndo esteja diretamente relacionada ao efeito adverso sobre a fotossintese (Weber et al.,
1994).

Segundo Pye (1988) e Lefohn, (1992), redu¢des da assimilacdo liquida, da rubisco, da
conduténcia estomatica, da eficiéncia do uso da agua e a aceleracdo da senescéncia foliar levando a
um prejuizo na producdo de biomassa sdo respostas metabdlicas tipicas ao 0zdnio em espécies
arboreas.

Quanto as fraces de biomassa da raiz, parte aérea e total da plantula, essas tiveram uma
tendéncia a reducdo quando expostas ao 0zbnio sob a AOT4 mais elevada (209 ppb h de O3 -
experimento 2) e apenas para as cultivares Fepagro e Irai. Sob uma AOT,o de 147 ppb h, porém,
houve uma reducdo significativa na biomassa da raiz na cultivar Macotaco e um aumento
significativo na cultivar Irai. Embora o 0zdnio e seus produtos de reacdo sejam conhecidos por
diminuir a fotossintese e alterar a alocacdo de carboidratos, causando uma reducdo na acumulacéo
de biomassa e um nitido decréscimo no crescimento radicular (Chappelka & Chevone, 1989;
Rennenberg et al., 1996), isso geralmente ocorre a mais longo prazo, conforme foi sugerido por
Davison & Barnes (1998).

Com base no exposto acima podemos dizer que a cultivar Pinto e Fepagro mostraram-se
sensiveis ao 0zonio, enquanto que a cultivar lrai mostrou-se resistente. Porém, ndo houve muita
estabilidade nos resultados e nem sempre uma dose maior de 0zdnio causou mais danos as plantas.
Isso pode ser em parte justificado porque a resposta das plantas ao ozdnio é mais fortemente
correlacionada com o fluxo cumulativo de ozénio através dos estdmatos do que com a concentragao
de ozbnio no ambiente, o que vai depender da umidade do solo, do déficit de pressdo de vapor da

atmosfera, da velocidade do vento e da temperatura do ar, que influenciam o grau de abertura
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estomatica (Fuhrer et al., 1992). Além disso, sabe-se que, embora ndo medida, houve variacdo na
intensidade luminosa interceptada pelas plantulas em cada experimento em fungdo da estacdo do
ano, sendo que esta foi menor especialmente no experimento 4, tornando assim menos nitidas as
diferencas entre as plantulas controles e expostas. Também foi observado que em dias de sol pleno
a resposta ao ozbnio foi mais acentuada do que em dias nublados. 1sso ocorre porque, além de
acelerar o metabolismo, condicdes de alta intensida luminosa intensificam a producéo de EROs que
ocorrem naturalmente no processo fotossintético. Nesse sentido, Guidi et al. (2000), avaliaram o0s
efeitos combinados da alta irradiancia e ozénio no processo fotossintético das folhas primarias de
feijdo da cultivar Pinto e concluiram que a alta intensidade luminosa pode modificar a reacdo das
folhas ao tratamento com ozoOnio através da reducdo da taxa de transporte de elétrons dos

cloroplastos e da produtividade quéntica.
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6. Conclus6es e Sugestbes de Trabalhos Futuros

Os resultados encontrados nesse estudo confirmam a cultivar Pinto como sensivel ao
ozonio e indicam que a cultivar Fepagro tem um étimo potencial para ser usada futuramente como
um bioindicador sensivel ao 0z6nio, enquanto que a cultivar Irai poderia ser considerada resistente.
Se fossemos classificar as cultivares a partir dos pardmetros levados em consideragdo nesse
trabalho, teriamos, da mais sensivel a mais tolerante, a seguinte ordem:

US Pinto 111> Fepagro 26 > Guapo Brilhante > Macotago > Irai

Dentre os pardmetros avaliados, nesse estudo a assimilacdo liquida e a abscisdo foliar
foram mais eficientes para fazer a classificacdo das cultivares em niveis de sensibilidade do que o
vazamento relativo de eletrdlitos e as medidas de biomassa. Os decréscimos na fotossintese
ocorreram principalmente devido a alteracdes no processo de carboxilagdo e secundariamente
devido a diminuicdo na capacidade de transporte de elétrons.

Recomenda-se que mais estudos sejam realizados para que essas cultivares sejam
realmente utilizadas como bioindicadoras, principalmente por causa da multiplicidade de fatores
que afetam o efeito do o0zdnio nas plantas, em especial a intensidade luminosa. Além disso, como a
ativacdo do sistema de defesa € um processo chave na adaptacdo das plantas a estresses como
elevados niveis de o0zonio, seria interessante investiga-lo para ver se a classificacdo feita nesse

estudo pode ser alcangada também pelos niveis e atividade do sistema antioxidante.
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8. Anexos

8.1. Analise Estatistica Experimento 1

8.1.1. Assimilagdo Liquida (A)

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.2.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.3.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

5

5
5
5
5
5
5
5
5
5

Média

8,740
6,120
9,400
5,920
7,900
6,660
8,520
7,060
8,920
6,160

Assimilacdo Méxima (Amax)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

5

5
5
5
5
4
5
5
5
5

Média

12,856
10,252
15,598
12,271
12,191
11,733
12,222
10,776
13,370
11,701

Eficiéncia de Carboxilacéo (ce)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

NUmero
Amostral

o1 o1 o1 o1 0101010101

Média

0,148
0,080
0,340
0,090
0,111
0,119
0,222
0,135
0,169
0,100

Desvio
Padrao
1,537
1,801
1,771
1,001
1,992
3,687
0,750
1,161
1,052
4,540

Desvio
Padrao
1,547
2,637
3,891
2,657
2,792
3,396
1,300
2,344
1,557
6,992

Desvio
Padrao
0,064
0,035
0,400
0,027
0,029
0,070
0,078
0,035
0,078
0,094

Erro Padrao

0,687
0,805
0,792
0,448
0,891
1,604
0,335
0,519
0,471
2,030

Erro Padrdo

0,692
1,135
1,740
1,188
1,249
1,698
0,581
1,048
0,696
3,127

p
0,038
0,005
0,518
0,046

0,222

0,086
0,153
0,905
0,262

0,617

Erro Padrdo P

0,029
0,015
0,139
0,012
0,013
0,035
0,035
0,016
0,035
0,042

0,069
0,016
0,809
0,053

0,095
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8.1.4. Velocidade Maxima de Carboxilacdo da Rubisco (Vcmax)

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.5.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.6.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.7.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos Numero Média Desvio Erro Padrdo P
Amostral Padrdo

Controle 5 40,120 7,011 3,136 0,011

Exposto 5 25,260 7,385 3,303

Controle 5 67,280 35,688 15,960 0,045

Exposto 5 28,580 7,374 3,298

Controle 5 33,700 7,514 3,361 0,567

Exposto 5 29,200 15,071 6,740

Controle 5 45,500 12,541 5,609 0,120

Exposto 5 33,980 7,845 3,508

Controle 5 45,640 16,003 7,157 0,095

Exposto 5 29,88 23,824 10,654

Capacidade de Transporte de Elétrons (Jmax)

Tratamentos  NUmero Média Desvio Erro Padrdo P
Amostral Padréao

Controle 5 70,760 13,737 6,143 0,068

Exposto 5 52,060 14,325 6,406

Controle 5 88,100 25,106 11,228 0,079

Exposto 5 61,960 14,622 6,539

Controle 5 61,420 10,795 4,828 0,570

Exposto 5 55,020 21,604 9,662

Controle 5 69,600 8,205 3,669 0,344

Exposto 5 63,020 12,103 5,413

Controle 5 72,260 12,703 5,681 0,151

Exposto 5 68,160 53,731 24,029

Respiracéo

Tratamentos Numero Média Desvio Erro Padrdo P
Amostral Padrédo

Controle 5 1,147 0,173 0,077 0,571

Exposto 5 1,252 0,358 0,160

Controle 5 1,348 0,309 0,138 0,658

Exposto 5 1,468 0,495 0,221

Controle 5 0,962 0,394 0,176 0,516

Exposto 5 1,173 0,570 0,255

Controle 5 1,123 0,445 0,199 0,151

Exposto 5 1,394 0,050 0,022

Controle 5 1,106 0,532 0,238 0,428

Exposto 5 1,324 0,239 0,107

Limitacao Estomética (Ls)

Tratamentos Numero Média Desvio Erro Padrdo P
Amostral Padrdo

Controle 5 10,546 1,972 0,882 0,041
Exposto 5 7,138 2,430 1,087

Controle 5 13,847 4,433 1,983 0,057
Exposto 5 8,845 2,369 1,060

Controle 5 9,459 2,317 1,036 0,841
Exposto 5 9,912 3,616 1,617

Controle 5 10,708 1,548 0,692 0,127
Exposto 5 8,789 1,988 0,889

Controle 5 11,124 2,075 0,928 0,438
Exposto 5 8,503 6,866 3,070
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8.1.8.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.9.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.10.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.1.11.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Condutancia Estomatica (gs)

Tratamentos Ndmero Média Desvio

Amostral Padrdo
Controle 5 104,600 24,069
Exposto 5 100,000 29,589
Controle 5 88,400 12,837
Exposto 5 81,000 18,908
Controle 5 113,400 36,343
Exposto 5 99,000 47,974
Controle 5 91,400 25,016
Exposto 5 89,600 12,661
Controle 5 113,600 24,131
Exposto 5 103,800 43,008

Transpiracao (E)

Tratamentos Numero Média Desvio
Amostral Padrédo
Controle 5 1,330 0,288
Exposto 5 1,362 0,478
Controle 5 1,132 0,180
Exposto 5 1,066 0,195
Controle 5 1,436 0,424
Exposto 5 1,234 0,501
Controle 5 1,208 0,264
Exposto 5 1,176 0,179
Controle 5 1,430 0,256
Exposto 5 1,284 0,398
Razéo Ci/Ca
Tratamentos Numero Média Desvio
Amostral Padrdo
Controle 5 0,517 0,049
Exposto 5 0,642 0,056
Controle 5 0,408 0,121
Exposto 5 0,584 0,063
Controle 5 0,585 0,028
Exposto 5 0,615 0,073
Controle 5 0,461 0,100
Exposto 5 0,553 0,084
Controle 5 0,531 0,097
Exposto 5 0,668 0,122

Eficiéncia no Uso da Agua (WUE)

Tratamentos  NUmero Média Desvio
Amostral Padrédo
Controle 5 6,661 0,928
Exposto 5 4,623 1,084
Controle 5 8,473 2,138
Exposto 5 5,617 0,855
Controle 5 5,577 0,510
Exposto 5 5,260 1,323
Controle 5 7,260 1,316
Exposto 5 6,121 1,264
Controle 5 6,372 1,230
Exposto 5 4,528 1,993

Erro Padrao

10,764
13,233
5,741

8,456

16,253
21,455
11,187
5,662

10,792
19,234

Erro Padrao

0,129
0,214
0,081
0,087
0,190
0,224
0,118
0,080
0,115
0,178

Erro Padrao

0,022
0,025
0,054
0,028
0,012
0,033
0,045
0,038
0,043
0,055

Erro Padrao

0,415
0,485
0,956
0,382
0,228
0,592
0,589
0,565
0,550
0,891

p
0,794
0,490
0,607
0,889

0,669

0,901
0,594
0,511
0,828

0,510

0,005
0,020
0,429
0,156

0,085

p
0,013
0,032
0,690
0,222

0,116
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8.1.12. Vazamento Relativo de Eletroélitos

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

5
5
5
5
3
5
5
5
2

Média

18,780
32,147
14,172
16,477
21,996
15,653
19,670
18,650
22,945
19,154

8.2. Anadlise Estatistica Experimento 2

8.2.1. Biomassa da Parte Aérea

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.2.2.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

4

5
5
5
5
5
5
5
4
5

Biomassa da Raiz

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

4

5
5
5
5
5
5
5
4
5

Média

0,667
0,395
0,513
0,365
0,715
0,407
0,521
0,357
0,602
0,326

Média

0,181
0,096
0,116
0,098
0,160
0,084
0,110
0,100
0,129
0,086

Desvio
Padrdo
3,556
16,844
4114
3,670
10,096
2,987
10,710
5,370
6,967
8,625

Desvio
Padrédo
0,281
0,109
0,187
0,078
0,252
0,101
0,215
0,076
0,359
0,105

Desvio
Padrao
0,086
0,037
0,046
0,018
0,082
0,019
0,060
0,023
0,088
0,038

Erro Padrao

1,590
7,533
1,840
1,641
4,515
1,725
4,792
2,401
3,116
6,099

Erro Padrao

0,141
0,049
0,084
0,035
0,113
0,045
0,096
0,034
0,179
0,047

Erro Padrdo

0,043
0,016
0,021
0,008
0,037
0,009
0,027
0,010
0,044
0,017

p
0,121
0,377
0,342
0,841

0,563

0,085
0,142
0,056
0,310

0,140

0,084
0,690
0,079
0,755

0,354
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8.2.3.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Biomassa Total da Plantula

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
4

5
5
5
5
5
5
5
4
5

Média

0,848
0,491
0,629
0,463
0,875
0,491
0,631
0,457
0,731
0,412

8.3. Analise Estatistica Experimento 3

8.3.1. Abscisdo Foliar

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Numero
Amostral
5

5
5
5
5
5
5
5
5
5

Média

32,900
25,600
32,800
27,600
30,800
29,900
31,700
28,900
34,700
23,400

8.4. Analise Estatistica Experimento 4

8.4.1. AssimilacdoLiquida (A)

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Média

4,680
2,600
4,740
3,020
5,900
4,150
4,200
2,975
5,6

1,4

Desvio
Padrédo
0,367
0,145
0,232
0,092
0,331
0,120
0,274
0,090
0,445
0,142

Desvio
Padrao
3,229
2,584
3,475
4,917
2,636
2,987
3,511
3,471
3,012
2,584

Desvio
Padréao
1,477
1,510
1,924
0,522
1,821
1,075
1,625
1,448
1,645
ND

Erro Padrao

0,184
0,065
0,104
0,041
0,148
0,054
0,122
0,040
0,223
0,063

Erro Padrdo

1,444
1,155
1,554
2,199
1,179
1,336
1,570
1,552
1,347
1,155

Erro Padrdo

0,661
0,755
0,861
0,233
0,814
0,538
0,727
0,724
0,736
ND

P
0,084
0,175
0,056
0,421

0,169

0,004
0,090
0,627
0,240

<0,001

0,076
0,090
0,135
0,278

ND
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8.4.2.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.3.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.4.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.5.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Assimilacdo Maxima (Amax)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Média

6,526
5,617
5,725
4,466
6,925
7,587
5,263
7,383
8,310
3,460

Eficiéncia de Carboxilacéo (ce)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Numero
Amostral
5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Média

0,125
0,036
0,098
0,041
0,115
0,049
0,075
0,041
0,082
0,016

Desvio
Padrédo
2,311
3,155
1,956
0,808
1,735
3,032
1,685
1,900
3,268
ND

Desvio
Padrao
0,068
0,020
0,077
0,015
0,072
0,022
0,040
0,031
0,021
ND

Erro Padrao

1,033
1,578
0,875
0,361
0,776
1,516
0,754
0,950
1,462
ND

p
0,632
0,220
0,691
0,119

ND

Erro Padrdao P

0,030
0,010
0,035
0,007
0,032
0,011
0,018
0,015
0,009
ND

Velocidade Maxima de Carboxilacdo da Rubisco (Vcmax)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Numero
Amostral

5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Média

16,516
10,155
13,632
8,764
14,44
13,365
11,694
9,585
19,212
5,37

Desvio
Padrédo
9,142
4,846
6,370
3,014
6,200
6,607
5,436
4,589
8,353
ND

Capacidade de Transporte de Elétrons (Jmax)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Média

35,140
27,325
31,380
26,180
35,540
35,750
28,900
29,950
44,080
17

Desvio
Padrao
12,572
12,238
10,951
6,274
9,667
11,807
9,218
12,409
15,748
ND

Erro Padrao

4,088
2,423
2,849
1,348
2,773
3,304
2,431
2,295
3,736
ND

Erro Padrdo

5,622
6,119
4,897
2,806
4,323
5,903
4,122
6,205
7,043
ND

0,032
0,142
0,126
0,204

ND

0,252
0,161
0,413
0,556

ND

p
0,380
0,384
0,977
0,888

ND
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8.4.6.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.7.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.8.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.9.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Respiracao

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Limitacdo Estomatica (Ls)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

4
5
5
5
4
5
4
5
1
Ndmero

Amostral
5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Média

0,983
1,374
1,054
1,215
0,820
1,232
0,992
1,444
1,211
1,080

Média

5,302
3,100
4,407
2,832
5,350
4,531
3,935
3,451
6,157
1,207

Condutancia Estomatica (gs)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Numero
Amostral
5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Transpiracéo (E)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Numero
Amostral

Rrobhoobhaoaooho

Média

133,600
107,500
122,000
98,800

135,400
140,750
101,600
95,500

135,200
159,000

Média

0,942
0,775
0,766
0,624
0,792
1,065
0,740
0,645
1,292
1,110

Desvio
Padrdo
0,412
0,956
0,294
0,769
0,288
0,097
0,213
0,574
0,528
ND

Desvio
Padrédo
2,311
1,637
2,181
0,731
1,482
2,000
1,816
2,145
2,406
ND

Desvio
Padrdo
71,030
68,452
38,497
42,717
43,374
44,791
47,857
48,720
96,492
ND

Desvio
Padrdo
0,359
0,211
0,178
0,153
0,234
0,166
0,263
0,238
1,029
ND

Erro Padrao

0,184
0,478
0,132
0,344
0,129
0,049
0,095
0,287
0,236
ND

Erro Padrao

1,033
0,819
0,976
0,327
0,663
1,000
0,812
1,072
1,076
ND

Erro Padrao

31,766
34,226
17,216
19,103
19,397
22,396
21,402
24,360
43,153
ND

Erro Padrao

0,160
0,106
0,079
0,069
0,105
0,083
0,117
0,119
0,460
ND

p
0,431
0,674
0,030
0,286

ND

0,153
0,164
0,502
0,725

ND

0,595
0,393
0,861
0,730

ND

0,440
0,213
0,091
0,592

ND
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8.4.10. Razao Ci/Ca

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.11.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.4.12.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Eficiéncia no Uso da Agua (WUE)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Vazamento Relativo de Eletrolitos

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Numero
Amostral

5

4
5
5
5
4
5
4
5
1

Numero
Amostral
5

5
5
4
5
5
5
5
5
5

Média

0,721
0,812
0,741
0,802
0,720
0,786
0,719
0,787
0,706
0,932

Média

5,657
3,340
6,416
4,963
8,109
3,910
6,348
5,063
5,802
1,261

Média

28,699
47,102
19,787
28,008
33,981
28,040
21,292
30,172
23,519
48,886

Desvio
Padrdo
0,173
0,089
0,149
0,060
0,102
0,123
0,138
0,153
0,082
ND

Desvio
Padréao
3,059
1,467
2,926
0,982
3,429
0,963
2,944
3,597
2,614
ND

Desvio
Padrédo
13,802
35,480
3,248
9,839
11,835
10,332
2,528
8,743
3,795
20,841

Erro Padrao

0,078
0,044
0,067
0,027
0,045
0,062
0,062
0,077
0,037
ND

Erro Padrdo

1,368
0,734
1,308
0,439
1,533
0,481
1,317
1,798
1,169
ND

Erro Padrao

6,173
15,867
1,453
4,920
5,293
4,621
1,130
3,910
1,697
9,320

p
0,375
0,421
0,410
0,502

ND

p
0,210
0,323
0,051
0,573

ND

0,311
0,119
0,422
0,061

0,028
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8.5. Analise Estatistica Experimento 5

8.5.1. Assimilagdo Liquida (A)

Tratamentos NUmero Média Desvio Erro Padrao P
Amostral Padréo

Fepagro Controle 5 10,640 2,394 1,071 0,004
Exposto 5 5,680 1,509 0,675

Guapo Controle 4 9,150 2,419 1,209 0,298
Exposto 5 7,480 2,051 0,917

Irai Controle 5 8,540 1,962 0,877 0,084
Exposto 5 6,580 1,035 0,463

Macotaco Controle 5 10,180 1,693 0,757 0,106
Exposto 5 8,100 1,907 0,853

Pinto Controle 5 10,600 1,956 0,875 0,006
Exposto 5 5,840 2,122 0,949

8.5.2. Assimilagdo Méxima (Amax)

Tratamentos  NUmero Média Desvio Erro Padrdo P
Amostral Padrédo

Fepagro Controle 5 18,560 6,036 2,699 0,110
Exposto 5 12,520 4,467 1,998

Guapo Controle 4 19,044 6,178 3,089 0,206
Exposto 5 14,871 2,511 1,123

Irai Controle 5 20,205 5,069 2,267 0,048
Exposto 5 13,931 3,256 1,456

Macotaco Controle 5 17,727 2,515 1,125 0,060
Exposto 5 13,540 3,448 1,542

Pinto Controle 5 21,111 2,165 0,968 <0,001
Exposto 11,586 3,378 1,511

8.5.3. Eficiéncia de Carboxilacdo (ce)

Tratamentos Namero Média Desvio Erro Padrdo P
Amostral Padréo

Fepagro Controle 5 0,144 0,061 0,027 0,222
Exposto 5 0,108 0,071 0,032

Guapo Controle 4 0,090 0,048 0,024 0,853
Exposto 5 0,095 0,019 0,008

Irai Controle 5 0,121 0,024 0,011 0,828
Exposto 5 0,112 0,086 0,039

Macotaco Controle 5 0,157 0,083 0,037 0,381
Exposto 5 0,119 0,037 0,017

Pinto Controle 5 0,127 0,053 0,024 0,055
Exposto 5 0,066 0,028 0,013



8.5.4. Velocidade Maxima de Carboxilacdo da Rubisco (Vcmax)

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.5.5.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.5.6.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.5.7.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Capacidade de Transporte de Elétrons (Jmax)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Respiracao

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Numero
Amostral
5

5
4
5
5
5
5
5
5
5

Ndmero
Amostral

5

5
4
5
5
5
5
5
5
5

Ndmero
Amostral
5

5
4
5
5
5
5
5
5
5

Média

53,220
34,500
42,775
36,020
46,800
42,680
53,220
38,120
49,560
25,900

Média

93,040
61,440
83,225
69,820
94,200
72,540
91,560
75,220
103,220
54,360

Média

1,532
1,147
1,408
1,686
1,574
1,772
1,524
1,682
1,786
1,184

Limitacao Estomética (Ls)

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

5
4
5
5
5
5
5
5
5

Média

14,048
8,894
11,831
9,946
13,880
9,694
13,486
10,139
14,363
7,320

Desvio
Padrdo
20,014
15,336
20,677
4,406

9,629

24,602
18,618
8,036

10,769
11,195

Desvio
Padrao
32,231
20,757
29,250
5,423

20,289
24,083
17,432
21,246
23,550
17,371

Desvio
Padrao
0,432
0,609
0,463
0,556
0,527
0,622
0,228
0,364
0,422
0,401

Desvio
Padrédo
5,141
3,422
5,230
1,445
3,138
3,059
3,198
2,727
3,688
2,686

Erro Padrao

8,950
6,858
10,338
1,971
4,306
11,002
8,326
3,594
4,816
5,007

Erro Padrao

14,414
9,283
14,625
2,425
9,073
10,770
7,796
9,502
10,532
7,769

Erro Padrao

0,193
0,272
0,231
0,249
0,236
0,278
0,102
0,163
0,189
0,179

Erro Padrao

2,299
1,531
2,615
0,646
1,403
1,368
1,430
1,219
1,649
1,201

P
0,135
0,493
0,736
0,134

0,009

0,103
0,341
0,163
0,220

0,006

0,282
0,450
0,602
0,435

0,050

p
0,099
0,460
0,065
0,113

0,009
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8.5.8.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.5.9.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.5.10.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.5.11.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Condutancia Estomatica (gs)

Tratamentos Numero Média Desvio
Amostral Padrdo
Controle 5 174,000 15,149
Exposto 5 78,800 30,277
Controle 4 180,500 23,188
Exposto 5 129,400 65,870
Controle 5 118,800 44,263
Exposto 5 120,600 49,823
Controle 5 143,800 14,412
Exposto 5 126,600 28,588
Controle 5 187,600 30,851
5

Exposto 131,600 52,219

Transpiracao (E)

Tratamentos Numero Média Desvio
Amostral Padrédo
Controle 5 2,790 0,158
Exposto 5 1,616 0,463
Controle 4 2,793 0,157
Exposto 5 2,222 0,812
Controle 5 2,158 0,532
Exposto 5 2,120 0,668
Controle 5 2,490 0,181
Exposto 5 2,232 0,317
Controle 5 2,932 0,277
Exposto 5 2,260 0,645
Razéo Ci/Ca
Tratamentos Numero Média Desvio
Amostral Padrdo
Controle 5 0,604 0,061
Exposto 5 0,568 0,100
Controle 4 0,663 0,062
Exposto 5 0,611 0,068
Controle 5 0,548 0,072
Exposto 5 0,611 0,166
Controle 5 0,558 0,097
Exposto 5 0,610 0,027
Controle 5 0,619 0,074
Exposto 5 0,706 0,060

Eficiéncia no Uso da Agua (WUE)

Tratamentos  NUmero Média Desvio
Amostral Padrédo
Controle 5 3,792 0,679
Exposto 5 3,600 0,812
Controle 4 3,254 0,707
Exposto 5 3,469 0,427
Controle 5 4,004 0,520
Exposto 5 3,393 1,230
Controle 5 4,140 0,963
Exposto 5 3,594 0,393
Controle 5 3,643 0,735
Exposto 5 2,605 0,643

Erro Padrao

6,775

13,540
11,594
29,458
19,795
22,281
6,445

12,785
13,797
23,353

Erro Padrao

0,071
0,207
0,079
0,363
0,238
0,299
0,081
0,142
0,124
0,288

Erro Padrao

0,027
0,045
0,031
0,030
0,032
0,074
0,043
0,012
0,033
0,027

Erro Padrao

0,304
0,363
0,353
0,191
0,233
0,550
0,431
0,176
0,329
0,287

)
<0,001
0,187
0,953
0,264

0,073

<0,001
0,214
0,923
0,152

0,056

0,508
0,276
0,458
0,548

0,076

p
0,696
0,589
0,337
0,548

0,045
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8.5.12. Vazamento Relativo de Eletrélitos

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

5
4
5
5
5
5
5
5
5

Média

21,123
19,108
19,520
16,150
34,721
22,006
18,396
18,345
19,240
24,366

8.6. Analise Estatistica Experimento 6

8.6.1. Biomassa da Parte Aérea

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

8.6.2.

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

5

4
5
5
5
5
5
5
5
5

Biomassa da Raiz

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral

5

4
5
5
5
5
5
5
5
5

Média

0,292
0,266
0,266
0,256
0,451
0,549
0,307
0,279
0,385
0,332

Média

0,086
0,064
0,102
0,088
0,102
0,144
0,123
0,087
0,112
0,137

Desvio
Padrdo
4,244
4,390
3,930
0,980
21,594
3,424
2,617
2,858
1,320
6,912

Desvio
Padrao
0,077
0,037
0,026
0,044
0,103
0,100
0,053
0,036
0,039
0,057

Desvio
Padrao
0,028
0,008
0,014
0,034
0,028
0,019
0,022
0,017
0,031
0,020

Erro Padrao

1,898
1,963
1,960
0,436
9,657
1,531
1,171
1,278
0,590
3,091

Erro Padrdo

0,035
0,018
0,012
0,020
0,046
0,045
0,024
0,016
0,017
0,026

Erro Padrdo

0,013
0,004
0,006
0,015
0,013
0,008
0,010
0,008
0,014
0,009

p
0,481
0,063
0,230
0,977

0,056

0,559
0,692
0,166
0,369

0,121

0,556
0,151
0,026
0,200

0,162
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8.6.3. Biomassa Total da Plantula

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

Ndmero
Amostral
5

4
5
5
5
5
5
5
5
5

Média

0,378
0,330
0,367
0,344
0,553
0,692
0,430
0,366
0,497
0,469

8.7. Analise Estatistica Experimento 7

8.7.1. Abscisdo Foliar

Fepagro
Guapo
Irai
Macotaco

Pinto

Tratamentos

Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto
Controle
Exposto

NUmero
Amostral
5

5
5
5
5
5
5
5
5
5

Média

42,700
39,000
37,100
33,900
34,500
33,000
35,400
33,300
35,500
33,300

Desvio
Padrédo
0,102
0,037
0,039
0,075
0,131
0,103
0,073
0,049
0,064
0,064

Desvio
Padrédo
2,683
2,424
1,597
0,742
3.202
0.612
4,629
4,071
2,598
2,588

Erro Padrao

0,046
0,018
0,018
0,034
0,058
0,046
0,033
0,022
0,029
0,029

Erro Padrao

1,200
1,084
0,714
0,332
1.432
0.274
2,070
1,821
1,162
1,158

P
0,409
0,555
0,098
0,145

0,508

0,051
0,004
0,548
0,468

0,217
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