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INTRODUÇÃO

Na atualidade, o principal poluente com ação fitotóxica é,
sem dúvida, o ozônio (O3), existindo diversos relatos de in-
tenso decĺınio de florestas e perdas agŕıcolas em páıses da
América do Norte e da Europa causados por esse poluente
(Emberson et al., 2003). A toxicidade do O3 aos organis-
mos vivos em geral deve - se a seu alto poder oxidativo,
gerando um quadro de estresse devido à formação exces-
siva de espécies ativas de oxigênio (EAO), a partir do mo-
mento em que o poluente reagir com água. No caso das
plantas, esta reação já acontece no apoplasto, logo após a
absorção do ozônio via estômatos. Porém cabe lembrar que
a formação destas EAOs é um fenômeno natural, resultante
do metabolismo do oxigênio, durante os processos de fo-
tosśıntese e respiração. A ocorrência de vida no ambiente
aéreo, só foi posśıvel devido à evolução de um sistema de
defesas antioxidativas, que envolve reações de oxi - redução,
formado por diversos compostos, entre os quais a gluta-
tiona e as enzimas superóxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). Estes, em
conjunto, participam de um ciclo muito estudado denomi-
nado Ascorbato - Glutationa que resulta na neutralização
de substâncias oxidativas e impedem danos celulares. (Bray
et al., 2000, Burkey et al., 2006, Muggli 1993).

Plantas que possuem conteúdos altos e/ou alta capaci-
dade de oxi - redução são mais tolerantes à poluição
aérea. Em espécies vegetais senśıveis ao ozônio por outro
lado, os efeitos oxidativos em ńıvel celular rapidamente se
propagam nos tecidos vegetais gerando sintomas foliares
viśıveis t́ıpicos. Estes são reações indicadoras efetivas do po-
tencial de toxicidade do poluente no ar e, por isso, são muito
utilizados em programas de biomonitoramento de qualidade
do ar. Nicotiana tabacum ‘Bel W3’, planta bioindicadora
senśıvel padronizada, vem sendo empregada para a quali-
ficação dos ńıveis tóxicos de ozônio há várias décadas na
Europa (Arndt & Schweiser 1991, Krupa & Manning 1988,
VDI 1999, 2003).

Contudo, as respostas antioxidativas também podem atuar

na intensidade de danos às plantas, quando considerada a
sua capacidade de oxi - redução e a eficiência do sistema
celular antioxidativo em manter o equiĺıbrio oxidante - an-
tioxidante. Assim estudos que visam avaliar o estado re-
dox de plantas expostas ao poluente ozônio podem aux-
iliar na confecção de programas padronizados de biomon-
itoramento com plantas indicadoras senśıveis, em caráter
regional (Klumpp et al., 2006).

OBJETIVOS

Verificar se há variações na capacidade de oxi - redução em
plantas de N. tabacum ‘Bel - W3’, expostas em ambiente
contaminado por ozônio e verificar se estas variações inter-
ferem no surgimento e na intensidade de necroses foliares
nas plantas expostas no ambiente contaminado e, assim, na
eficiência da cultivar para biomonitoramento de ozônio em
áreas urbanas brasileiras.

MATERIAL E MÉTODOS

1-Cultivo e Exposição das Plantas

As plantas de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ foram cultivadas
a partir de sementes, em vasos plásticos contendo substrato
comercial Plantimax (Eucatex) e vermiculita fina, mistura-
dos na proporção de 3:1, respectivamente. Durante o cul-
tivo, as plantas permaneciam em casa de vegetação sob ar
filtrado e sob condições climáticas favoráveis ao seu cresci-
mento e recebiam, semanalmente, 100 ml da solução nutri-
tiva recomendada por Epstein (1975).

A exposição das plantas foi realizada no Instituto de
Botânica durante o ano de 2008. Situado na zona sul da
cidade de São Paulo, o local é intensamente afetado pelo
smog fotoqúımico (Klumpp et al., 1994, Domingos et al.,
2002; Sant’Anna 2008). As plantas foram mantidas, sob
sombreamento de 50%, em suportes constrúıdos segundo
o modelo proposto por Arndt & Schweizer (1991) e por
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VDI (2003). Em cada estação do ano, foram realizadas
exposições consecutivas de plantas, com duração de 14 dias
cada. A exposição foi sempre iniciada com 18 plantas pre-
viamente numeradas e, ao longo de cada exposição, em
três dias sorteados, eram retiradas seis plantas igualmente
sorteadas. Para cada dia de amostragem, nas folhas 6 e 7
das plantas sorteadas (considerando a folha número 1 como
a mais velha), foram realizadas as análises descritas a seguir.

2 - Variáveis Estudadas

Injúrias foliares viśıveis

A porcentagem de área foliar afetada por injúrias viśıveis foi
estimada visualmente, seguindo as recomendações de VDI
(2003) e conforme adotado em vários 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% de área fo-
liar danificada (média de danos nas folhas analisadas por
planta). Nas medidas diárias, foi estimada a porcentagem
acumulada de área foliar afetada por sintomas viśıveis.

Antioxidantes

O conteúdo de glutationa reduzida (GSH) e de glutationa
oxidada (GSSG) foi obtido apartir de 1,0g folhas que foram
trituradas em solução extração (solução de ácido sulfos-
alićılico 0,1%) e os extratos obtidos foram centrifugados por
20 minutos a 11.000 rpm sob temperatura de 4,0ºC. Ao so-
brenadante obtido foi adicionado 1,75 mL tampão fosfato
0,1 M acrescido de EDTA 0,5mM e DTNB 3,0mM. Após
cinco minutos foi feita a leitura do conteúdo de GSH em
espectrofotômetro a 412nm. Na mesma mistura anterior foi
adicionado 0,1mL NADPH 0,4mM, e 2 µL de glutationa re-
dutase e, após 20 minutos, foi feita a segunda leitura com
mesma absorbância resultando desta reação o conteúdo de
glutationa total (GSH + GSSG) (ISRAR et al., 2006).

Para obtenção das atividades enzimáticas de APX e SOD,
o material vegetal foi homogeneizado com tampão fosfato
de potássio 50 mM pH 7,0, Triton 0,05%, polivinilpolipir-
rolidona (PVPP) 10% e 1 mM ácido ascórbico e depois cen-
trifugado por 10 min, a 10000 rpm. A atividade da SOD
foi determinada através do método proposto por Oswald
et al., (1992), com modificações. Esta foi medida em uma
mistura de reação contendo nitro blue tetrazolium (NBT),
metionina, EDTA, tampão fosfato 100mM pH 7,0, riboflav-
ina e o extrato vegetal. Após 15 minutos de exposição à luz
fluorescente (80W), mediu - se a absorbância da mistura,
a 560 nm. Os controles de cada amostra eram protegidos
da luz. A atividade da enzima foi determinada pela in-
ibição da redução do NBT, pela dismutação enzimática do
superóxido.

Para determinação da atividade da enzima ascorbato per-
oxidase (APX), foi utilizada a metodologia proposta por
ASADA (1984), com modificações. A mistura de reação
consistiu de tampão fosfato 80 mM, pH 7,0, 1 mM de EDTA,
10 mM de ácido ascórbico(AA) e 2 mM de peróxido de
hidrogênio (H2O2). A reação foi iniciada com a adição do
extrato vegetal, descrito anteriormente, à mistura. A ativi-
dade da APX foi medida em um espectrofotômetro UV/VIS
a 290 nm, por 2 minutos, onde observou - se o consumo de
AA utilizado pela enzima para decompor o H2O2 em água.

Finalmente, para a extração da enzima glutationa redutase
(GR), o material vegetal foi homogeneizado com tampão

fosfato de potássio 50 Mm, pH 7,8, 5 mM de ácido ascórbico,
5mM de EDTA e PVPP (10%), logo após centrifugado por
10 min, a 10000 rpm e congelado à - 800C. A atividade da
enzima foi medida em uma mistura de reação contendo o
extrato foliar, tampão fosfato 100 mM, pH 7,5, 1 mM de
DTNB, 0,1 mM de NADPH e 1 mM de glutationa oxidada
(GSSG), a 30 ºC (Ramachandra Reddy et al., 2004). A
reação era iniciada a partir da adição do extrato contendo
a enzima GR que realizava a redução da GSSG à GSH na
presença de NADPH, e a atividade da enzima é medida em
espectrofotômetro a 412 nm, pela formação de composto
formado pelo DTNB na presença de GSH.

Análises estat́ısticas
Para discussão dos resultados foram realizadas análises de
variância e testes de comparações múltiplas, para localizar
diferenças entre exposições

RESULTADOS

A exposição de plantas de N. tabacum ’Bel W3’ por 4 ho-
ras a 200ppb de O3 já é suficiente para gerar injúrias fo-
liares viśıveis caracteŕısticas, que se iniciam como pontos
brilhantes nos espaços intervenais da superf́ıcie adaxial das
folhas, progredindo para pontos necróticos acinzentados ou
amarronzados (DOMINGOS, et al., 002; VDI, 2003). Es-
tas injúrias aparecem inicialmente nas folhas mais velhas,
progredindo para as mais jovens com a exposição ao O3 e
podem levar ao amarelecimento total da folha, acelerando
a senescência e a abscisão (SANZ et al., 002). Esse padrão
foi verificado no presente estudo em todas as estações do
ano. Ao longo do mês de março, peŕıodo correspondente ao
verão, sintomas foliares viśıveis nas folhas 6 e 7 foram obser-
vados em um único dia de amostragem. Durante o outono,
a ocorrência de sintomas foliares foi maior que no verão,
porém, menor que no inverno. A porcentagem da superf́ıcie
foliar coberta por injúrias variou entre 0 e 70%, ao longo
do estudo. O inverno foi o peŕıodo em que os sintomas fo-
liares viśıveis ocorreram em maior intensidade, chegando a
ocupar 90% da área foliar, já a primavera foi o peŕıodo de
maior porcentagem de plantas afetadas por danos foliares.
Esta maior freqüência de injúrias na primavera pode ser
decorrente do maior fluxo de ozônio para o interior da folha
observado no peŕıodo (dados não publicados).
Todos os antioxidantes estudados demonstraram diferenças
(P <0,001) entre as estações do ano. As três enzimas anal-
isadas (SOD, APX e GR) apresentaram tendências semel-
hantes. Este padrão foi o inverso ao analisar a razão de
concentração de glutationa (forma reduzida (GSH) divi-
dida pela quantidade de glutationa total, ou seja, a forma
reduzida somada à forma oxidada (GSH + GSSG)). Este
cálculo foi utilizado por Baccio et. al. (2008) para demon-
strar o estado redox desde composto. Sendo assim, quanto
maior for o número obtido nesta razão maior será a quan-
tidade de glutationa na forma reduzida e melhor será a
eficiência do composto como antioxidante.
A atividade mediana da enzima SOD durante o verão foi
de 1830 Unid SOD/gs, a qual foi significativamente maior
do que nas estações outono, inverno e primavera (respec-
tivamente medianas de 1163, 847 e 1037 Unid SOD/gs).
A atividade da enzima APX também foi maior durante o
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verão e outono, apresentando respectivamente medianas de
43,7 e 44,6 dA/min/gs, enquanto que o inverno e primavera
apresentaram valores mais baixos, com medianas de 25,4 e
33,87 dA/min/gs. Finalmente, a atividade da enzima GR
foi maior durante o verão, com mediana de 3350 dA/min/gs
e menor no outono e no inverno, com medianas de 1233
e 1890 dA/min/gs respectivamente. Para esta enzima, a
menor atividade observada ocorreu na primavera, tendo sido
obtida uma mediana de 1030 dA/min/gs nessa estação.

As razões de concentração do composto antioxidante glu-
tationa, durante o verão (0,45) e outono (0,46), foram as
menores quando comparadas as estimadas para o verão
(0,94) e primavera (0,93). Isto indica um maior consumo
da sua forma reduzida nas duas primeiras estações. Con-
siderando que houve maior atividade da enzima GR, que
catalisa o retorno da GSSG em GSH, este resultado se
apresentou como esperado. Da mesma forma, durante os
peŕıodos em que a atividade da enzima apresentou - se
menor, estimaram - se razões mais altas entre GSH e GSSG,
assim evidenciando que a baixa atividade dessa enzima re-
sultou em conteúdos de glutationa oxidada mais altos.

Plantas senśıveis ao poluente ozônio geralmente apresentam
baixa capacidade antioxidativa, com deficiências no ciclo
ascorbato - glutationa que levam a neutralizar poucas EAO
deixando - as na sua forma reativa levando ao surgimento
de danos foliares (Burkey et. al. 2002 e 2006, Di Baccio
et al., 2008). No presente estudo, verificou - se que a ca-
pacidade antioxidativa, em plantas de N. tabacum variou
sazonalmente e pareceu influenciar a intensidade de danos
foliares. Desse modo, na primavera, a menor eficiência an-
tioxidativa poderia explicar a maior ocorrência de injúrias
nesse peŕıodo.

CONCLUSÃO

Em śıntese, até o momento, é posśıvel verificar que as plan-
tas de tabaco estiveram sob estresse oxidativo durante o
peŕıodo da primavera 2008, evidenciando alterações no ci-
clo ascorbato - glutationa que podem estar relacionadas ao
aumento de O3 do no local de estudo. Isto pode ser verifi-
cado pelas menores atividades das enzimas e maiores con-
centrações de glutationa mantida na sua forma reduzida,
resultados que sugerem uma diminuição na defesa das plan-
tas em estudo.
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