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Variacao sazonal em antioxidantesem folhasde plantasjovensde
Caesalpiniaechinata Lam. (pau-brasil)!

PATRICIA BULBOVAS*, MIRIAN C.S. RINALDI3, WELINGTON B.C. DELITTI?e
MARISA DOMINGOS?

(recebido: 18 de novembro de 2004; aceito: 13 de outubro de 2005)

ABSTRACT — (Seasonal variation in antioxidantsin leaves of young plants of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood)). The
urban environmental factors generate conditions of oxidative stress in plants. Cellular antioxidants, such as ascorbic acid
(AA), thiols (Ti), peroxidases (POD) and superoxide dismutase (SOD) are induced to different levels depending on their
capacity to tolerate stressing conditions. In the first part of this study we determined the profile of these defensesin |eaves of
different ages of young plants of C. echinata. Thelevels of antioxidantswere similar in all leaves analyzed, independently of
the age. Secondly, we evaluated the same antioxidants and glutathione (GSH) in 130 young plants kept in a greenhouse with
constant monitoring of temperature, relative humidity and irradiance during 18 months, in order to establish the seasonal
variations occurring in responseto climatic factors. During this period, leaf antioxidants were analyzed every three months. In
general, AA concentrations and POD activity in C. echinata were higher than the level sreported for other tropical tree species.
Seasonal variations were observed. GSH concentration and POD activity were significantly influenced by temperature and
SOD by temperature and humidity.
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RESUM O — (Variag8o sazonal em antioxidantes em folhas de plantas jovens de Caesal pinia echinata Lam. (pau-brasil)). O
ambiente urbano pode gerar condicdes de estresse oxidativo nas plantas, levando a estimulacdo de antioxidantes como écido
ascorbico (AA), tidis(Ti), peroxidases (POD) e superdxido dismutase (SOD), em diferentesnivel's, de acordo com suacapacidade
de tolerar tais condi¢des. Este estudo, em sua primeira fase, buscou conhecer o perfil destas defesas em folhas de plantas
jovens de C. echinata com diferentes graus de desenvolvimento. Os niveis dos antioxidantes foram similares em todas as
folhas analisadas. Em uma segundafase, tais antioxidantes e aglutationa (GSH) foram avaliados em 130 plantas mantidasem
casa de vegetacdo com monitoramento constante de temperatura, umidade relativaeirradiancia, por um periodo de 18 meses,
paraestabel ecer se variaghes sazonai s nessas defesas ocorrem em resposta afatores climéticos. Nesse periodo, osantioxidantes
foliaresforam analisados a cadatrés meses. Em geral, aconcentracdo de AA e aatividade daPOD foram altasem C. echinata,
guando comparadas com as de outras espécies arbdreas tropicais. Houve variacGes nas defesas ao longo do tempo. A
concentracdo de GSH e aatividade daPOD mostraram ser influenciadas por mudancas natemperaturae a SOD foi estimulada
em resposta atemperaturae aumidade relativa.

Palavras-chave - &cido ascérbico, Caesalpinia echinata, glutationa, peroxidases, superéxido dismutase, tidis

Introducéo

A exploracdo descontrolada do pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam., Leguminosae -
Caesal piniodeae), nos primeiros sécul os dacolonizagéo,
contribuiu significativamente para a reducdo de suas
populagdes naturais. Apesar de seu valor, tanto histérico
guanto econdmico, na atualidade essa espécie estd em
perigo de extingdo. Umapossivel formade conservacao

1. Parte da tese de doutorado de P. Bulbovas.

2. Universidade de Sao Paulo, Instituto de Biociéncias,
Departamento de Ecologia Geral, Rua do Mat&o, Travessa
14, 321, 05508-900 S&o Paulo, SP, Brasil.

3. Instituto de Botéanica, Se¢do de Ecologia, Caixa Postal 4005,
01061-970 Séo Paulo, SP, Brasil.
4. Autor para correspondéncia: pbulbovas@hotmail.com

ex situ da espécie seria a expansdo do seu uso em
ambientes urbanos para fins de arborizacédo e
paisagismo, tendo em vista seu potencial ornamental,
por apresentar porte elegante, copaarredondada, folhas
cor verde-brilhante e flores em cacho amarelo-ouro
suavemente perfumadas (Lima et al. 2002, Rocha
2004).

No entanto, tal agdo somente sera bem sucedida
se C. echinata for tolerante ao estresse oxidativo
imposto pel as condi¢gdes do ambiente urbano, queinduz,
nas células vegetais, a formacao de espécies reativas
de oxigénio, que podem atacar e modificar quase todas
as moléculas organicas, resultando em sérios danos as
células e aos tecidos. Por outro lado, as plantas podem
mobilizar enzimas e substancias antioxidantes para
protegé-las contrao excesso ou aproducdo inapropriada
dessas espécies. Esses compostos antioxidantes
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interagem entre s formando um sistema de resposta
antioxidativa, que pode minimizar as consequéncias do
estresse e manter o equilibrio pré-oxidante/antioxidante
(Muggli 1993, Bray et al. 2000).

Nas células vegetais, enzimas como superéxido
dismutase (SOD) e peroxidases (POD) e moléculas
solUveis em &gua como acido ascorbico (AA) e
compostos organicos contendo grupos sulfidrila (SH),
denominadostidis (Ti), sGo importantes antioxidantes.
A glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo formado
por glutamato, cisteina e glicina, é geralmente o mais
abundante entre os tidis. Todas sdo substancias-chave
integrantes do ciclo ascorbato-glutationa, o mais
estudado sistema antioxidante (Kocsy et al. 2001). A
SOD catalisaadismutagdo do radical superdxido (O,7),
produzindo peréxido de hidrogénio (H,0,) (Rank 1997),
0 qual pode ser eliminado pelas POD (Meloni et al.
2003). OAA, aémdeédiminar o H,0O,, também remove
O,", *OH (radical hidroxila) e O, (oxigénio singleto) €,
ainda, inibe reacdes desencadeadas por espécies
reativas de oxigénio e protege os lipidios damembrana
(Muggli 1993). A GSH funciona como substrato paraa
remocdo de H,O, pela glutationa peroxidase,
convertendo-se para forma oxidada, o que previne a
peroxidacdo dos lipidios e reage com o "OH e *O,,
protege os grupos SH das enzimas essenciais ao
metabolismo dacélula, sendo oxidadano lugar destas, e
tem o papel importante de regenerar o AA (Foyer et
al.1994).

Muitas vezes, plantas expostas a situacao
estressante do ambiente urbano ndo apresentam injdrias
visivei s, mas seu sistemaantioxidante pode ser bastante
alterado, de modo que, por meio da quantificagdo de
antioxidantes, pode-se detectar se as condi¢bes de
temperatura, umidade relativa, irradiancia, poluicdo
atmosférica, entre outros, sdo capazes de agir sobre as
plantas (Arndt & Schweizer 1991, Fangmeier et al.
1994). Certamente, alguns fatores de variagdo devem
ser previamente conhecidos para que se tenha certeza
da ativac&o do sistema de respostas antioxidativas em
plantas que crescem em ambientes urbanos, pois se sabe
gue tais defesas variam ndo somente entre espécies,
como também entre plantas da mesma espécie em
diferentes estadios de desenvolvimento e entre folhas
damesmaplanta, em fasesdistintas de desenvol vimento
(Klumpp et al. 2000). Além disso, as espécies também
respondem as variagdes ambientais ao longo das
estacBes do ano (Chaitanyaet al. 2002, Kuk et al. 2003,
Leeet al. 2004, Riveroet al. 2004, Zhou & Zhao 2004).

Sendo assim, este trabalho buscou, em uma
primeirafase, determinar as variagfes na atividade de

SOD e POD, e nas concentragOes de AA e de Ti, em
folhas de diferentes estadios de desenvolvimento, de
plantas jovens de C. echinata e, em uma segundafase,
determinar avariagdo sazonal intrinseca da espécie no
gue diz respeito a esses antioxidantes, incluindo
glutationa, e verificar se esta poderia ser induzida por
condi¢Oes climéticas, sem a influéncia da poluicéo
atmosférica. Paratanto, um lote de plantas foi mantido
em casa de vegetacdo com ar filtrado, isento de
particul as e gases toxicos, por um periodo de 18 meses.
Os resultados deste trabalho podem subsidiar estudos
sobre perturbagfes ambientais urbanas em plantas de
C. echinata, como por exemplo, as causadas por
poluentes atmosféricos, definindo um ponto de
comparagdo paradelimitar mudancas nos antioxidantes
nestes estudos.

Material e métodos

As plantas de Caesalpinia echinata Lam. utilizadas na
primeirafase de experimentos eram provenientes do mesmo
lote de producédo, tinham a mesma idade (cerca de quatro
anos) e, emmeédia, 23 cm de aturae pelo menos quatro folhas
no caule principal. Foram cultivadas em sacos de mudas,
com terra vegetal disponivel comercialmente, irrigadas
diariamente e mantidas em viveiro com sombreamento de 50%,
naReservaBiol gicae Estacdo Experimental de M ogi-Guagu,
S8o Paulo, etrazidas ao Instituto de Boténica, na cidade S&o
Paulo, SP, duas semanas antes do inicio das andlises.

Nafaseinicial, aamostragem dasfolhas com diferentes
graus de desenvolvimento foi feita de acordo com sua
posicdo no caule principal, tomando por base seus
diferentes nos de crescimento. Estabel eceu-se que a folha
maisjovem, no 4pice da planta, pertenciaao primeiro né do
caule principal e asdemais, com graus de desenvolvimento
crescentes, ao segundo né em diante. Para determinacédo de
cada antioxidante, cinco plantas de C. echinata foram
analisadas. Esse ensaio foi realizado em duplicata (ensaios
le2).

Para a segunda fase do estudo, determinaram-se os
mesmos antioxidantes, com o acréscimo da glutationa entre
os Ti, em plantasjovens de C. echinata mantidas em casade
vegetacao com ar filtrado, isento de particulas grossas e finas
e de gases, construida na sede do Instituto de Boténica, S&o
Paulo, SP. Paraestafase, cento etrintamudasde C. echinata,
produzidas em tubetes com substrato Plantmax do tipo
hortalica da Eucatex, na Reserva Biolégica e Estacdo
Experimental de Mogi-Guagu, foram transplantadas para
vasos pléasticos com 0 mesmo substrato, acrescido de
adubacéo adequada (adubo encapsulado misturado ao
substrato e aplicacdo semanal de solugdo preparada com
adubos foliar e de enraizamento). Em abril de 2002, foram
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levadas para a casa de vegetacdo e tinham, em média, dois
anosdeidade, 24 cm dealturae seisfolhasno caule principal.
Asplantasforamirrigadas por capilaridade, segundo modelo
proposto por Arndt & Schweizer (1991), atravésde barbantes
de néilon inseridos na base dos vasos, sendo que uma de
suas extremidades ficava em contato com asraizes e aoutra
metade mergul hadaem caixas que serviam como reservatorios
de &gua. Sobre estas caixas foram colocadas telas de arame
galvanizado que permitiram apoiar os vasos e mergulhar os
barbantes na 4gua. Durante 0 experimento, as plantas de
C. echinata foram adubadas mensalmente. A partir de trés
meses datransferénciaparacasade vegetacdo, quinze plantas
foram retiradastrimestralmente: aos 3 meses de experimento:
julho/02; 6 meses: outubro/02; 9 meses: janeiro/03; 12 meses:
abril/03; 15 meses: julho/03; 18 meses: outubro/03. Desse
modo, grupos distintos de plantas permaneceram na casa de
vegetacdo por periodos crescentes de tempo. Nessa fase,
foram usadas as folhas que mostraram respostas mais
evidentesnaetapainicial acima. Assim, foram usadasfolhas
do segundo né paraaandlisede Ti e GSH, do terceiro né para
AA e SOD, e do quarto nd para POD. Ao longo de todo o
periodo de experimentagdo, foram tomadas, com um
termohigrografo, medidas continuas de temperatura e
umidade relativa. O perfil da radiacdo fotossinteticamente
ativa foi estabelecido por meio de medidas descontinuas
realizadas em um diapor semana, ao redor das 12:00 h, com
radidmetro portétil Li-Cor Li-185B. Esses dados do ambiente
encontram-se sumarizados natabela 1.

Em todos os ensaios, as coletas foram realizadas no
periodo matutino. Primeiramente foram determinadas as
concentracdes de AA, de Ti e de GSH. Para a andlise dos
antioxidantes enziméticos (SOD e POD), as folhas foram
coletadas e congeladas a -40 °C. Apos a coleta do material
paraandlise, o restante dasfolhasfoi retirado, imediatamente
pesado e levado para estufa & 60 °C para obtencdo do peso
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seco. A razdo entre peso fresco e peso seco foi utilizadapara
expressar aconcentracdo ou atividade dos anti oxidantes por
unidade de massa seca.

Os antioxidantes de folhas de C. echinata foram
analisados, conforme descricdo abaixo, empregando-se
métodos previamente definidos para plantas jovens de
arvores nativas da FlorestaAtlantica (Domingos et al. 1998,
Klumpp et al. 2000) ou amplamente cultivadas no Brasil
(Klumppet al. 1997, Moraeset al. 2002).

Acido ascorbico (AA) — Folhas frescas (0,2 g) foram
homogeneizadas com 12 mL de solucdo aquosa de etileno
diaminaécido tetracético - sal de sbdio (EDTA-Na,) (0,07%)
e é&cido oxalico (0,5%). O extrato resultantefoi centrifugado
(40.000 g, 30 min, a 2 °C). Leituras foram realizadas em
espectrofotémetro (A =520 nm), apds o acréscimo 2,5mL de
solucdo 2,6 diclorofenol-indofenol sal de sddio dihidratado
(DCPiP) (0,02%) (primeiraleitura) e0,05 mL deécido ascorbico
1% ao sobrenadante (segundaleitura). O contelido de acido
ascorbico foi estimado a partir da diferencaentre o branco e
o resultado da diferenca dessas |eituras (Keller & Schwager
1977).

Tidis (Ti) e glutationa (GSH) — Folhas frescas foram
homogeneizadas (0,7 g) com é&cido ascorbico 0,15% e
centrifugadas (44.000 g, 30 min, a2 °C), sendo adi cionados 0,2
mL de 3 carboxi-4-nitrofenil disulfeto (DTNB) 0,04% emtampdo
fosfato (0,02 M pH 7,0), 0,2 mL detampéo fosfato (0,02 M pH
7,0) e1,3mL detampaotris-HCI (pH 8,0) ao extrato resultante.
A leiturada absorbanciafoi realizada em espectrofotbmetro
em 415 nm. Para a determinag&o da GSH, na segunda fase
deste estudo, os tidis ndo protéicos foram obtidos a partir
destes mesmos extratos, que foram aquecidosem banho-maria
a100°C por 5 min edepois centrifugados (44.000 g, 10 min, a
2°C), visando a desnaturagéo e separagdo das proteinas.
Nesses extratos desproteinizados, foi realizada uma leitura
como descritaacimae, em seguida, a€elesforam adicionados

Tabelal. Médias e val ores maximos e minimos de temperatura (T), de umidade rel ativa (UR) e de radiacdo fotossi nteticamente
ativa (RFA), na casa de vegetacdo ao longo de 18 meses. Médias calculadas para o intervalo de trés meses entre duas

amostragens consecutivas.

Table 1. Average and maximum and minimum values of temperature (T), relative humidity (UR) and photosynthetic active
radiation (RFA), in the greenhouse during 18 months. Average values were cal culated for three month interval s between two

consecutive samplings.

Tempo de exposicéo Meses de exposic¢éo T UR RFA
(meses) (max.-min.) (max.-min.) (max.-min.)

(0 (%) (umol m?s7)

03 Abr.-Jul./02 21(35-13) 67(95-45) 443(816-74)

36 Jul.-Out./02 20(32-9) 60(90- 39) 663 (1206 - 91)

69 Out./02-Jan./03 21(35-14) 65(91-42) 513(936-90)
912 Jan.-Abr./03 22(35-15) 64 (96-43) 814(1620- 314)
12-15 Abr.-Jul./03 20(35-11) 72(96-34) 533(1500- 151)

1518 Jul.-Out./03 18(33-12) 76(92-42) 405(414-107)
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0,2mL deDTNB 0,04% emtampéo fosfato (0,02 M pH 7,0), 0,2
mL detampéo fosfato (0,02 M pH 7,0) 1,1 mL detampéotris-
HCI (pH 8,0), 0,3 mL deabumina(1%6), 0,01 mL deglioxilasel
€0,09 mL demetil-glioxa (0,1 M), eforam mantidospor 15min
em temperatura ambiente, visando aconversao daglutationa
em S-lactonil glutationa. O contelido de GSH foi, entdo,
calculado pela diferenca entre as concentracfes obtidas nos
extratos desproteinizados e naqueles incubados com
glioxalasel emetil-glioxia (DeKok et al. 1985).

Atividade das peroxidases (POD) — As folhas congeladas
(0,3 g) foram homogeneizadas com tampao fosfato (0,1 M,
pH 7,0) e palivinilpolipirrolidona (PV PP) 2% e centrifugadas
(40.000 g, 30 min, a2 °C). Apés adicéo ao sobrenadante de
2 mL de outro tampéo fosfato (0,1 M, pH 5,5), 0,3 mL de
fenilendiamina (1%) e 0,05 mL de perdxido de hidrogénio
(0,3%), conformedescrito por Klumpp et al. (1989), realizou-se
aleituradaabsorbanciaem espectrofotémetro (A = 485 nm).
A absorbanciado complexo H,O,-POD formado foi medido
em doistempos, dentro deumafaixalinear dacurvadereaggo.
O deltadaabsorbancia (AE) foi dividido pelo tempo em que
ambasas medidasforam tomadas (aos2,0 e 3,5min), indicando
a atividade da POD durante a redugao do peroxido de
hidrogénio.

Atividade da superéxido dismutase (SOD) — As folhas
congeladas (0,4 g) foram homogenei zadas com PV PP e solucéo
contendo tampéo fosfato (50 mM, pH 7,5), EDTA-Na, 1 mM,
NaCl 50 mM e&cido ascorbico 1 mM e centrifugadas (22.000
0, 25min, a2 °C). Ao sobrenadante foram adicionados 0,5 mL
deEDTA-Na, 0,54 mM, 0,8 mL detampéo fosfato de potassio
(0,1 M, pH 7,0),0,5mL demetionina0,213mM, 0,5mL deazul
p-nitrotetrazolio (NBT) 0,44 mM e 0,2 mL de riboflavina 1
mM, easolucdo resultante foi expostaaluz fluorescente (80
W) por 20 min. Extratos preparados seguindo o mesmo
procedimento foram mantidos no escuro. A absorbancia da
solucéo foi medida em espectrofotémetro (A = 560 nm) em
ambos os tipos de extrato (iluminado e ndo iluminado) e a
diferenca entre as duas absorbéancias foi considerada paraa
determinac&o da atividade da SOD, que consistiu nainibicdo
dareducdo do NBT, peladismutacdo enzimaticado superdxido
(Osswald et al. 1992).

Os resultados da primeira fase deste estudo foram
analisados estatisticamente através de andlise de variancia
com dois fatores (ensaios e folhas de diferentes nés), para
verificar se houve interacdo entre os fatores e diferencas
entre os resultados de cada indicador de estresse obtidos
nas folhas provenientes dos diferentes nos. Os resultados
da segunda fase deste estudo foram analisados
estatisticamente através de analise de variancia ndo
paramétrica (Kruskal-Wallis), seguida por testes de
comparacgfes multiplas (teste Dunn ou Student-Newman-
Keuls). Também foi realizada analise de componentes
principais (ACP), objetivando verificar seo sistemade defesas
antioxidantes variou ao longo dos dezoito meses de estudo e
indicar os antioxidantes mais importantes para explicar
gualitativamente tal variagcdo. Andlises de correlacdo de

Pearson foram realizadas paradeterminar se asvariagcdes nos
antioxidantes estariam relacionadas as mudangas sazonais
natemperaturae umidade relativado ar.

Resultados

A andlise estatisticafatoria aplicadaaosresultados
daprimeirafase mostrou que ndo houveinteracdo entre
os fatores ensaio e idade das folhas (p > 0,05), assim
como ndo houve diferenca significativa entre os
resultados dos indicadores bioquimicos obtidos nas
plantas dos dois ensaios utilizados e nas folhas dos
diferentes nos, observando-se tendéncias, que apenas
nortearam a escolha das folhas para andlises ao longo
do experimento realizado na casa de vegetac&o (figura
1).

Os niveis de AA nas plantas mantidas na casa de
vegetacdo foram significativamente maiores aos 3
meses de experimento e menores aos 9 e 12 meses
(figura 2A). A concentracdo de Ti foi maior aos 12
meses e mais baixo aos 6 e 9 meses (figura 2B). Ao
longo dos 18 meses de estudo, houve grande variago
na concentracéo e porcentagem de GSH (figuras 2C,
D). Apesar da alta concentracé@o de Ti aos 12 meses,
neste mesmo periodo foi observada a mais baixa
concentracdo de GSH e, conseguentemente a menor
porcentagem de GSH em relac8o ao total deTi. Valores
significativamente menores de GSH e de porcentagem
de GSH também foram encontrados aos 15 meses.
As maiores proporcdes desta substancia em relacdo
aos tidis foram verificadas nos primeiros 6 meses de
experimento.

A atividade das POD também variou bastante
durante o experimento (figura 2E). A maior atividade
foi verificada aos 3 e 12 meses e as menores aos 6, 15
e 18 meses de estudo. Finalmente, a atividade da SOD
oscilou menos ao longo do tempo, tendo sido maior aos
12 meses e menor aos 18 meses (figura 2F).

A andlise de componentes principais resumiu 67%
davariabilidadetotal dosdadosnosdoisprimeiroseixos,
sendo que o eixo 1 responde por 42% dos resultados e
0 eixo 2 por 25% (figura 3). GSH e porcentagem de
GSH apresentaram forterelagdo comoeixo 1 (r = 0,76
er = 0,90, respectivamente) e POD e Ti com 0 exo 2
(r=-0,67 er = -0,66, respectivamente). O grafico
também mostra que os periodos de col etas se separam,
indicando que a concentracdo ou atividade dos
antioxidantes foram diferentes ao longo dos 18 meses
de amostragem e que, dependendo da época de
amostragem, cadaantioxidante contribuiu maisou menos
paraexplicar avariagdo total no sistema antioxidativo.
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Por exemplo, aos 3, 6, 9 e 18 meses (unidadesamostrais
situadas do lado positivo do eixo 1), a GSH, tanto em
concentragdo quanto em porcentagem do total de Ti,
foi 0 antioxidante maisimportante entre os analisados,
e aos 12 e 15 (unidades amostrais situadas do lado
negativo do eixo 1), as atividades de POD e de SOD
prevaleceram.

A andlise de correlagdo mostrou que a
concentracdo de GSH e a porcentagem de GSH foram
relacionadas negativamente com a temperatura. A
atividade das enzimas POD e SOD, por outro lado,
apresentou relacao positivacom atemperatura, eaSOD,
adicionalmente, esteve rel acionada negativamente com
aumidade relativa. As variagOes nosteoresde AA ede

Ensaio 1

pmol g?

Unidade SOD g*

Ti, por sua vez, ndo foram relacionadas
significativamente com a sazonalidade em ambos os
fatores climéticos (tabela 2).

Discussao

Os resultados obtidos na primeira fase mostraram
gue os niveis de antioxidantes foram semelhantes em
C. echinata, independentemente da idade da folha
Desse modo, as vari agfes sazonai s observadas ao longo
da exposicédo das plantas em casa de vegetacdo, na
segunda fase deste estudo (figura 3), ndo poderiam ser
atribuidas ao estadio de desenvolvimento das folhas,

Ensaio 2

Ensaio 1

Figura 1. Valores médios para acido ascérbico (A), tidis (B), peroxidases (C) e superdxido dismutase (D) e respectivos erros
padrdes (barras), em folhas do primeiro (M), segundo (M), terceiro (O) e quarto (E) nds de plantas jovens de Caesalpinia
echinata utilizadas nosensaios 1 e 2 daprimeirafase do estudo (n = 5). As diferencas entre os resultados obtidos nos ensaios,
parafolhas de cadand, e entre os resultados obtidos para asfol has dos dif erentes nds, em cada ensaio, ndo foram significativas

(p>0,05).

Figure 1. Mean values for ascorbic acid (A), total thiols (B), peroxidases (C) and superoxide dismutase (D) and respective
standard errors (bars) in leaves of thefirst (i), second (M), third (OJ) and fourth (E) nodes of two distinct sets of Caesalpinia
echinata saplingsincluded in the assays 1 and 2 of thefirst step of the study. No significant differences were observed among
the results obtained in both assays, for the leaves inserted in each node, and among the results obtained in the leaves inserted

in the different nodes, in each assay (p > 0.05).
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Figura 2. Valores médios paraécido ascorbico (A), tidis (B), glutationa (C), porcentagem de glutationa (D), peroxidases (E) e
superoxido dismutase (F) e respectivos erros padrfes (barras), em folhas de individuos jovens de Caesalpinia echinata
mantidos em casa de vegetacdo por 18 meses. 3 meses: Jul./02; 6: Out./02; 9: Jan./03; 12: Abr./03; 15: Jul ./03; 18: Out./03. As
letras indicam diferencas estatisticas entre os resultados de cada periodo (n = 15, p < 0,05). * N&o determinado.

Figure 2. Mean values for ascorbic acid (A), thiols (B) glutathione (C), percent of glutathione (D), peroxidases (E) and
superoxide dismutase (F) inleaves of Caesalpinia echinata saplings grown in greenhousefor 18 months. 3 months: Jul./02; 6:
Oct./02; 9: Jan./03; 12: Apr./03; 15: Jul./03; 18: Oct./03. A. For each antioxidant, mean valuesindicated with distinct |ettersare
significantly different (n= 15, p < 0.05). *Not determined.
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Figura 3. Andlise de componentes principais (ACP) dos antioxidantes determinados em folhas de individuos jovens de
Caesalpinia echinata mantidos em casa de vegetacdo, por 18 meses. 3 meses: Jul./02 (A); 6: Out./02 (O); 9: Jan./03 (e);
12: Abr./03 (0J); 15: Jul /03 (@); 18: Out./03 (M). AA = &cido ascorbico, Ti = tidis, GSH = glutationa, % GSH = porcentagem de
glutationaem relagéo ao total detidis, POD = peroxidases, SOD = superdxido dismutase.

Figure 3. Principal component analysis (PCA) of antioxidants determined in leaves of Caesal pinia echinata saplingsgrownin
greenhousefor 18 months. 3 months: Jul./02 (A); 6: Oct./02 (O); 9: Jan./03 (#); 12: Apr./03 (O); 15:Jul /03 (@); 18: Oct./03 (W).
AA = ascorbic acid, Ti = total thiols, GSH = glutathione, % GSH = percentage of glutathione in relation to total thiols,

POD = peroxidases, SOD = superoxide dismutase.

podendo-se excluir esta possivel interferéncia na
interpretacdo dos resultados posteriormente obtidos.
As quantidades médias de AA em C. echinata, nas
diferentes amostragens (médias entre 4,0-8,0 mg g%
figuras1, 2), além de muito conservativas, foram muito
altas quando comparadas com asencontradas, utilizando
0s mesmos métodos analiticos, em outras espécies
nativas da Floresta Atlantica ou cultivadas no Brasil
(Tibouchina pulchra Cogn., Psidium guajava L. e
Psidium cattleyanum Weinw.), expostas em locais
poluidosou ndo (médiasentre 0,3-1,1 mg g1). Por outro
lado, essas espécies apresentaram quantidades foliares
de Ti (0,8-4,5 pmol g1) semelhantes a de C. echinata
(0,7-4,4 pmol g1). A atividade daPOD, por suavez, foi
geralmente mais alta em C. echinata
(103-697 AE.min g*) do que nas referidas espécies

(médiasentre 27-250 AE.ming %) (Klumpp et al. 1997,
Domingoset al. 1998, Klumpp et al. 2000, Moraeset al.
2002).

No entanto, ndo se pode inferir sobre o grau de
tolerancia de C. echinata ao estresse oxidativo com
base no conteldo ou na atividade basal dos
antioxidantes, como preconizam Bray et al. (2000),
devido arestri¢des metodol 6gicas. O método empregado
paraandisedeAA, por exemplo, ndo permitediferenciar
0 composto com fungdo antioxidativa daguele sem tal
funcdo (&cido isoascorbico) (Speek et al. 1984). Do
mesmo modo, determinou-se a atividade das peroxidases
em geral, entre as quais se incluem ndo somente a
ascorbato peroxidase e a guaicol peroxidase, com
reconhecidafuncéo antioxidativa, como também outras
gue ndo tém esta capacidade. Assim, no presente estudo,
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Tabela2. Correlacéo de Pearson entre as variaveistemperaturae umidade rel ativa (médias paraosinterval os de trésmeses entre
amostragens), e os niveis de anti oxidantes estudados nas plantas mantidas na casa de vegetacao ao longo de 18 meses (n = 60).

Table 2. Pearson correl ation between temperature or relative humidity (average for three month interval s between samplings),
and levels of antioxidantsin the plants maintained at the greenhouse during 18 months (n = 60).

Antioxidantes Temperatura Umidaderelativa
Coeficientede p Coeficientede p
correlacéo correlacéo
Acido ascorbico (AA) 014 0,180 001 0918
TiGis(Ti) 005 0611 016 0,126
Glutationa (GSH) 024 0,020 003 0,791
% Glutationa (% GSH) 027 0011 015 0,149
Peroxidases (POD) 048 <0,001 -0,16 0,137
Superdxido dismutase (SOD) 04 <0,001 -048 <0,001

o perfil dos compostos analisados ao longo do tempo foi
considerado um indicador mais adequado da capacidade
de C. echinata tolerar o estresse oxidativo do que seus
niveisbasais. Nesse caso, partiu-se do principio de que
a intensificacdo das defesas em resposta ao aumento
daformacao de espécies reativas de oxigénio induzido
por fatores ambientais poderia ser percebida por
intermeédio de mudancas nesse perfil.

As figuras 2 e 3 indicam que as variacGes nos
antioxidantes das plantas de C. echinata ndo pareceram
estar relacionadas ao tempo crescente de exposi¢ao ou
aidade dasplantas. Caso isso fosse evidente, taisfiguras
apresentariam gradientes de concentracéo ou atividade
dos antioxidantes ao longo do periodo de exposicdo. O
perfil dos antioxidantes ndo aponta, igualmente, indicios
de aclimatacdo das plantas as condic¢des de exposi¢ao
da casa de vegetacdo, o que seria verificado caso os
niveis dos mesmos variassem pouco ao longo das
amostragens (Barnes et al. 1999). Assim, as mudancas
nos antioxidantes dessas plantas possivelmente
aconteceram em funcdo de mudancgas sazonais de
fatores do ambiente. Conformeindicado pelas andlises
de correlacdo (tabela 2), atemperaturafoi o fator mais
importante, entre os monitorados, acomandar osniveis
dos antioxidantes. Nos periodos mais quentes, como o
gue corresponde ao intervalo entre 0 9 e 12° més,
enquanto o nivel de GSH, tanto em termos de
concentracdo quanto em termos de proporcéo do total
de Ti, foi baixo, a atividade das enzimas foi ata. O
inverso ocorreu nos periodos mais frios, como os
correspondentes aos interval os de tempo entre 3° e 6°
més e entre 0 15° e 18° més (tabela 1; figuras 2, 3).

Estudos realizados por outros autores também ja
mostraram que atemperatura do ambiente pode causar

mudancas na concentracdo de GSH e na atividade dos
antioxidantes enziméticos em plantas como Morusalba
L., sob altas temperaturas, e Zea mays L. e Cucumis
sativus L., sob baixas temperaturas (Chaitanya et al.
2002, Lee et al. 2004, Takac 2004).

A SOD, nas plantas de C. echinata, pareceu ser
maisinfluenciada por variagdes nos fatores ambientais
do que os demais antioxidantes estudados, pois
apresentou relacdo significativa com a temperatura e
com aumidade relativa (tabela 2). Assim, estaenzima,
aprimeira a atuar no ciclo ascorbato-glutationa (Bray
et al. 2000), pode exercer um papel importante nadefesa
das plantas jovens de C. echinata contra o estresse
oxidativo induzido por fatores ambientais. Resposta
semelhante foi observada por Rivero et al. (2004), que
verificaram que essaenzimafoi alnicaaser estimulada
em plantas de Lycopersicon esculentum L. cv. Tmknvf
(2) expostas aaltatemperatura, enquanto POD, catalase
e glutationaredutase foraminibidas.

Na verdade, em ambiente natural, as respostas
antioxidativas de plantas as variagGes abioticas sdo
induzidas por mecanismos similares, que resultam em
adaptacbes a épocas mais secas ou mais Umidas, adias
de maior ou menor incidéncialuminosa, como também
a baixas e altas temperaturas. 1sso porque todos esses
fatores ambientais extremos levam ao aumento das
concentracfes das espécies reativas de oxigénio, e,
conseguentemente, estimulam do mesmo modo os
antioxidantes (Bray et al. 2000, Kuk et al. 2003). Por
exemplo, Zhou & Zhao (2004) verificaram que
gramineas forrageiras que crescem em regides
montanhosas e frias podem produzir grande quantidade
de antioxidantes e assim tolerarem um periodo de
condicles climéticas extremas. Por outro lado, os
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antioxidantes podem, também, ser estimulados nessas
gramineas, em periodos favoréveis ao crescimento,
guando ha aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio na cadeia de transporte de elétrons dos
cloroplastos.

Os resultados obtidos neste estudo permitiram
padronizar metodol ogiade amostragem ede andlisesde
antioxidantes em plantas jovens de C. echinata e
caracterizar o perfil dos mesmos para a espécie. A
concentragcdo de AA e a atividade da POD foram altas,
guando comparadas com as de outras espécies arboreas
tropicais. Verificou-se, ainda, que as variages nos
antioxidantes nessas plantas ocorreram em resposta a
variagOes sazonai s nosfatores do ambiente monitorados.
A concentracdo de GSH e aatividade daPOD variaram
significativamente em reposta as mudancas na
temperatura. A SOD foi mais sensivel as mudancgas
ambientais.
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