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INTRODUCAO

Os efeitos dos poluentes sobre plantas das regides temper-
adas ja s@o estudados ha vérias décadas. Disso resultou a
selecao de algumas espécies que respondem de modo carac-
teristico e facilmente reconhecivel a determinados poluentes
e a elaboragdo de protocolos de cultivo e exposigao (VDI,
2003). Na atualidade, vdrias espécies sdo rotineiramente
usadas no biomonitoramento de poluentes (Skelly, 2003).
Uma espécie bioindicadora sensivel é aquela que exibe sin-
tomas foliares visiveis quando exposta a um determinado
poluente ou mistura de poluentes (Manning, 2003). Nico-
tiana tabacum 'Bel W3’ é a espécie bioindicadora sensivel de
ozénio (O3) mais estudada. Ela manifesta injdrias foliares
visiveis muito caracteristicas e vem sendo empregada ha
varias décadas no mapeamento da distribuicao geografica de
concentragoes fitotéxicas de O3 em amplas dreas (Hegges-
tadt et al., 991, Klumpp et al., 994; Klumpp et al., 004).

A fitotoxidade do O3 é decorrente de seu carater altamente
reativo, pois promove a formagao de espécies ativas de
oxigénio (EAQO) no apoplasto, as quais sdo capazes de causar
danos aos constituintes celulares. Entretanto, a formacgao
de EAO é um resultado normal do metabolismo do oxigénio
e as plantas possuem um sistema de defesa antioxidante,
formado por enzimas (como a Ascorbato Peroxidase-APX)
e compostos ndo enzimdticos (como o Acido Ascérbico-
AA) capazes de neutraliza - las. Estas EAO sdo altamente
reativas e causam danos logo que entram em contato com
biomoléculas, mas um sistema de defesa eficiente pode retar-
dar estes danos. Uma reacao dentro do sistema antioxidante
é a conversao do perdxido de hidrogénio (H202) em dgua
através da oxidagdo do AA a dcido monodeidroascérbico
(MDHA), catalisada pela APX. O H202 é uma EAO com
maior estabilidade, porém ainda toxica, que pode ser acu-
mulada em tecido vegetal e observada préxima a estomatos
em cortes histoquimicos apds coloracao especifica.

O O3 entra na planta diretamente pelos estomatos durante

as trocas gasosas. A fotossintese é um processo particular-
mente sensivel ao O3 e sua redugao é provocada por danos
envolvendo os movimentos estomdticos, o transporte de
elétrons e reagdes enzimdticas (Rodriguez & Tascon, 2001).
A enzima responsavel pela fixacdo do CO2, a ribulose bis-
fosfato carboxilase - oxigenase, tem sua sintese e atividade
afetadas, sendo, geralmente, a principal causa da redugao
da fotossintese liquida (Farage & Long, 1999).

Todos os disturbios acima descritos acabam por provocar
sintomas como cloroses, descoloragao da folha e necrose em
tecidos e 6rgaos, que podem evoluir levando a morte do in-
dividuo (Klumpp et al., 2006).

Neste contexto, o estudo de respostas fisiolégicas (assim-
ilagao liquida de carbono), bioquimicas (determinagdo da
atividade da enzima ascorbato peroxidase) e histoquimicas
(acimulo de H202) podem auxiliar na avaliacao de efeitos
deletérios induzidos pelo O3 em determinadas espécies, e na
analise de eficiéncia de espécies bioindicadoras sensiveis em
biomonitoramento.

OBJETIVOS

O presente estudo visa avaliar a relagao entre a assimilagao
liquida de carbono (Asat), a atividade da enzima ascorbato
peroxidase (APX) e o acimulo de peréxido de hidrogénio
(H202) nos tecidos foliares, observando como estas varigveis
interferem no surgimento de sintomas foliares visiveis de
plantas de Nicotiana tabacum 'Bel W3’

MATERIAL E METODOS

1-Cultivo e Exposi¢do das Plantas

Plantas de Nicotiana tabacum Bel W3’ foram cultivadas a
partir de sementes, em vasos plasticos contendo substrato
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comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, mistura-
dos na proporgao de 3:1, respectivamente. Durante o cul-
tivo, as plantas permaneceram em casa de vegetagdo com ar
filtrado e condigbes climéticas favoraveis ao seu crescimento
e receberam, semanalmente, 100 ml da solucdo nutritiva
(Epstein 1975).

A exposicdo das plantas foi realizada no Instituto de
Botanica durante as quatro estagbes climéticas do ano de
2008. Situado na zona sul da cidade de Sdo Paulo, o lo-
cal é intensamente afetado pelo smog fotoquimico (Klumpp
et al., 1994, Domingos et al., 2002; Sant’Anna 2008). As
plantas foram mantidas, sob sombreamento de 50%, em su-
portes construidos segundo o modelo proposto por Arndt
& Schweizer (1991) e por VDI (2003). Em cada estaco
do ano, foram realizadas exposi¢Ges consecutivas de plan-
tas, com duragao de 14 dias cada. A exposi¢ao foi sem-
pre iniciada com 18 plantas previamente numeradas e, ao
longo de cada exposicao, em trés dias sorteados, eram reti-
radas seis plantas igualmente sorteadas. Para cada dia de
amostragem, nas folhas 6 e 7 das plantas sorteadas (con-
siderando a folha mais velha nimero como a nimero 1 a
partir da base do caule), foram realizadas as andlises de-
scritas a seguir. A concentragdo de O3 foi monitorada con-
tinuamente por técnicos da Se¢ao de Ecologia do IBt.

2 - Variaveis Estudadas

Assimilagao liquida de Carbono (Asat)

Foi avaliada entre 9:00h e 11:00h nos dias sorteados, com
um analisador de gases por infravermelho (LCPro, ADC,
UK) sob radiagéo fotossinteticamente ativa saturante (400
mmol.m - 2.s - 1, valor definido a partir da realizagdo de
curvas de respostas a luz) e CO2, temperatura e umidade
do ar ambientes.

Injudrias foliares visiveis

A porcentagem de drea foliar afetada por injurias visiveis foi
estimada visualmente, seguindo as recomendagoes de VDI
(2003) e conforme adotado em vdrios estudos similares re-
alizados nos continentes europeu e americano (Heggestad
1991, Klumpp et al., 2001, Vergé et al., 2002). Os resul-
tados foram expressos em classes de 5 em 5% da superficie
do limbo coberta por sintomas, calculando - se a média de
danos nas folhas analisadas por planta em seis plantas.
Atividade da ascorbato peroxidase (APX)

O material vegetal foi homogeneizado com tampao fosfato
de potédssio 50 mM pH 7,0, Triton 0,05%, polivinilpolipir-
rolidona (PVPP) 10% e 1 mM d&cido ascérbico (AA) e cen-
trifugado por 10 min, a 10000 rpm. O extrato obtido foi con-
gelado a - 80°C para posterior anélise. Para determinacio
da atividade enziméatica da APX, foi utilizada a metodologia
proposta por Asada (1984), com modificagdes. A mistura
de reagao consistiu de tampéao fosfato 80 mM, pH 7,0, 1 mM
de EDTA, 10 mM de AA e 2 mM de H202. A reagao foi
iniciada com a adigdo do extrato vegetal, descrito anterior-
mente, & mistura. A atividade da APX foi medida em um
espectrofotometro UV/VIS a 290 nm, por 2 minutos, onde
se observou o consumo de AA utilizado pela enzima para
decompor o H202 em agua.

Analise histoquimica

O actmulo de peréxido de hidrogénio nos tecidos foliares
foi localizado em fragmentos de folhas frescas,(6 e 7) com
cerca de 1 cm2, imersos em solugdo contendo 1mg mL -

1 de 3,3’ - diaminobenzidina (DAB) - HCI, (pH 5,6 ajus-
tado com hidréxido de sédio); estes foram incubados em
camara escura por oito horas. Em seguida, os fragmen-
tos foram clarificados em dlcool fervente a 96% (Iriti et
al., 2006, Faoro & Iriti 2005). As células que apresen-
taram actimulo de peréxido de hidrogénio apresentaram a
coloragdo marrom. Como controle negativo acrescentou - se
10mM de &cido ascérbico a solucdo de DAB. As células com
acumulo foram quantificadas e identificadas como compo-
nentes da epiderme, parénquima paligddico ou parénquima
lacunoso). Todas as amostras foram examinadas em mi-
croscopio equipado com camera para captura de imagens
e sistema semi - automaético de medigées-Olympus modelo
BX41 - BF - III, com software de andlise de imagens Image
- ProExpress versao 4.0.1, Media Cybernetics.

RESULTADOS

Durante o presente estudo foram verificados sintomas fo-
liares caracteristicos de exposicdo ao ozonio em plantas
de N. tabacum ‘Bel W3’ expostas no ambiente contami-
nado. Estes se iniciaram como pontos brilhantes nos espacos
intervenais da superficie adaxial das folhas, progredindo
para pontos necréticos acinzentados ou amarronzados. Os
mesmos ocorrem inicialmente nas folhas mais velhas, pro-
gredindo para as mais jovens com o prosseguimento da
exposi¢ao ao poluente. Normalmente nao alcancam a su-
perficie inferior das folhas, salvo danos muito severos que
podem levar ao amarelecimento total da folha, acelerando a
senescéncia e a abscisdo. Este padrao é indicado pelo VDI
(2003) como indicativo de exposi¢ao ao O3 para plantas de
N. tabacum ’Bel W3, além de também ter sido observado
em estudos de Sanz et al., (2002) e Domingos, et al., (2002),
dentre varios outros.

A incidéncia de injurias nas plantas avaliadas em cada dia de
amostragem (porcentagem de plantas afetadas por injdrias
em cada exposi¢ao) variou entre 0 e 100% e a porcentagem
da superficie foliar coberta por injurias variou entre 0 e 70%,
chegando a 90% no inverno. Foi observada uma correlagao
positiva entre danos e concentragdo acumulada de O3 no
ambiente. A maior freqiiéncia de danos ocorreu na primav-
era, no entanto os danos mais severos foram observados no
inverno, periodo em que foi registrado o maior acimulo do
poluente ao longo de todo o estudo.

Estes resultados diferem dos obtidos por Sant’Anna (2007),
que observou em plantas da mesma espécie baixa porcent-
agem de injurias visiveis no periodo de inverno. Isso decorre
das caracteristicas das exposi¢des de cada um dos estudos.

Com relagdo aos valores de Asat, observou - se também
correlagdo negativa com danos visiveis, fato que se explica
devido a redugao de tecido fotossintetizante. Ao longo das
exposigoes, observou - se que as plantas de N. tabacum ob-
tiveram os valores mais baixos de Asat na primavera. No
entanto, no inverno, periodo com a maior concentracao acu-
mulada de O3 de todo estudo, verificou - se a correlagao
negativa mais alta entre Asat e concentracdo de O3. As
demais estagoes apresentaram valores mais altos em relagao
a primavera. Essas oscilagbes sdo esperadas uma vez que
se trata de experimento conduzido em condicoes de campo
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em que vérios fatores estdo atuando em conjunto sobre os
processos fisiolégicos da espécie em estudo.

Como se viu, tanto os danos visiveis como os invisiveis
decorrem do fato do O3 induzir direta ou indiretamente a
formagao de espécies ativas de oxigénio (EAOs) nas células,
as quais sdo muito reativas e danificam moléculas vitais
como proteinas, lipidios e 4acidos nucléicos, com intensi-
dade dependente da eficiéncia do sistema celular antiox-
idativo. O acumulo de H202, um indicador desse estresse
que ocorre quando hd um desequilibrio na proporgao oxi-
dante/antioxidante, pode ser detectado. Comparando - se
este acimulo a atividade da enzima APX, observou - se que
atividade desta enzima foi maior durante o verao e outono,
apresentando respectivamente medianas de 43,74 e 44,62
dA/min/gs, perfodo em que foram observados menores
acimulos de H202, enquanto que o inverno e primavera
apresentaram valores mais baixos, com medianas de 25,38 e
33,77 dA /min/gs resultando em menor capacidade de neu-
tralizagdo do H202 e conseqiiente maior acimulo visual-
izado durante este periodo, como detalhado a seguir.

As plantas expostas nos periodos correspondentes ao verao
e primavera apresentaram maior acimulo do peréxido
de hidrogénio, principalmente no parénquima pali¢adico,
quando comparadas as plantas expostas no outono e in-
verno periodos esses com maior concentragao de ozonio. A
relacao entre acimulo de peréxido e maior concentragao de
ozonio foi constatada por Iriti et al., 006 em Lycopersicum
pimpinellifolium submetido a diferentes concentragoes de
oz6nio. O maior acimulo no parénquima paligddico estd
de acordo com resultados de vérios autores que informam
ser esse o tecido mais afetado pelo ozoénio (Iriti et al., 003;
Faoro & Iriti 2005, Faoro & Iriti 2009), principalmente nas
células ao redor da cavidade subestomdtica e também nos
estomatos (Iriti & Faoro 2003, Iriti et al., 006)

CONCLUSAO

Em estudos realizados com N. tabacum ‘Bel W8’ em regioes
temperadas tém se encontrado uma relacdo mais forte e,
as vezes linear, entre danos e concentragdo de O3 (Ribas
& Peiiuelas, 2004). Na cidade de Sao Paulo, onde a con-
taminacao por ozonio apresenta niveis semelhantes a das
regioes onde se efetuaram estes estudos, mas cujas condigGes
climaticas caracterizam - se por sua instabilidade, isto nao
tem sido verificado (Esposito et al., 008; Sant’Anna et al.,
008) o que esta de acordo com o verificado neste estudo.

A relagdo observada entre menores atividades enzimdticas
da APX acompanhadas do maior acimulo de H202 verifi-
cadas de forma mais clara durante a primavera, periodo com
maiores concentragoes de O3, evidenciam que estas plantas
expostas ao local de estudo apresentaram um quadro de es-
tresse oxidativo que pode ter desencadeado os danos visiveis
vistos em maior grau durante este periodo. A redugdo de
Asat verificada neste periodo corrobora essa concluséo e in-
dica que a planta ao produzir menor quantidade de produ-
tos fotoassimilados, possivelmente dispos de menos recursos
para investir em defesas. Assim, a espécie N. tabacum ‘Bel
W3’ demonstrou baixa capacidade antioxidativa, o que deve
estar relacionado a sua alta sensibilidade ao ozonio.

Os autores agradecem a FAPESP pelo auxilio ao projeto
(Proc. FAPESP 06/61024 - 0) e pela bolsa a D.T. Silva e &
CAPES pelas bolsas de mestrado a A.P.S. Dias e doutorado
a A.N.V. Pedroso.

REFERENCIAS

Arndt U & Schweiger B. 1991. The use of bioindica-
tors for environmental monitoring in tropical and subtrop-
ical countries. In: Biological monitoring. Signals from the
environment (Ellenberg et al., ds.). Vieweg, Eschborn, pp.
199 - 298.

Domingos M, Klumpp A & Klumpp G. 1998. Air
pollution impact on the Atlantic Forest at the Cubatao re-
gion, SP, Brazil. Ciéncia e Cultura 50: 230 - 236.
Epstein E. 1975. Nutrigdo mineral das plantas: principios
e perspectivas. Traducao e notas de E. Malvolta. Livros
técnicos e cientificos. FEditora da Universidade de Sdo
Paulo, Sao Paulo.

Esposito,M., Ferreira, M., Snat’Anna, S, Domingos,
M., Souza, S.R. 2008. Relantionship between leaf an-
tioxidantes and ozone injury in Nicotiana tabacum Bel W3
under environmental conditions in Sdo Paulo, Brazil. At-
mosph Environ (in press).

Faoro, F. & Iriti, M. 2009.Plant cell death and cellular
alterations induced by ozone: Key studies in Mediterranean
conditions. Environmental Pollution 157: 1470 - 1477.
Faoro. F. & Iriti, M. 2005. Cell death behind invis-
ible symptoms: early diagnosis of ozone injury. Biologia
Plantarum 49: 585 - 592.

Heggestad HE. 1991. Origin of Bel - W3, Bel - C, and
Bel - B tobacco varieties and their use as indicators of ozone.
Environmental Pollution 74: 264 - 291.

Iriti, M., Rabotti, G., Ascensao, A. & Faoro, F.
2003. Benzothiadiazole - induced resistance modulates
ozone tolerance. J. Agric. Food Chem. 51: 4308 - - 431/4.
Iriti, M., Belli, L., Nali, C., Lorenzini, G., Gerosa,
G. & Faoro, F. 2006. Ozone sensitivity of currant tomato
(Lycopersicon pimpinellifolium), a potential bioindicator
species. Environmental Pollution 141: 275 - 282.

Iriti, M. & Faoro, F. 2003. Benzothiadiazole (BTH)
Induces cell - death independent resistance in Phaseolus
vulgaris against Uromyces appendiculatus. Phytopathology
151, 171-180.

Klummp A, Ansel W, Klumpp G, Vergne P, Sifakis
N, Sanz MJ, Rasmussen S, Ribas H, Penuelas J,
Kambezidis H, He S, Garrec JP, Calatayud V. 2006.
Ozone pollution and ozone biomonitoring in European cities
Part II. Ozone - induced plant injury and its relationship
with descriptors of ozone pollution. Atmospheric Environ-
ment. 40 (88): T437-7448.

Klumpp A, Klumpp G. & Domingos M. 1994. Ac-
tive biomonitoring at the Serra do Mar near the industrial
complex of Cubatao, Brazil. Environmental Pollution 85:
109 - 16.

Manning, W.J. 2003. Detecting plant effects is necessary
to give biological significance to ambient ozone monitoring
data and predictive ozone standards. Environmental Pollu-
tion 126: 375 - 379.

Anais do IIT Congresso Latino Americano de Ecologia, 10 a 13 de Setembro de 2009, Sdo Lourengo - MG 3



Penuelas, J., Ribas, A., Gimeno, B.S., Filella, I.
1999. Dependence of ozone biomonioring on meteorologi-
cal conditions of different sites in Catalonia (N.E. Spain).
Environ. Monitor. Assess. 56, 221 - 22/.

Sant’Anna SM, Esposito MP, Domingos M & Souza
SR. 2008. Suitability of Nicotiana tabacum ‘Bel W3’
for biomonitoring photochemical compounds in Sado Paulo,
Southeast Brazil. Environmental Pollution 151: 389 - 394.
Sanz, M.J., Sanchez, G., Calatayud, V., Minaya,
M.A. & Cerverd, J. 2002. La contaminacién atmosférica
en los bosques: guia para la identificacién de danos visibles
por ozono. 1% ed. Artegraf S.A, Madrid.

Skelly, J.M. 2003. Native plants as bioindicators of air
pollutants: contributed papers to a symposium held in con-
juntion with the 34th Air Pollution Workshop. Environ-
mental Pollution 125:1 - 2.

VDI - Verein Deutscher Ingenieure. 1999. Biological
measuring techniques for the determination and evaluation
of effects of air pollutants on plants. Fundamentals and
aims. VDI 3957/1. VDI/DIN Handbuch Reinhaltung der
Luft, Vol. 1a, Beuth, Berlin.

VDI - Verein Deutscher Ingenieure. 2003. Biologi-
cal measuring techniques for the determination and evalu-
ation of effects of air pollutants on plants (bioindication).
Determination and evaluation of the phytotoxic effects of
photooxidants. Method of the standardized tobacco expo-
sure. VDI 3957/6. VDI/DIN Handbuch Reinhaltung der
Luft, Vol. 1a, Beuth, Berlin.

Vergé X, Chapuis A & Delpoux M. 2002. Bioindica-
tor reliability: the example of ‘Bel W3’ tobacco (Nicotiana
tabacum L.). Environmental Pollution 85: 387 - 349.

Anais do IIT Congresso Latino Americano de Ecologia, 10 a 13 de Setembro de 2009, Sdo Lourengo - MG 4



