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Andrea Nunes Vaz Pedroso1

Fernanda Tresmondi2; Edenise Segala Alves3

1 Doutoranda pelo Programa de Pós - Graduação em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente do Instituto de Botânica de
São Paulo. <u >andreanvpedroso@gmail.com </u >
2 Mestranda pelo Programa de Pós - Graduação em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente do Instituto de Botânica de São
Paulo.
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INTRODUÇÃO

Nos centros urbanos, o problema da poluição do ar constitui
uma das mais graves ameaças à qualidade de vida de seus
habitantes, fato esse agravado pelos véıculos automotores
que são os principais causadores dessa poluição em todo
mundo. O Estado de São Paulo enfrenta uma situação par-
ticularmente preocupante por deter cerca de 40% da frota
automotiva do páıs.

O ozônio (O3) troposférico é um poluente secundário muito
fitotóxico formado por meio de reações fotoqúımicas na at-
mosfera, na presença de poluentes primários como óxidos
de nitrogênio e compostos orgânicos voláteis (Freedman,
1995). Esse gás entra pela folha através dos estômatos e
reage formando espécies ativas de oxigênio (EAO), causando
um estresse oxidativo inicial (Pellinen et al., 1999), podendo
danificar moléculas vitais como protéınas, liṕıdeos e ácidos
nucléicos.

Dentre as EAO formadas, se inclui o peróxido de hidrogênio
(H2O2), que quando acumulado em certos tecidos foliares
e em quantidades apropriadas, beneficia a planta, me-
diando a aclimatação e a tolerância cruzada a estresses
bióticos e abióticos (Soares & Machado, 2007). Peróxido
de hidrogênio é um oxidante relativamente estável e sem
carga, o que pode facilitar sua passagem através da ca-
mada biliṕıdica da membrana celular. Essa capacidade de
se difundir rapidamente pela membrana celular favorece a
rápida elicitação da resposta vegetal (Apostol et al., 1989).
A intensidade de ação biológica, no entanto, depende da
eficiência do sistema celular antioxidante de capturar e neu-
tralizar as EAO (Bray et al., 2000).

O efeito tóxico do O3 pode causar danos macroscópicos na
vegetação como o aparecimento de sintomas viśıveis nas
folhas de espécies vegetais senśıveis (Novak et al., 2003),
alterações no crescimento (Ollinger et al., 1997), além de

danos metabólicos como alteração na taxa fotossintética
e condutância estomática (Paoletti et al., 2007). Pode
causar, também, senescência celular acelerada (Pell et al.,
1997; Iriti & Faoro, 2008), danos microscópicos caracter-
izados por protrusões pécticas nas paredes das células do
mesofilo (Günthard - Goerg et al., 2000; Vollenweider et
al., 2003), acúmulo de substâncias fenólicas, acompanhado
de alterações no tamanho dos vacúolos e desarranjo de or-
ganelas (Vollenweider et al., 2003; Dizengremel, 2001; Reig
- Armiñana et al., 2004).

Plantas que possuem a capacidade de responder de maneira
espećıfica a um determinado poluente são consideradas
bioindicadoras, e têm sido muito empregadas em programas
de biomonitamento da qualidade do ar, fazendo das mesmas
uma importante ferramenta alternativa para mapeamento
espacial e temporal de riscos impostos pela poluição aérea
aos sistemas biológicos (Arndt & Schweizer, 1991; Mulgrew
& Williams, 2000).

O Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) é um
dos mais significativos remanescentes de Mata Atlântica in-
serido em área urbana do páıs (Barbosa et al., 2002). Al-
guns estudos realizados no local estabeleceram que a região
é fortemente afetada por O3 (Domingos et al., 1998; Klumpp
et al., 1994; Domingos et al., 2002). Na área do PEFI, as
concentrações de O3 podem alcançar ńıveis superiores a 102
ppb, ultrapassando não raramente o padrão horário de qual-
idade do ar (80 ppb) estabelecido pela resolução CONAMA
N0 3/1990 (CETESB, 2007).

No hemisfério norte há muitos estudos que avaliam sintomas
macro e microscópicos em plantas submetidas ao ozônio
(Günthardt - Goerg & Vollenweider, 2007), o primeiro passo
no estabelecimento de plantas potencialmente indicadoras
da presença desse gás. Algumas espécies de região temper-
ada já foram selecionadas e protocoladas como bioindicado-
ras. A cultivar Bel - W3 de Nicotiana tabacum é consider-
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ada senśıvel ao O3, bem adaptada às condições desse hem-
isfério e amplamente utilizada para qualificação de ńıveis
tóxicos de ozônio (Krupa & Manning, 1988; Heggestad,
1991; Klumpp et al., 2001; Vergé et al., 2002), uma vez que
suas injúrias foliares (necroses intervenais) são facilmente
observáveis e identificáveis. Essa cultivar foi utilizada nas
condições tropicais no monitoramento do ozônio na região
do Complexo Industrial de Cubatão (Domingos et al., 1998)
e mais recentemente em meio urbano (Domingos et al., 2002;
Sant’Anna et al., 2008), porém mais estudos são necessários
para se entender o seu comportamento quando exposta às
condições climáticas da cidade de São Paulo.

No Brasil, contudo, estudos com plantas bioindicadoras
ainda são incipientes e pouco se sabe sobre as respostas
de espécies nativas. Psidium guajava ‘Paluma’ vem sendo
investigada, sob condições experimentais quanto ao seu po-
tencial bioindicador de ozônio. Quando submetida a esse
gás responde com a formação de pontuações avermelhadas
nas regiões intervenais das folhas adultas, observáveis so-
mente na superf́ıcie adaxial, e com alterações nos tecidos
foliares (Furlan, 2004; Pina et al., 2007).

OBJETIVOS

Diante disso, este trabalho teve como objetivos: comparar,
com base na anatomia foliar, as respostas ao estresse oxida-
tivo causado pelo O3 troposférico na cidade de São Paulo,
em Psidium guajava ‘Paluma’ (espécie lenhosa) e Nicotiana
tabacum Bel - W3 (espécie herbácea) e avaliar os mecan-
ismos de defesa dessas espécies ao estresse oxidativo, por
meio do acúmulo de espécies ativas de oxigênio (H2O2).

MATERIAL E MÉTODOS

1-Cultivo e manutenção das mudas

Mudas de P. guajava ‘Paluma’ foram obtidas de produtor
especializado e transplantadas para vasos plásticos contendo
substrato padronizado (Plantimax®, vermiculita e casca de
coco 2:2:1). As mudas permaneceram em casa de vegetação
com ar filtrado e controle de temperatura, por cerca de 15
dias para aclimatação antes do ińıcio da exposição.

As mudas de N. tabacum Bel - W3 foram cultivadas a
partir de sementes, em vasos plásticos, contendo substrato
comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, mistu-
rados na proporção de 3:1, respectivamente. As plantas
de N. tabacum ficaram prontas para exposição, seguindo a
recomendação do VDI (2003), quando apresentavam pelo
menos sete folhas, em média, dois meses após a semeadura.
A exposição de mudas dessas duas espécies, submetidas às
mesmas condições ambientais, ocorreu concomitantemente,
nos anos de 2007 e 2008, sendo que, cada exposição teve
duração aproximada de 80 dias.

Após serem transplantadas para os respectivos vasos, nos
quais ficaram até o final das exposições, as mudas das duas
espécies foram mantidas em suportes com caixas plásticas
que continham água e eram cobertas com telas de arame
galvanizado. A irrigação das plantas foi realizada por capi-
laridade, por cordões que tinham uma das extremidades in-

seridas nos vasos na altura das ráızes e a outra em contato
com a água da caixa plástica (VDI, 2003).

As plantas foram expostas de forma a padronizar as
condições a que estavam submetidas como temperatura,
precipitação, velocidade do vento e irradiância. Cerca de 10
mudas, para cada estação do ano, permaneceram em casa
de vegetação, com filtro de ar e controle de temperatura,
e foram utilizadas como material de referência. Os dados
de poluentes presentes no ambiente, foram monitorados por
analisadores devidamente calibrados.

Para evitar o aparecimento de alterações que pudessem in-
terferir na identificação dos sintomas provocados pelo O3,
como carência de nutrientes e herbivoria, as plantas foram
adubadas mensalmente com 100 ml de solução de Peters
N:P:K (10:10:10) para cada vaso e receberam solução aca-
ricida Actara ®.

2-Coleta das amostras

Seis mudas de P. guajava foram retiradas semanalmente do
local de exposição para coleta e análise das folhas. Dessas,
foram retirados fragmentos de duas folhas adultas total-
mente expandidas, dos terceiros e quartos nós, uma vez que
a literatura informa serem essas as mais senśıveis ao ozônio
(Novak et al., 2003).

Para as coletas dos indiv́ıduos de N. tabacum utilizou - se,
o já bem definido protocolo VDI (2003) imposto para essa
planta. As plantas permaneceram expostas por 14 dias, dos
quais foram sorteados 3 dias, para a coleta de seis plantas,
das quais foram retirados fragmentos das folhas 6 e 7 para
análises.

3-Localização e contagem do acúmulo de peróxido de
hidrogênio (H2O2)

Fragmentos de folhas frescas, com cerca de 1 cm2, foram
imersos em solução contendo 1mg mL - 1 de 3,3’ - di-
aminobenzidina (DAB) - HCl, (pH 5,6 ajustado com
hidróxido de sódio). Estes foram incubados em câmara
escura por oito horas. Em seguida, os fragmentos foram
clarificados em álcool a 95% (Iriti et al., 2003; modificado).
As células que apresentaram acúmulo de H2O2 adquiriram
a coloração marrom. Como controle negativo acrescentou -
se 10mM de ácido ascórbico à solução de DAB e não foram
observadas células coradas em marrom.

Todas as amostras foram examinadas em microscópio
equipado com câmera para captura de imagens e sistema
semi - automático de medições-Olympus modelo BX41 - BF
- III, com software de análise de imagens Image - ProEx-
press versão 4.0.1, Media Cybernetics.

Nas duas espécies estudadas buscou - se quantificar o
acúmulo de H2O2. Em N. tabacum foi posśıvel discrimi-
nar o tecido e o número de células com acúmulo enquanto
que em P. guajava tal quantificação foi posśıvel apenas
nas células epidérmicas da superf́ıcie adaxial da folha. Nas
células epidérmicas da superf́ıcie abaxial foi posśıvel apenas
registrar a presença de certo acúmulo na região do ost́ıolo,
sem ser posśıvel, contudo, discriminar o número de células.
Nesse caso foi quantificado apenas o número de plantas,
dentre as seis amostradas, com algum destaque quanto à
coloração na região do ost́ıolo.
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RESULTADOS

A espécie P. guajava apresenta folhas hipoestomáticas e
mesofilo formado de parênquima paliçádico, cujas células
são altas quando próximas da epiderme superior, dimin-
uindo de altura à medida que se aproximam da epiderme
inferior (Souza, 1971). Rutz (1895) e Soleder (1899) (apud
Sousa, 1971) descrevem que abaixo da epiderme, na su-
perf́ıcie adaxial da folha, encontram - se duas a três camadas
que constituem uma hipoderme. A cultivar ‘Bel - W3’ de N.
tabacum possui folha anfiestomática, o mesofilo é formado
por uma camada única de parênquima paliçádico e com qua-
tro a cinco camadas de parênquima lacunoso (Pedroso &
Alves, 2008). Quando se compara a estrutura anatômica
da folha das duas espécies, nota - se maior sensibilidade ao
ozônio de N. tabacum, que apresenta estrutura mais frouxa,
que facilita a difusão desse gás no interior da folha (Ferdi-
nand et al., 2000; Pedroso & Alves, 2008).
Na primavera de 2007 e no verão de 2008, as concentrações
médias de O3 na área de exposição foram baixas, apresen-
tando valores médios de 0,02 ppm. Porém, verificando - se
os valores diários, em certos peŕıodos as concentrações atin-
giram 0,04 ppm, valor considerado “regular” pela Cetesb.
Em N. tabacum o número de células com acúmulo de H2O2

foi maior no ińıcio da exposição e diminuiu ao longo do
tempo nas coletas realizadas ao longo das exposições. In-
dependentemente da intensidade do acúmulo, observou - se
que o parênquima paliçádico foi aquele que mais acumu-
lou H2O2, o que está de acordo com a literatura, que in-
dica que esse é o tecido alvo preferencial das EAO (Reig -
Armiñana et al., 2004; Günthardt - Goerg & Vollenweider,
2007). Em P. guajava, os resultados mostraram que du-
rante o verão as plantas apresentaram aumento do acúmulo
de H2O2 nas células epidérmicas da superf́ıcie adaxial ao
longo do tempo de exposição até o aparecimento dos sin-
tomas viśıveis, quando o acúmulo foi reduzido. Tais sin-
tomas são decorrentes do aumento da produção de anto-
cianina nos tecidos foliares, que por sua vez, tem alto poder
antioxidante (Gould et al., 2002), reagindo positivamente
contra o estresse oxidativo. No entanto, pelo menos metade
dos indiv́ıduos acumulou H2O2 nas células epidérmicas da
superf́ıcie abaxial, após 15 dias de exposição. Esse acúmulo
esteve sempre localizado nas células estomáticas ou ao seu
redor, que indica estresse oxidativo causado pelo poluente,
já que os estômatos são o primeiro śıtio de reação das EAO
(Iriti et al., 2006; Iriti & Faoro, 2008).
No outono e inverno, os valores médios de O3 atingiram
o valor de 0,02 ppm, porém em alguns meses do outono,
esse valor foi inferior a 0,01 ppm. Nessas duas estações
as espécies estudadas acumularam menores quantidades de
H2O2, sendo que em alguns tecidos não houve acúmulo. De
acordo com Taiz & Zeiger (2004), as folhas no peŕıodo de frio
apresentam inibição da fotosśıntese, taxas respiratórias mais
baixas e menor atividade metabólica, o que pode justificar
essa menor produção de H2O2. No entanto, para saber se
essa hipótese está correta, futuramente serão correlaciona-
dos os dados, já obtidos, de condutância estomática e taxas
fotossintéticas.
Comparando - se as espécies estudadas, nota - se que elas
responderam de maneira similar considerando as estações,
ou seja, ambas acumularam mais H2O2 nos meses do ano

que apresentaram maiores concentrações de ozônio, embora
a intensidade do acúmulo tenha sido maior no tabaco, re-
conhecidamente muito senśıvel ao poluente. Os resultados
encontrados corroboram aqueles descritos por Iriti et al.,
(2006) que avaliaram o acúmulo de H2O2 em duas espécies,
uma senśıvel e outra tolerante e constataram que a senśıvel
mesmo em baixas concentrações de O3, apresentou compar-
ativamente maior acúmulo de H2O2.

CONCLUSÃO

N. tabacum ‘Bel - W3’ e P. guajava ‘Paluma’ apresentaram
uma linearidade em relação ao acumulo de H2O2 bastante
similar na maioria das amostragens que contemplaram as
quatro estações do ano. No entanto, a cultivar ‘Bel - W3’ de
N. tabacum apresentou comparativamente, maior número
de células com acúmulo de H2O2, além disso, sua anatomia
permitiu avaliar o acúmulo desse composto em todos tecidos
foliares, possibilitando assim, verificar que o parênquima
paliçádico foi o mais afetado, possivelmente por apresentar
maior atividade fotossintética.

Em P. guajava foi posśıvel observar menor acúmulo de
H2O2 comparado à cultivar mais senśıvel, o que indica que
esta espécie responde ao O3 tolerando - o. Esse fato pos-
sivelmente está associado às caracteŕısticas anatômicas fo-
liares dessa espécie, que por apresentar mesofilo compacto
e estômatos somente na superf́ıcie abaxial, dificultam a ab-
sorção e dissociação do gás dentro dos tecidos foliares, evi-
tando danos causados pelo O3.

A associação dos dados de condutância estomática e fo-
tosśıntese dessas plantas poderá auxiliar no entendimento
das respostas dessas duas cultivares quando expostas em
ambiente contaminado por O3.

(As autoras agradecem a CAPES, pela bolsa de doutorado
concedido a primeira autora, ao CNPq, pela bolsa de
mestrado e de produtividade em pesquisa para a segunda e
terceira autora respectivamente. A FAPESP-Fundação de
Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo-Processo n0

05/51169 - 9.)
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centrações de ozônio verificadas em São Paulo. Rev Bras
Biocien 5: 42 - 44.
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