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1. Introducéo

1.1. Principais poluentes aéreos

Atualmente o aumento da populagdo humana mundial nos udltimos séculos tem
gerado progresso econdmico e tecnolégico (Freedman 1995). Entretanto, além de
beneficios, trouxe uma série de consequiéncias ambientais desfavoraveis. De acordo com
Fenger (1999), a populagcdo praticamente dobrou nos Ultimos cinglienta anos e esta
concentrada nos grandes centros urbanos.

Nestes centros o ar € contaminado por uma variedade de poluentes originados de
fontes estacionarias e méveis, principalmente a partir da queima de combustiveis fosseis
(Freedman 1995, Han & Naeher 2006).

Segundo Freedman (1995) poluente atmosférico € definido como qualquer
substéncia adicionada a atmosfera em concentragdes suficientemente altas para causar
efeito mensuravel nos seres vivos e em materiais, 0 que também esta de acordo com a
Resolugéo CONAMA n° 3, de 28/06/1990 (CONAMA 1990), que considera poluente
atmosférico qualquer forma de matéria ou energia com intensidade e em quantidade,
concentracdo, tempo ou caracteristicas em desacordo com os niveis estabelecidos, e que
tornem ou possam tornar o ar improprio, nocivo ou ofensivo a salde, inconveniente ao
bem-estar publico, danoso aos materiais, a fauna e afloraou prejudicial a seguranca, ao
uso e gozo da propriedade e as atividades normais da comunidade.

Atuamente existem identificados aproximadamente 3.000 diferentes poluentes
de origem antropogénica. Somente os motores dos carros produzem cerca de 500

substéncias diferentes (Fenger 1999).
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Os poluentes podem ser divididos em primarios e secundarios. Os poluentes
primarios sdo aqueles liberados diretamente da fonte de emissdo, como dioxido de
enxofre (SOy), sulfeto de hidrogénio (H.S), 6xidos de nitrogénio (NOy), ambnia (NHs),
monoxido de carbono (CO), didxido de carbono (CO,) e metano (CH,). Os poluentes
secundérios sdo agueles formados na atmosfera através de reacfes quimicas entre 0s
poluentes primarios,; dentre eles, o 0zonio (O3) e o peroxiacetilnitrato (PAN — CH3 =
OO:NO;) estdo entre 0s mais prejudiciais as pessoas e a vegetacdo (Freedman 1995).
Em adicdo a esses poluentes ha ainda os hidrocarbonetos, mercirio, e materia
particulado, que corresponde as particulas em suspensdo com didmetro menor que
50mm. Estas particulas podem conter elementos toxicos como arsénico, chumbo, cobre
e niquel e também aerossois emitidos pela combustéo (Freedman 1995).

Os 6xidos de nitrogénio e hidrocarbonetos, sob presenca da radiacdo solar,
sofrem reagdes fotoquimicas complexas formando assim o smog fotoquimico, €ndo o
0zOnio seu principa componente. A palavra smog origina-se da combinacdo das
palavras smoke — fumaga, e fog — neblina, e foi originalmente empregada na Inglaterra,
para designar a névoa que envolvia Londres nos anos de 1950.

O ozonio troposférico pode ser formado naturalmente por reacdes fotogquimicas,
gue consistem na interagdo do oxigénio molecular (O2) com a radiagdo ultravioleta
formando &omos de oxigénio (O), que podem se recombinar resultando em G, ou se
combinar com O, e formar o 0zénio (O3). O 0zbnio também pode ser formado a partir
de Oxidos de nitrogénio (monéxido (NO) e didxido (NO)) e hidrocarbonetos,
provenientes de processos de combustéo, que sdo langados na atmosfera, que sob a luz
solar, apés a absor¢éo da radiacdo UV nafaixa de 300 a 400 nm, o NO; se transforma
em NO e oxigénio atbmico, muito reativo, o qual se combina com o oxigénio

atmosférico molecular (O2) (Freedman 1995, Krupa & Manning 1988, Larcher 2000).



11

Muitos dos componentes do smog fotoquimico, em especial o 0zonio, tém alto
poder oxidativo e, por isso, s muito toxicos aos seres vivos, causando danos
considerdvels as plantas nativas e culturas agricolas em muitos locais (Swanson et al.
1973, Freedman 1995, Liu & Reddley 1999, Zeiger 2002).

Devido aos efeitos deletérios a salide humana, a Organizagdo Mundia de Salde
(OMYS) estabeleceu alguns limites de exposicdo ao 0zonio, para 0s quais a populacéo
esta sujeita a riscos. O limite maximo sugerido é de 160ng/nt, por 1 hora, e o limite de
atencdo é de 200ng/nT, por 1 hora (Cetesb 2004, Resolucdo CONAMA ne 3, de
28/06/1990).

Em relacdo a vegetacdo, busca-se estabel ecer a dose mais baixa de 0zonio capaz
de produzir um efeito mensurdvel. O valor de 40ppb de ozénio (78,4 pug/m3/h) é
considerado aquele a partir do qual podem ocorrer njurias em plantas sensiveis de
clima temperado. Na Europa tem sido aplicado um indice referente a dose de exposi¢ao
acumulada de oz6nio de 40ppb — AOT40. Ta indice é a soma de todos os valores
horarios que excedem 40ppb, apos subtracéo deste valor (Cetesb 2004).

Destaca-se também a importancia econdmica dos efeitos do o0zénio sobre a
produtividade agricola. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
estimou, para 2005, perdas agricolas da ordem de 500 milhdes de ddlares, causadas pelo
0z6nio, sem incluir os danos a folhagens de arvores e outras plantas, que repercutem na
paisagem das cidades, areas de recreacdo, parques urbanos e areas de vegetacdo natural
(Cetesb 2004). Diante disso, a EPA estabeleceu o valor de referéncia para protegdo da
produtividade agricola (VRPP) em 200ppb (ou aproximadamente 400 pg/ms3),
acumulados durante o periodo de cinco dias, como valor de referéncia acima do qual

aparecem injUrias visivels em plantas sensiveis.
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1.2. Entrada dos poluentes na planta e alguns sintomas

Os poluentes gasosos entram na planta diretamente pelos estbmatos durante as
trocas gasosas, podendo provocar efeitos fisiologicos, metabdlicos, ultraestruturais e
estruturais, que levam a sintomas como clorose, descoloragao da folha e necrose em
tecidos e 6rgéos, que podem evoluir levando a morte do individuo (Manning & Feder
1980, Larcher 2000).0 ozbnio, em particular, se dissocia muito rapidamente nos tecidos
vegetais, formando oxigénio molecular e peréxidos, que afetam primeiramente a
membrana plasmatica e, posteriormente, todas as biomembranas (Larcher 2000). Tal
toxicidade decorre da formagdo de espécies ativas de oxigénio (EAOs) nas cdlulas, as
guais s8o muito reativas e danificam moléculas vitais como proteinas, lipideos e acidos
nucléicos, afetamdo as membranas celulares, e aterando o metabolismo celular; a
intensidade de agcdo bioldgica, no entanto, depende da eficiéncia do sistema celular
antioxidativo, composto por substéncias capazes de capturar e neutraizar as EAOs
(Bray et al. 2000).

Existem muitos critérios para o reconhecimento inicial de danos causados por
poluentes aéreos em gera e, em especial, 0 0zOnio. Porém sdo necessérias técnicas
especificas para detecté 1os. Dentre eles podem ser citados: a diminui¢do ou aumento de
atividades de certas enzimas (Dijak & Ormrod 1982, Antonielli et al. 1997, Pasqualini
et al. 2003), ateracbes genéticas (Guimardes et al. 2000, Klumpp et al. 2006),
alteracBes quantitativas e qualitativas entre metabdlitos, aparecimento de horménios
vegetais relacionados ao estresse (Dijak & Ormrod 1982), aumento ou diminuicdo da
respiracdo, distrbios na fotossintese (Heath 1994, Padkkonen et al. 1998, Kolb &
Matyssek 2001, Gerosa et al. 2003), e ateragcbes na abertura e no fechamento
estomédtico (Schaub et al. 2005). Tais ateracOes podem levar a formagdo de sintomas

visiveis na planta, que sdo facilmente identificaveis em muitas espécies.
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Em relacdo aos parametros anatémicos, plantas submetidas a poluentes aéreos,
incluindo o 0zénio, podem apresentar ateracbes na densidade estomética (Evans &
Miller 1972, Sharma & Butter 1975, Masuch et al. 1992, Evans et al. 1996, Pagkkdnen
et al. 1995, Padkkonen et al. 1997, Padkkonen et al. 1998, Alves et al. 2001), alteracOes
na quantidade de espacos intercelulares no mesofilo e dteracbes nos tecidos
constituintes do mesofilo (Bobrov 1955, Evans & Miller 1972, Evanset al. 1996, Alves
et al. 2001, Gerosa et al. 2003, Gravano et al. 2003, Reig-Armifiana et al 2004),
alteracdes nas células que envolvem a camara subestomatica (Bobrov 1955), alteractes
na area dos feixes vasculares (Masuch et al 1992, Alves et al. 2001, Reig-Armifiana et
al 2004), colapso das células do floema (Masuch et al. 1992, Soda et al. 2000), escamas
anbmalas (Moura comunicagdo pessoal), aumento na densidade dos tricomas (Sharma
& Butter 1975), células hipertrofiadas do mesofilo (Masuch et al. 1992), aumento de
cristais de oxalato de calcio na epiderme (Soda et al. 2000), degradacdo da cera
epicuticular (Masuch et al. 1992, Viskari et al. 2000) e degradacéo dos canais secretores
(Reig-Armifiana et al 2004).

Povilatis (1962), trabalhando com o género Nicotiana, encontrou alteractes
iniciais nas células do parénquima palicadico e, ocasionamente, nas células do
parénquima lacunoso quando a planta foi submetida ao ozénio. Glater et al. (1962)
trabalharam com Nicotiana glutinosa e perceberam que, nessa espécie, as células do
parénguima lacunoso s80 as mais vulneraveis a presenca de ozonio.

Em nivel ultraestrutural o cloroplasto € a organela que mais sofre o efeito da
acao dos poluentes. Alteragdes em sua forma, nimero, tamanho, aumento da elétron
densidade, degeneracdo ou intumescéncia dos tilacéides, granulacdo do estroma sdo
alguns dos sintomas mais citados (Paakkonen et al. 1995, Padkkonen et al. 1997, Soda

et al. 2000, ReigArmifiana et al 2004). Entretanto, existem outras caracteristicas
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avaliadas, como acumulo de lipidios e outros depdsitos no citoplasma, e desarranjo de

mitocondrias (Soda et al. 2000, Viskari et al. 2000).

1.3. Biomonitoramento da qualidade do ar

Efeitos da poluicdo atmosférica em organismos vém sendo apontados desde o
seculo XIX. Nylander (1866) (apud Klumpp 2001) encontrou mudangas nas
comunidades liquénicas epifiticas situadas em éreas poluidas.

Roholm (1937) (apud Weinstein et al. 1998) atribuiu amorte de gado na
Iséndia a contaminagdo da forragem, em conseguiéncia de erupgdo vulcanica. Hoje se
sabe que o flUor presente nos gases e acumulado nas gramineas forrageiras foi o
principal responsdvel pelas mortes.

Na década de 50, no sul da California (EUA), ocorreu uma queda na producéo
das industrias de charuto em decorréncia do aparecimento de manchas necréticas nas
folhas de tabaco (Nicotiana tabacum). Pesgquisadores do USDA Agricultural Research
Center, em Beltsville, patrocinados pela cooperativa agricola local, descobriram que as
manchas formavam-se em decorréncia da presenca do ozonio no ambiente (Heggestad
1991).

Os exemplos citados evidenciam o potencial de organismos vivos, especialmente
plantas, como indicadores da presenca de poluentes. Dessa forma, o biomonitoramento
tornou-se uma pratica comum em paises do hemisfério norte, principalmente Europa
(Heggestad & Middleton 1959, Ashmore et al. 1978, Heggestad 1991, Klumpp et al.
2001, Vergé et al. 2002).

De acordo com Arndt & Schweizer (1991) o biomonitoramento € definido como

método que faz uso da vida para identificar e/lou caracterizar mudangas ambientais
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induzidas pela agdo humana. Em programas de biomonitoramento, utilizamse
organismos ou comunidades de organismos que reagem de forma previsivel e
guantificavel a perturbacGes ambientais, por meio de alteragfes nas suas fungoes vitais
ou composicao quimica, podendo ser usados para avaliacdo da extensdo das mudancas
em seu ambiente, estes sGo denominados organismos bioindicadores.

De Temmerman et al. (2004) classficam as plantas empregadas no
biomonitoramento em:

a) bioindicadoras — plantas que apresentam sintomas visiveis como
necroses, cloroses e distUrbios fisioldgicos, tais como reducéo no crescimento,
reducdo no nimero e didmetro das flores,

b) biosensoras — plantas que reagem aos efeitos dos poluentes aéreos
com efeitos ndo-visivels, apresentando alteragdes moleculares, celulares,
fisioldgicas e bioguimicas;

C) bioacumuladoras — plantas que também ndo apresentam sintomas
visivels e s80 menos sensiveis aos poluentes aéreos, porém acumulam particulas
de poeira e gases dentro dos seus tecidos,

d) biointegradoras — aquelas que indicam o impacto da polui¢do por
intermédio do aparecimento, desaparecimento ou mudanca na densidade da
populacéo ou até comunidades.

Fala et al. (2000) simplificam a classificagdo de plantas bioindicadoras em
apenas dois tipos: passivos e ativos. Os bioindicadores passivos sdo plantas que ja estéo
presentes no local de estudo. A sua utilizaggo esta freqlientemente relacionada a toda
area que esta sendo pesguisada, e sua utilizagcdo apresenta a vantagem de que as
espécies nativas ndo necessitam de manutencao especifica. Porém os resultados podem

ser influenciados por varidveis, como qualidade do solo, condi¢cbes climéticas,
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variabilidade genética, estado metabdlico, heterogeneidade e distribuicdo espacial das
espécies selecionadas. JA as plantas bioindicadoras ativas sdo introduzidas no local de
estudo. Nesse caso, a possibilidade de controle de fatores de confusdo é maior, e a
exposicdo em casa de vegetacdo livra os estudos das restriches descritas para 0s
passivos.

Arndt & Schweizer (1991) classificam os bioindicadores em indicadores de
resposta e indicadores de acumulagdo. Estes se subdividem em organismos apontadores
(populagdo ou comunidade de organismos que podem indicar alguma informacdo a
respeito das condigdes ambientais do ecossistema); organismos testes (empregados em
ensaios ecotoxicoldgicos) e organismos monitores ativos e passivos (utilizados para
monitorar qualitativamente ou quantitativamente os niveis de poluentes e suas
repercussoes).

Como exemplo da viabilidade de programas de biomonitoramento da qualidade
do ar empregando-se plantas bioindicadoras cita-se 0 EuroBionet — rede européia para
avaliacdo da qualidade do ar usando plantas bioindicadoras, que foi criado em 1999 e
encerrado em 2002, envolvendo 12 cidades em oito paises europeus. Os objetivos
principais foram estabelecer 0 uso de plantas bioindicadoras em nivel europeu, transferir
conhecimento e experiéncias, comparar os tipos de poluicdo nas diferentes cidades
envolvidas, demonstrar ao publico o impacto dos poluentes atmosféricos, e informar a
populacdo sobre a qualidade do ar na sua cidade, incentivando atividades do municipio
gue refletissem em melhoria na qualidade de vida. O programafoi um sucesso, uma vez
gue mostrou que as plantas bioindicadoras monitoram de forma muito eficiente a
qualidade do ar, dém de serem atamente indicadas em atividades de educacéo
ambiental, e contribuir com uma comunicagdo mais eficiente entre os cidaddos e as

autoridades municipais (EuroBionet 2004).
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Um outro exemplo é o Forest Health Monitoring Program (FHM), programa
desenvolvido entre 1994 e 2000, com a participacéo de 33 estados norte-americanos e
918 pontos de coleta. Este programa enfocou os efeitos do 0zonio sobre a vegetacao,
avaliando o impacto deste poluente na floresta, por intermédio de injurias visiveis,
selecionando, assim, as plantas mais sensiveis (Smith et al. 2003).

No Brasil ndo existem programas de biomonitoramento nesse nivel. Existem
alguns centros que realizam estudos com plantas bioindicadoras ja consagradas ou com
espécies nativas com tal potencial, visando, sob diferentes enfoques, avaliar o efeito da
poluicdo atmosférica em algumas localidades do pais, como Salvador (Limaet al. 2000,
Klumpp et al. 2003), S&o Paulo (Domingos et al. 1998, Batalha et al. 1999, Ferreira et
al. 2000, Guimaraes et al. 2000, Alves et al. 2001, Domingos et al. 2002, Moraes et al.
2002, Alves et al. 2003), Vigosa (Prado-Filho 1993, Chaves et al. 2002, Silva et al.
20053, Silva et al. 2005b) e Curitiba (Alves 2001, Bujokas 2001).

Considerando que dentre os poluentes atmosféricos, o 0zonio é um dos mais
importantes, existem muitos estudos que descrevem sintomas visivels entre os danos
provocados por esse gas na vegetacdo nativa. Alguns autores avaliaram a concentracéo
de ozénio em diferentes regides com base nos sintomas Vvisivels presentes na vegetacdo
(Heggestad & Middleton 1959, Heagle & Heck 1974, Klumpp et al. 1994, Paakkonen et
al. 1995, Gunthardt-Goerg 1996, Soda et al. 2000, Kolb & Matyssek 2001, Manning et
al. 2002, Gerosa et al. 2003, Oredonvici et al. 2003, van Tienhove & Scholes 2003) ou
em bioindicadoras ativas incluindo o cultivar Bel W3 do tabaco (Ashmore et al. 1978,

Domingoset al. 1998, Vergé et al. 2002).
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2. Objetivos

Nicotiana tabacum Bel W3 é amplamente empregada em programas de
biomonitoramento da qualidade do ar em regides temperadas. Contudo, para sua
utilizacdo efetiva em estudos voltados ao monitoramento da qualidade em regides
tropicais, € necessario estabelecer por que nessas regides observa-se uma fraca relacéo
entre a area foliar afetada por necrose e a concentracdo de 0z6nio no ar.

Assim, com base na andlise estrutural da folha, buscamse detectar algumas
respostas da cultivar frente as condicdes ambientais da cidade de S&o Paulo, que
contribuam para explicar 0 por qué dessa fraca resposta.

Objetivouse, dessa forma, responder as seguintes questoes:

1. A estrutura anatbmica da folha dessa planta, quando mantida nas
condi¢cdes ambientais da cidade de S&o Paulo, apresenta alteragoes
estruturais gque dificultem a entrada dos poluentes na planta?

2. Quais sdo os tecidos primeiramente af etados?

3. E possivel relacionar parametros anatdmicos com a concentragio de

poluentes, especialmente o 0zénio, aqual a planta estd submetida?
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3. Material e métodos

3.1. A planta estudada

Nicotiana tabacum ‘Bd W3 — Solanaceae (Figura 1), cultivar do tabaco e
biocindicadora de ozénio, foi a espécie utilizada para a realizacdo deste trabalho. A
origem do cultivar remonta a década de 50, quando as indUstrias produtoras de charutos,
situadas na cidade de Beltsville, no Vae de Connecticut — USA, comegaram a acumular
prejuizos, uma vez que as plantas empregadas na industria apresentavam manchas nas
folhas que impediam sua utilizagdo (Heggestad 1991).

Em 1959, num lote de vinte plantas de N. tabacum que cresciam na Consolidated
Cigar Company W3, duas delas apresentaram lesdes duas a trés vezes maiores do que as
lesdes tipicas associadas a ‘manchas do tempo’, sintomas correspondentes a necroses
desenvolvidas pela agéo do ozonio. Estas plantas foram consideradas mais sensiveis que
as demais, e pesquisadores do USDA Agricultural Research Center passaram a estudar e
padronizar esta cultivar, 0 que deu origem a0 seu emprego como bioindicadora de
ozonio. Devido aos nomes da cidade e da companhia, a cultivar foi denominada ‘Bel’

(Beltsville) e ‘W3’ (Consolidated Cigar Company W3) (Heggestad 1991).



Figural.

Foto: M. Domingos

Nicotiana tabacum ‘Bel W3'.
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3.2. Obtencédo das plantas

A obtencdo das mudas de Nicotiana tabacum ‘Bel W3’ seguiu a metodologia
estabelecida pelo “Verein Deutscher Ingenieure” — VDI (1999) e envolveu as etapas
descritas a seguir.

Sementes doadas pela Universidade de Hohenheim, Alemanha, foram colocadas
em caixas plasticas contendo substrato Plantimax® e vermiculita fina na proporcéo de
3:1. Apos a germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos apoiados
sobre telas de arame galvanizado, dispostas sobre caixas plasticas conterdo agua de
torneira. A irrigagdo adequada das plantas foi garantida por corddes de néilon
previamente inseridos nos vasos, cujas extremidades estavam em contato com as raizes
da planta e com a agua presente nas caixas. Semana mente cada vaso recebeu 100 ml de
solugdo de Hoagland (Epstein 1975). As plantas estiveram prontas para a exposi¢éo
guando apresentaram a0 menos seis folhas, o que levou aproximadamente dois meses
apos a semeadura.

Em cada um dos pontos de exposi¢ao descritos no item 3.3, seis vasos de tabaco
Bel W3 foram colocados sobre suporte metélico retangular com 80 cm de espessura, 0
qual abrigou duas caixas contendo &gua para irrigacdo. As caixas foram recobertas por
tela metdlica e placa de isopor, estando 0s vasos encaixados nesta, 0 que assegurou sua
estabilidade. O suporte foi protegido por tela sombrite que recobriu a superficie de topo
e trés das laterais. O sombrite, além de impedir a insolacdo direta reduz em 50% a
intensidade luminosa, protege a planta contra vento e precipitagdo, garantindo seu
desenvolvimento satisfatorio (Figura 2). O posicionamento do suporte em campo foi

estabelecido com bussola a fim de padronizar o nivel de insolagdo das plantas. As
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plantas permaneceram expostas durante 14 dias, de acordo com o protocolo estabel ecido
(VDI 1999).

As plantas utilizadas fazem parte de um estudo que estd em andamento, que
relaciona a concentracdo de 0z6nio com indicadores de salide publica, visando a criacdo
de um programa de biomonitoramento do ozénio na cidade de S&o Paulo. Ta estudo
esta sendo realizado pela doutoranda Silvia Sant’ Anna, sob a orientacdo da Dra. Marisa

Domingos, da Secdo de Ecologia do Instituto de Boténica.

Foto: M. Domingos

Figura 2. Método de exposic¢do das plantas.
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3.3. Descricao dos pontos de exposicao

As plantas foram expostas em trés periodos distintos: 01 a 15 de outubro, 29 de
outubro a 12 de novembro e 26 de novembro a 11 de dezembro de 2003, em diferentes
pontos da cidade de S&o Paulo (Figura 3), descritos a seguir:

Ibirapuera: situado no Viveiro Manequinho Lopes, portdo 7, préximo a
AvenidalV Centenario (zona sul da cidade de S&o Paul0);

Modca: situado na Rua Bresser, 2.341, na Administracdo Regional da Modca
e Centro Educaciona e Esportivo Municipa (zona leste da cidade de S&o
Paulo);

Santana: situado na Avenida Santos Dumont, 1.019, no Parque de Material
Aeronautico (zona norte da cidade de Sao Paul0);

S8o Caetano do Sul: situado na Rua Aurélia s/n na Escola Municipal Infantil
Fernando Pessoa (Regi&o Metropolitana de S&o Paul 0);

Os quatro pontos selecionados sdo0 monitorados por estagbes medidoras da
Cetesb e sdo locais onde as concentracfes de ozbnio atingem valores elevados. Além
disso, o periodo de agosto a dezembro, de acordo com a Cetesb (2002) é aguele no qual
as concentragdes de 0zonio sdo as mais atas, o que justifica a escolha do periodo e dos

locais de exposicéo das plantas.
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Tabelal. Concentragdes médias de pol uentes aéreos, dados climéticos na Regido M etropolitana de S&o Paulo e areafoliar com necrose

em plantas de Nicotina tabacum Bel W3 expostas na cidade de Sao Paulo. Dados de poluentes e climéticos fornecidos pela Cetesh
(2004) e médias calculadas para os periodos de exposi ¢éo.

Exposicéo | Exposicéo 1 Exposicéo 11
(01-15/10) (29/10 —12/11) (26/11 —11/12)
Ibirapuera Mobca Santana S&0 Caetano Ibirapuera MooGca Santana S&0 Caetano Ibirapuera Mooca Santana  S&o Caetano
doSul do Sul do Sul
CO (ppm) 0,6 - - 0,9 0,5 - - 0,9 0,7 - - 1,1
MP (my/n?) 455 390 364 22,1 40,8 308 325 259 400 306 262 288
NO (my/n?) 5,5 - - 29,3 6,2 - - 37,7 10,6 - - 419
NQ, (my/nt) 313 - - 46,8 30,2 - - 46,6 313 - - 53,7
NOx (my/nt) 21,1 - - 482 21,7 - - 54,7 25,2 - - 62,2
O3 (My/nT) * 69,2 678 716 69,2 64,6 57,0 598 42,6** 454 396 548 418
AOT40 (ppb.h) * 744 556 832 568 828 505 715 5g** 385 76 294 124
Rad (W/nt) 176 - - 368,8 - - - 167 - - -
Temp (°C) 18,2 - - 19,5 19,7 - - 18,2 21,7 - 22,7 -
Umidade (%) 745 - - 837 702 - 89,8 - 76 - 88,4 -
Ventos (m/s) 244 - 182 172 260 - 157 178 381 - 268 223
Areanecrosada 133 50 67 11,7 16,7 6,7 6,7 11,7 133 6,7 5,0 5,0
(%)***

(# AOT40: indice referente a exposicéo acumulada acima de 40 ppb. Os valores horéarios sdo subtraidos de 40ppb, e 0s que excederam este
valor sdo somados, formando assim este indice.

- Dados ndo obtidos.

* Concentracdes de 0z6nio para o periodo de 10 as 14 horas.

** Medidas obtidas até o dia07/11.

*** Dados cedidos por Silvia Sant’ Anna.
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500 m

Figura 3. Visdo aérea dos pontos de exposicdo @: A. Ibirapuera. B. Modca. C. Santana. D.
Séo Caetano do Sul.
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Como ponto controle utilizou-se casa de vegetacéo Situada no Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga — PEFI, que possui um sistema de filtros que impede a entrada
dos poluentes gasosos e de material particulado, garantindo assm a qualidade do ar,

apresentando ainda condigdes controladas de temperatura. (Figura 4).

Foto: M.L. Ferreira

Figura 4. Casa de vegetaco.
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3.4. Coleta do material e selecdo dasfolhas

Ao término de cada periodo de exposicao foram selecionados trés individuos em
cada um dos quatro ambientes e da casa de vegetacdo. Nestes, foi coletada a folha do
terceiro N6 que se expandiu no ambiente, e que ndo apresentava necrose, totalizando 15
folhas. Foram coletadas, também, folhas com necrose do quarto, quinto ou sexto nds dos
mesmos individuos, incluindo os da casa de vegetacdo (sem necrose) totalizando, também

15folhas.

As folhas foram fixadas em FAA7o (Berlyn & Miksche 1976) ou FGAA (Lersten &

Curtis 1988) e posteriormente armazenadas em dcool 70% ou 95%.

3.5. Processamento das amostras para analise em microscopia fotbnica

Foram selecionados fragmentos com cerca de 4cnt da regido mediana das folhas
sem necrose, de todos os ambientes, incluindo os da casa de \egetacéo, os quais foram
diafanizados de acordo com Strittmatter (1973, modificado). As amostras foram fervidas
por quatro minutos, sendo metade do tempo em acool 95% e o restante em solucéo de
hidréxido de sbdio a 5% e dcool 95% (1:1). Em seguida, os fragmentos foram colocados
em solucdo aquosa de hipoclorito de sodio a 20% até sua descoloracéo. O materid foi
corado em solugdo aquosa de azul de astra (1%) e safranina (1%), na proporcéo 9:1,
desidratado em série etilica e montado em resina sintética Permount (Kraus & Arduin

1997).
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Amodtras da regido mediana das mesmas folhas (sem necrose) foram hidratadas e
emblocadas em polietilenoglicol 2000 (20%) (Richter 1981, modificado). O material foi
seccionado em micrétomo rotativo Olympus CUT 4055, com espessura entre 16-18nmm.

As seccles foram depositadas em |aminas histol égicas contendo adesivo de Haupt
(Haupt 1930 apud Kraus & Arduin 1997). As laminas foram aguecidas a 40°C para a
distensdo e fixagdo das secgles. Para a coloragdo, utilizouse a solugdo acima descrita, e
como meio de montagem utilizouse glicerina a 66%.

Amostras contendo tecido sadio e tecido afetado foram retiradas da regido
mediana das folhas com necrose Estas foram desidratadas em série etandlica crescente até a
concentracdo de 95% e emblocadas em historesina Leica, de acordo com instrugdes do
fabricante. Empregando-se 0 mesmo micrétomo, foram obtidas secgles transversais com
5mm de espessura, que foram depositadas em laminas, colocadas em é&gua para sua
distensdo e coradas com azul de toluidina em tampéo fosfato 0,1M, pH 6,8 (O'Brien &
McCully 1965).

Para classificacéo das caracteristicas morfol 6gicas seguiu-se Radford et al. (1974)

e anatomicas seguiu-se Metcafe & Chak (1950), Esau (1974), Fahn (1974).

3.6. Parametros avaliados

Para andlises quditativas e quantitativas dos tecidos foliares, foi utilizado
microscopio equipado com camera para captura de imagens e sistema semi-automatico de
medigdes — Olympus modelo BX41-BF-111, com software de andlise de imagens Image-Pro

Express versdo 4.0.1, da Media Cybernetics.
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Nas folhas sem necrose foram quantificadas (em mm) as seguintes caracteristicas:
espessura do parénquima palicadico, espessura do parénquima lacunoso, espessura do
mesofilo, espessura das células do mesofilo + células epidérmicas (espessura da lamina
foliar). Estabeleceirse em campo de 200 mt a densidade e o indice estomético em ambas
as superficies. Determinouse 0 nimero de elementos de vaso da nervura principal e
avaliou-se seu agrupamento.

Para as folhas com necrose foram estabelecidos critérios de reconhecimento
qualitativos, como ateractes no aspecto gera das células, desde a parte sadia até a necrose,

sempre comparando-se com o material de referéncia mantido em casa de vegetagéo.

3.7. Processamento das amostras para analise ao microscopio eetrénico de varredura—
folhas com necroses

Fragmentos de folhas de plantas da casa de vegetacéo, e de folhas com necrose, de
plantas dos ambientes sujeitos aos poluentes urbanos, foram avaiados ao MEV. Foram
selecionados, nas folhas com necrose, fragmentos da regido de transicéo entre tecido sadio
e tecido com necrose, e de tecido com a necrose. Todo o material foi desidratado em série
etandlica. As amostras passaram por secagem ao ponto critico com acetona, empregando-se
equipamento Bal Tec CPD 030, foram aderidas a suporte metdlico com fita dupla face e
metalizadas com ouro, empregando-se equipamento BalTec SCD 050, para posterior

observacdo em microscopio de varredura (Philips XL series XL 20).

Foram observados os aspectos gerais da epiderme das fol has.
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3.8. Andlise estatistica

Para determinacdo das diferencas entre os locais de amostragem, para cada
variavel quantitativa, aplicou-se intervalo de confianca eliminando assim os outliers logo
apos reaizouse andise de variancia paramétrica (Teste F) ou ndo paramétrica (Teste de
Kruska-Wallis), quando ndo houve distribuicdo normal e/ou igualdade de variancias.
Quando o nivel de significancia (p < 0,05) da andlise foi atingido, aplicouse teste de
Dunn’s de comparactes multiplas, para identificacéo das diferencas entre os tratamentos.

Para as andlises foi utilizado o software Sigma Stat.
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4. Resultados

4.1. Descricdo da folha de Nicotiana tabacum "Bel W3°

A folha de Nicotiana tabacum "‘Bel W3 é smples, dterna, pilosa com tricomas em
ambas as superficies, apice acuminado, base decorrente, margem crenada; a folha adulta
gpresenta comprimento médio de 11,3 cm e largura, na regido mediana, de 20 cm; seu
padréo de nervagdo € broquidddromo.

As céulas epidérmicas das superficies abaxid e adaxial, em vista frontal,
apresentam paredes sinuosas de formato irregular (Figuras 5 e 6), Os estbmatos séo
freqientes na superficie abaxia (36/mm?) e se apresentam em menor fregiiéncia na
superficie adaxia (23/mm?), portanto a folha é anfiestomética e os estdmatos s3 do tipo
anomocitico (Figuras 5 e 6). Os tricomas glandulares sdo unicelulares e multicelulares
(Figura 6). Em seccéo transversal as cdulas epidérmicas sfo unisseriadas, 0 mesofilo é
dorsiventral, com uma camada Unica de parénquima palicédico e de quatro a cinco camadas
de parénquima lacunoso (Figura 7). A endoderme é facilmente identificada pela presenca
de amiloplastos, evidenciados com o auxilio de lugol (Figura 9).

O dstema vascular da nervura principal apresenta formato de meia lua,
congtituido por uma unidade bicolateral com floema interno e externo ao xilema.(Figura 8).
Nas nervuras secundarias o feixe é colateral. Apresenta atividade cambia somente na face
abaxia da nervura principa (Figura 10). O periciclo envolve os feixes vasculares (Figura

8).
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Figuras5 — 8. Fotomicrografias de folhas sem necrose de N. tabacum ‘Bd W3'. 5 - 6. Secgles
paradérmicas. 5. Superficie adaxid. 6. Superficie abaxid 7 — 10. Seccles transversais da regido
mediana. 7. Limbo foliar. 8 — 10. Nervura principa. 9. Endoderme com amiloplastos (seta). 10.
Agrupamento dos elementos de vaso (barras = 50mm). cb = células epidérmicas abaxiais, cd =
células epidérmicas adaxiais, ce = cdlula epidérmica, cm = cambio, e = espacos intercelulares, d =
elementos de vaso, en = endoderme, es = estdmato, fe = floema externo, fi = floema interno, pl =
parénquima lacunoso, pp = parénquima paicédico, pr= periciclo, tr = tricoma., ,pp = parénquima
palicadico, pl = parénquima lacunoso, xi = xilema.
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4.2. Andlise edtrutural de plantas submetidas aos poluentes aéreos de Sao Paulo

4.2.1 VariagOes qualitativas em folhas sem necrose

Foram observadas variages qualitativas na regid mediana de folhas sem necrose
dos individuos provenientes dos diferentes ambientes de exposi¢éo. As plantas expostas aos
poluentes apresentaram uma mudanca no fornmato das células do parénquima palicadico
(Figura 12) quando comparadas agquelas da casa de vegetacdo (Figura 11). Observou-se
também na nervura principa maior agrupamento dos elementos de vaso nas plantas
submetidas aos poluentes (Figura 14) quando comparadas aquelas da casa de vegetacéo

(Figural13).

4.2.2. Variag0es qualitativas em folhas com necrose

S80 descritas a seguir as principais alteragbes estruturais nas folhas que
apresentaram necroses. Para permitir comparagdes, mostra-se nafigura 15 o limbo de folha
sem necrose de planta mantida em casa de vegetacdo. Observa-se 0 aspecto norma da
folha, que apresenta parénquima palicadico e lacunoso com paredes anticlinais lisas,
vactolos integros, ocupando a regido central da célula, o que é evidenciado pela
distribuicdo periférica dos cloroplastos. Nas figuras 16 a 22 observam-se algumas das
ateraghes presentes nas plantas expostas no lbirapuera, local, dentre os estudados, que
apresenta os maiores valores de AOT40. (Tabela 1). As mesmas dteracbes foram
observadas em plantas expostas nos outros locais estudados. Na figura 16, observamse
sinuosidades nas paredes anticlinais do parénquima palicadico em regibes da folha
gparentemente sadias e circunvizinhas a necrose; a medida que se andlisam os tecidos mais

proximos a necrose verificarse que a shuosidade é mais acentuada (Figuras 17 a 19). Na
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figura 20 observa-se, também, ateracdo no parénquima lacunoso (seta) que se apresenta
plasmolisado. Nas figuras 21 e 22, observam-se, também alteractes nas células epidérmicas
da superficie adaxia que, na regido da necrose, apresentamse rompidas. Nessa mesma
regido, as células do parénquima palicadico se romperam, dando lugar a espagos
intercelulares. Comparando- se a situacdo das célul as epidérmicas da superficie adaxia com
aquelas da superficie abaxia verificase que as Ultimas sBo menos afetadas, 0 mesmo se da
com o parénquima lacunoso (Figuras 21 e 22). Néo foram observadas ateracOes nos feixes
vasculares de pegueno cdibre, mesmo na regido onde epiderme da superficie adaxid e

parénquima palicadico mostram-se totalmente desestruturados.
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Figuras 11 — 14. Fotomicrografias de secgOes transversais da regido mediana de folhas de N.
tabacum‘Bd W3'. 11 — 12. Regido do limbo. 13 — 14. Agrupamento dos e ementos de vaso na
nervura principa. 11 e 13. Folhas expostas na casa de vegetagdo. 12 e 14. Folhas expostas no
Ibirapuera (barra = 50mm). cm = cambio, cb = cdulas epidérmicas abaxiais, cd = céulas
epidérmicas adaxials, es = estbmato, € = dementos de vaso, en = endoderme, fe = floema
externo, fi = floema interno, pr= periciclo, pp = parénquima paicédico, pl = parénquima
lacunoso, xi = xilema
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Figuras 15 — 22. Fotomicrografias de secgles transversais de folhade N. tabacum ‘Bd W3’ e. 15.
Planta mantida em casa de vegetagdo. 16 — 22. Plantas expostas na exposicao |1 no Ibirapuera,
folhas com necrose. 16. Presenca de sinuosidade res paredes anticlinais do parénquima paicédico
(seta). 17 — 19. AlteragBes no aspecto do parénquima palicadico com aumento da sinuosidade das
paredes celulares. (setas). 20 — 22. AlteragBes no parénquima palicadico e lacunoso (setas) e
colapso das céulas epidérmicas adaxiais (*). 20. Plasmdlise do vactolo das céulas do parénquima
lacunoso (seta) (barras = 50mm). cb = células epidérmicas abaxiais, cd = cdulas epidérmicas
adaxiais, pp = parénquima paicadico, pl = parénquima lacunoso.
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Nas figuras 23 a 3 sdo apresentados aspectos da epiderme de folhas de N. tabacum
Bel W3 submetidas a poluentes gasosos da cidade de S&o Paulo e, para comparacéo,
imagens da epiderme de plantas mantidas em casa de vegetacdo. As alteragOes descritas a
seguir foram observadas nas plantas dos diferentes ambientes submetidos aos poluentes
gasosos aqui avaliados. Na figura 24 observa-se aregido de transicdo entre o tecido sadio e
0 tecido necrosado, que apresenta uma depressao bem acentuada, ndo observada nas plantas
da casade vegetacdo (Figura 23). Como se Vé nas figuras 25 e 26, as células epidérmicas
das plantas mantidas em casa de vegetacdo apresentam superficies mais lisas quando
comparadas as das plantas expostas aos poluentes; estas apresentam-se mais estriadas e
gparentemente menos tlrgidas, o que pode estar indicando o inicio da plasmdlise sofrida
pelas mesmas e observada em regides mais proximas a necrose (Figuras 27 e 28, 30-32).
Na regido da necrose, observamse estdmatos dterados (Figura 31), em comparagdo com
aquelas das plantas da casa de vegetacdo (Figura 30). Na area com necrose a superficie é
totalmente irregular, pois ha erosdo da cera epicuticular e modificacdo morfoldgica da
mesma, que perde a arquitetura caracteristica (Figuras 27 e 28). Os estbmatos apresentam
certa deformac@o em seu aspecto e ligeiro estriamento em relacdo as plantas da casa de
vegetacdo; em aguns notamse pequenas fissuras nas células guarda, mesmo em regides
préximas a necrose (Figura 30). Naregido da necrose evidenciam se estbmatos atrofiados e
abertos; em aguns se observam obliteracéo do ostiolo e deformagdo das células guarda e

subsididrias (Figuras 31 e 32).



Figuras 23 — 26. Eletromicrografias da superficie adaxia da folha de N. tabacum ‘Be

W3'. 23 e 25. Plantas mantidas em casa de vegetagao. 24 e 26. Plantas expostas na cidade
de S8o Paulo. 23. Folha sem necrose. 24. Regido de transicdo entre a necrose e a &rea

sadia (barra = 500mm). 25. Area sadia das plantas da casa de vegetaggo. 26. Area proxima
a regido de transicdo, agpresentando rugosidade das células epidérmicas (seta) (barra =
50mm). ce = clulas epidérmicas, es = estdmato, rn = regido da necrose, rs = regido sadia,
rt = regido de transi¢éo.
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Figuras 27 — 32. Eletromicrografias da superficie adaxia de folhas de N. tabacum‘Bd
W3'. 27 e 28. Planta exposta em S0 Paulo. 27. Area da necrose mostrando a deformago
da arquitetura da cera epicuticular e estbmato aberto (barra = 50mm). 28. Superficie
irregular da @rea necrosada (sata) (barra = 200mm). 29. Estdbmato de planta da casa de
vegetagdo (barra = 10mm). 30. EstOmato locdizado na drea prOxima a necrose,
gpresentando  pequenas fissuras nas células guarda (seta) (barra = 10nm). 31 — 32
Estdbmatos naregido da necrose. (barra= 10mm). 31. Estriamento das células epidérmicas
(*). 32. Es6mato com o ostiolo obliterado (seta). es = estbmato.
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4.2.3 Variagdes quantitativas em folhas sem necrose

A andlise da densidade estomatica mostrou que as plantas expostas no | birapuera
variaram em relagcdo as plantas da casa de vegetacdo e gpresentaram os maiores valores em
ambas as superficies, enquanto que as plantas expostas na Mooca, Santana e S&o Caetano
do Sul (SCS) néo diferiram estatisticamente das plantas da casa de vegetacéo (Figuras 13A
eB).

Ao contrario da densidade estomética, o indice estomético relativo a superficie
abaxia mostrou variagéo entre as plantas da casa de vegetacéo e as plantas expostas aos
poluentes de Sdo Paulo, sendo maior nas primeiras. Ja na superficie adaxial, as plantas da
casa de vegetacdo e do |birapuera ndo variaram entre s e gpresentaram indices mais baixos,
guando comparadas aquel es das plantas dos demaislocais (Figuras 13 C e D).

Quando se compara a espessura dos tecidos da folha, verificase que a do
parénquima palicadico ndo variou nas plantas expostas em Santana e SCS, em relacdo
aquelas da casa de vegetacdo, enquanto gque nas plantas da Modca e Ibirapuera os vaores
foram dgnificativamente menores (Figura 13 E). A espessura do parénquima lacunoso foi
menor nas plantas da casa de vegetacdo e ndo diferiu daguelas do Ibirapuera, enquanto que
as dos demais locais foram maiores e ndo diferiram entre s (Figura 13 F). Quanto ao
nimero de camadas de parénquima bcunoso, as plantas do Ibirapuera apresentaram o
menor valor; nos demais locais os valores foram estatisticamente iguais aquele das plantas
da casa de vegetacdo (Figura 13 G). A espessura média do mesofilo e a espessura da folha,
naqual seinclue aepiderme, variaram da mesma maneira (Figuras 13 H el). As plantas de
todos os locais avaliados variaram em relacéo as plantas da casa de vegetacéo, as folhas das
plantas expostas no Ibirapuera apresentam menor espessura de mesofilo e da lamina,

enquanto que as plantas da Mooca, Santana e SCS apresentaram valores maiores que 0s das
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plantas da casa de vegetacdo. Com relacéo a densidade de vasos do xilema na nervura
principal foram observados maiores valores nas plantas do Ibirgpuera, Modca e SCS,

enquanto que plantas de Santana ndo variaram em relacdo aquelas da casa de vegetacdo

(Figura13J).
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Figura 13. Vdores médios de parametros anatémicos (colunas) e desvios-padréo (barras) avaliados
em folhas sem necrose de Nicotiana tabacum Bd W3 expostas em diferentes ambientes na cidade
de S&o Paulo. Letras diferentes indicam variagcOes estatisticamente significantes pelo teste de Dunn
(p<0,05). A-B. Densidade estomética. A. Superficie abaxial. B. Superficie adaxid. GD. indice
estomético. C. Superficie abaxia. D. Superficie adaxid. E. Espessura do parénquima palicédico. -
G. Parénquima lacunoso. F. Espessura G. NUmero de camadas. H. Espessura do mesofilo. |.
Espessura da lamina foliar. J. Densidade dos e ementos de vaso. Cv = casa de vegetacdo, Ibira =
Ibirgpuera, SCS = Sao Caetano do Sul.
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4.3. Relacéo entre as caracteristicas anatbmicas e a concentracao de alguns poluentes

Para um melhor entendimento das respostas das plantas aos poluentes, foram
confeccionados gréficos que relacionam os valores médios das diferentes caracteristicas
anatbmicas com a concentracéo média de 0zénio no periodo no qua os vaores foram mais
atos (exposicéo I — 29/10 — 12/11/2003, no periodo das 10 as 14 horas). Os parametros
foliares quantitativos foram também relacionados com a concentracdo média de material
particulado referente o periodo da segunda exposicdo (29/10 — 12/11/2003), uma vez que
este também atinge val ores el evados nos pontos de exposicao aqui considerados (Tabela 1).

Nota se que as plantas expostas no I birapuera, regido com maior concentracao dos
poluentes apresentaram variages das caracteristicas quando comparadas as dos demais
locais. Estas apresentam amaior densidade estomética, nas duas superficies (Figuras 14 A e
D), a maior densdade de dementos de vaso (Figuras 14E e F), o menor nimero de
camadas de parénguima lacunoso (Figuras 14G e 14H) e a menor espessuradalaminafoliar
(Figuras 14 | e J). Além disso, as plantas desse local apresentaram maior area necrosada, de

acordo com S.M. Sant” Anna (dados gentilmente cedidos e apresentados na Tabela 1).
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Figura 14. Relagdo entre os valores médios (colunas) oe agumas caraclerisucas anaomicas
avaliados em folhas sem necrose de Nicotiana tabacum Bel W3 expodtas em diferentes ambientes
na cidade de S&o Paulo e alguns poluentes (pontos) como: 0z6nio (no periodo da exposicéo |l —
29/10 — 12/11/2003, de das 10 as 14h, figuras. A ,C, E, G e |) e concentracdo de materia

particulado (exposicdo |1 —29/10 — 12/11/2003, figuras B, D, F, H e J). A-D. Densidade estomética.
A e C. Supeficie abaxid. B e D. Superficie adaxid. E-F. Densidade dos elementos de vaso. GH.
NUmero de camadas do parénquima lacunoso. 1-J. Espessura da lamina foliar. Cv = casa de
vegetagdn, Ibira = Ibirapuera, SCS = S&o Caetano do Sul.
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5. Discussao

A maior parte dos poluentes gasosos presentes na atmosfera € absorvida pelas
plantas através dos estdbmatos (Manning & Feder 1980), portanto em ambientes com
grandes concentracbes de poluentes aéreos, as plantas podem apresentar ateracOes
quantitativas e/ou qualitativas nos mesmos. Varios autores constataram tais ateracoes,
especialmente em plantas submetidas ao ozonio. O aumento na densidade estomética foi
encontrado por Evans & Miller 1972, Masuch et al. 1992, Pagkkonen et al. 1995, Evans et
al. 1996, Padkkonen et al. 1997, que correlacionaram positivamente a sensibilidade da
planta com a densidade estomética. JA Sharma & Butler 1975, Sharma 1989, Alves 2001
encontraram relacéo inversa.

Plantas de N. tabacum Be W3 expostas no lbirapuera apresentaram a maior
densdade estomética Nesse local foram congtatados o maior valor de AOT40, se
considerados os trés periodos de exposicdo, as maiores concentracbes de materia
particulado e a mais ata porcentagem de area foliar necrosada. O indice estomético,
caculado para as mesmeas plantas, ndo mostrou uma relacdo clara com a concentracéo de
poluentes, o que justifica a falta de citagBes que mencionem tal caracteristica em plantas
submetidas a poluentes agreos, a densidade de estbmatos, ao contr&rio, € bastante
empregada em estudos que consideram parametros estruturais quantitativos em plantas
submetidas a poluentes agrecs.

A diminuicdo na densidade estomética pode representar uma estratégia para
diminuir a entrada do poluente na planta, enquanto que aumento na densidade, quase
sempre acompanhado de diminuicdo no tamanho do estémato, representa um mecanismo
para maximizar a eficiéncia do fechamento deste, quando as concentragdes de poluentes no

ar sf0 elevadas. Plantas submetidas a estresse hidrico apresentam igual mente aumento na
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densidade estomética (Larcher 2000), 0 que sugere que as plantas respondem de forma
similar a0 estresse sgja ele a falta de &gua ou 0 excesso de poluentes.

N&o se sabe a0 certo qual € o mecanismo que induz a planta a aumentar a densidade
estomética quando exposta aos poluentes. Contudo Lake et al. (2001) verificaram em
Arabidopsis thaliana, que folhas adultas submetidas a atas concentracbes de COy,
induziam as folhas jovens da mesma planta a apresentarem menor densidade estomética,
sendo o inverso também observado, ou sga, quando as folhas maduras foram submetidas a
baixas concentracbes de CO,, as folhas jovens andisadas apresentaram maior nimero de
estObmatos. Os autores concluiram que as folhas mais velhas so capazes de detectar e
transmitir as informactes externas para as folhas jovens da mesma planta.

A snalizacdo destas mensagens € redizada por meio da transducdo hormond.
Sugere-se que os hormoénios responsaveis pela sindizacdo sgjam o etileno, por ser
produzido praticamente em todas as partes da planta e por estar relacionado a quase todos
os tipos de estresses fisiologicos, e 0 ABA (&cido abscisico), que inibe a abertura
estomética quando a planta esta sob estresse ambienta (Djak & Ormrod 1982, Larcher
2000, Taiz & Zieger 2004). Em alguns casos, esta sinadlizacdo também pode ser feita por
espécies ativas de oxigénio, tais como: anion superéxido e perdxido de hidrogénio (Bray et
al. 2000).

Muitos trabal hos sustentam a hip6tese de que as caracteristicas estruturais da folha,
aém dos estbmatos, sGo importantes na determinacéo da sensibilidade do vegetal aos
poluentes. Variagdes na espessura dos tecidos que constituem o mesofilo sGo respostas
observadas por diferentes autores (Bussotti et al. 1995, Evans et al. 1996, Alves 2001,
Gerosa et al. 2003).

No presente estudo, quando se comparam as plantas dos diferentes locais avaliados,

aquelas expostas no Ibirapuera mostraram alteragbes mais evidentes na espessura dos
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tecidos foliares em relagdo as plantas expostas a0 ar isento de poluentes. Nas primeiras
houve reducdo na espessura do parénquima palicadico e no nimero de camadas de
parénguima lacunoso, que refletiram na menor espessura do mesofilo e, consequentemente,
da lamina foliar. Nos demais locais, tais ateragOes, de uma maneira geral, foram inversas
aquel as observadas nas plantas do | birapuera.

Na literatura, existem informagtes contraditdrias quanto a relacdo entre a espessura
dos tecidos foliares e a contaminacd do ambiente por poluentes agreos. Bussotti et al.
1995, Alves 2001, Gerosa et al. 2003, correlacionam positivamente a espessura foliar com
a concentracdo dos poluentes. Entretanto outros autores encontraram uma relacéo inversa,
iso €, 0 aumento da concentracdo de poluentes provocou uma diminuicdo na espessura
foliar (Eleftheriou 1987, Evans et al. 1996 Alveset al. 2001, Reig- Armifiana et al. 2004).

A “compactacdo” do mesofilo nas plantas mantidas no Ibirapuera poderia ser
vantgosa, uma vez que dificultaria a difusdo dos poluentes gasosos na folha.

Na nervura principal da folha de N. tabacum Bel W3 exposta aos poluentes de Séo
Paulo, especidmente o 0zonio, foram observadas variagoes qualitativas e quantitativas nos
elementos de vaso do xilema secundério, como maior densidade e maior agrupamento dos
mesmos.

Na literatura ha registros de efeito provocado por poluentes nos eementos
condutores do xilema e do floema, dentre elas a na reducdo da érea dos elementos de vasos
e a degradacéo do floema (Masuch et al. 1992, Reig Armifiana et al. 2004). Alves et al.
(2001) verificaram reducéo no didmetro dos elementos do metaxilema da nervura principal
em folha de Tradescantia clone 4430. Masuch et al. (1992) observaram aumento na
lignificacBo dos feixes vasculares em Picea abies. No Xilema secundé&rio de Cecropia
glazioui, Alves (1995) observou reducéo na freqiiéncia dos vasos e ho comprimento e

diametro dos dementos de vaso no lenho de &rvores coletadas em locais mais poluidos, no
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entorno do pdlo industrial de Cubatdo, instalado na Baixada Santista no pé da Serrado Mar

- SP.

As alteragbes provocadas pela poluicdo agrea nos elementos condutores séo
similares aquelas observadas em plantas sob estresse hidrico. Nessa situagdo, uma das
estratégias para sobrevivéncia consiste no aumento da capacidade de conducéo de agua.
Segundo Larcher (2000), ocorre uma ampliacdo da &rea do sistema vascular, isto €, maior
quantidade de xilema, adensamento da venacdo nas folhas e reducdo da disténcia de
transporte, ou sgja, internds mais curtos.

O aumento na freqiiéncia dos vasos, no cultivar Bel W3 do tabaco, pode ser
interpretado como uma resposta para aumentar a eficiéncia na conducéo, enquanto que o
Seu agrupamento, uma garantia de maior seguranca no transporte de agua, uma vez gue se
houver interrupcdo no fluxo em um vaso, a seiva ascendente pode ser mais facilmente
desviada para um vaso contiguo. Numerosos estudos tém mostrado que a seguranca e a
eficiéncia sBo dois aspectos que devem ser sempre considerados quando se avalia o
transporte no xilema secundério (Bass et al. 1983, Zimmerman 1983). Embora tais estudos
se refiram ao xilema secundario do caule, 0 mesmo deve se aplicar ao xilema secundario da
folha

De acordo com Fink (1999), a formacéo da necrose em folhas € um processo
ocasionado pela degeneracdo das cdulas devido a ateragcbes nas membranas plasméticas,
gue resultam na ruptura das organelas e, consequentemente, em ateracbes em processos
fisiolégicos e metabdlicos. Quando a planta € exposta ao 0zbnio, o alvo principa éo
mesofilo; suas cédlulas comegam a apresentar plasmélise ou encolhimento e o vacliolo
aumenta, rompendo as estruturas internas e, finamente, levando a formacdo da necrose. O

colapso das células do mesofilo pode provocar depresséo das células epidérmicas.
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Trabalhos que mostram o efeito do ozbnio, especiadmente, no parénquima
palicadico, sfo citados para o tabaco (Povilatis 1962, Swanson et al. 1973), como para
outras dicotileddneas herbaceas, independentemente da coloracdo das necroses e da
sensibilidade do vegetal (Ledbetter et al. 1959, Evans et al. 1996).

Confirmando as informacfes da literatura, em N. tabacum Bd W3 submetida a
poluicio de S0 Paulo, as células do parénquima paicadico foram as primeiras a
apresentarem ateracOes, mostrando maior sinuosidade das paredes anticlinais e ateracéo
do formato cdular. Em uma &ea mais proxima a necrose, as cdulas do parénquima
palicadico sofreram plasmdlise, o que levou a uma deformagéo no mesofilo. Igualmente, as
células do parénquima lacunoso e as células epidérmicas adaxiais também sofreram dano.
O colapso das céulas epidérmicas abaxiais ocorreu bem proximo a necrose. Na regido da
necrose, em microscopia fotbnica, devido as pequenas dimensdes dos eementos
condutores, ndo se constatou nenhuma ateragdo aparente nosS Mesmos, 0 que mostra a
necessidade da redlizacdo de estudos com microscépio eetrbnico de transmissdo para
elucidar possivels ateragdes ultra-estruturais.

No tabaco, as necroses sdo visudizadas em todo o limbo foliar nas regifes
intervenais, porém ndo € possivel prever o local onde a mesma sera formada. De acordo
com Avery (1933), a folha de N. tabacum apresenta porcoes diferentes de crescimento, que
Huxley 1932 (apud Avery 1933) denomina “crescimento heterogbnico”, e por meio de uma
smples expressio matematica, formula de Huxley, podem ser determinados os diferentes
estégios de desenvolvimento da folha. Aplicando esta formula, Avery (l.c) concluiu que na
folhade N. tabacum houve maior crescimento na regido marginal do que naregido proxima
a nervura principal. Além disso, o autor informou que durante o desenvolvimento foliar, as
células do parénquima palicadico foram as Ultimas a cessarem a divisdo celular, portanto

foram consideradas as células mais jovens, quando comparadas as demais. Talvez is0
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explique a maior sensibilidade dessas células ap 0zonio, como constatado no presente

trabalho e em outros ja citados.

Povilatis (1962) tentou esclarecer a maior sensibilidade do parénquima palicadico
a0 ozbnio. O autor propds duas hipoteses. 0 parénquima paicadico é o mais jovem,
portanto € 0 mais sensivel ou as céulas do paréngquima lacunoso apresentam maior
atividade metabdlica. Contudo, o autor ndo esclareceu por que amaior atividade metabdlica
implicaria em maior protecdo. Conhecimentos mais recentes déo conta que as plantas
ateram o0 metabolismo de varias maneiras, para se acomodar a0 estresse ambiental,
incluindo producéo dos compostos osmorreguladores, tais como prolina e glicina betaina
(Taiz & Zieger 2004) e aumentando a producéo de antioxidantes (Bray et al. 2000). Pode-
Se supor que, quanto maior & a atividade metabdlica do tecido, maior € a possibilidade de se
produzir tais compostos. Esta poderia ser uma explicacdo para a menor sensibilidade do
parénquima lacunoso, quando comparado ao palicadico.

Nas folhas de N. tabacum Be W3, na regido da necrose, observouse uma
deformacdo muito acentuada nos estbmatos e demais células epidérmicas. Tais ateracdes
estdo de acordo com o que foi descrito por diferentes autores em plantas cujas folhas

goresentavam necroses provocadas por poluentes gasosos (Ojampera & Huttunen 1989,

Masuch et al. 1992, Bussotti et al. 1995, Glnthardt-Goerg et al. 2000, Viskari et al. 2000).

De uma maneira gera, 0s Sntomas se repetem e 0S mais comuns s&0: 0 aumento da eroséo
e degradacdo das ceras epicuticulares e a obliteracéo dos estdbmatos. As ateracdes nas ceras
decorrem do fato destas representarem a primeira barreira que o vegetal impde a entrada de

substancias e organismos em seu interior.
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Fink (1999) esclareceu que a obliteracdo dos estdmatos, em decorréncia da
degradacdo das ceras, reduz a transpiracdo, o que interfere na conducdo da égua e, numa
etapa posterior, poderiainduzir a deficiéncia de minerais na planta.

Com base nos resultados observados no tabaco Bel W3 conclui-se que a planta
gpresenta uma série de sintomas, que podem ser vistos como tentativa de minimizar os
efeitos dos gases presentes no ar urbano. Assm, 0 aumento na densidade e agrupamento
dos elementos condutores do xilema poderiam representar uma entativa de aumentar a
conducdo, prejudicada diante da menor eficiéncia dos estbmatos, comprometidos quanto ao
seu funcionamento, devido a degradacdo das ceras epicuticulares. Lembrando a importancia
da transpiracdo como parte do mecanismo que “puxa’ a dgua dentro do xilema (teoria da
coesdo-tensdo, Taiz & Zieger 2004). Iguamente, o aumento na densidade dos estbmatos
poderia ser parte uma resposta a esta série de acontecimentos. Ao mesmo tempo, 0 aumento
na densidade estomética implicaria, em tese, num aumento da possibilidade de entrada dos
gases na planta. A compactacdo do mesofilo seria, assim, uma forma de dificultar a difuséo
dos poluentes gasosos agreos. Como se V&, fica dificil explicar as ateracdes isoladamente,
umavez que a planta representa um todo e as respostas que permitem sua sobrevivénciaem
ambientes poluidos vao adém das edtruturais, aqui andisadas. Contudo, as mudancas
estruturais que ocorrem em tecidos ndo necrosados, ainda sem mudancas morfol ogicas
visiveis, poderdo contribuir para se entender o por qué da fraca relacdo geramente
observada entre a porcentagem de area foliar afetada por necrose e a concentracéo de
0zOnio na atmosfera, em estudos voltados ao monitoramento da qualidade do ar com N.
tabacumBd W3.

Além disso, estudos que avdiem a estrutura devemn ser integrados com analises
bioquimicas e fisiolégicas, para que se possa entender a complexidade das respostas da

planta frente a0 ambiente.
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6. Conclusdes

A andise de folhas de tabaco B W3 expostas em S8 Paulo, em locais

submetidos a altos indices de poluentes, especialmente o 0zénio permitem concluir que:

A estrutura anatémica da folha de N. tabacum Bel W3 favorece a entrada e difuséo de
poluentes aéreos, entre 0s quais 0 0zénio, uma vez que é anfi-estomatica, dorsiventral
com parénguima lacunoso bem desenvolvido, o que facilita a difusdo dos poluentes
0as0s0s No seu interior.

O parénquima palicadico foi o tecido primeiramente afetado; em &reas proximas a
necrose foi possivel observar snuosidades nas suas paredes; dteragdes nos demais
tecidos da folha foram observadas apenas em &reas comparativamente mais necrosadas.
Em microscopia eletronica de varredura evidenciou-se a desestruturagdo da
ornamentacdo da cera epicuticular, a presenca de estdmatos atrofiados, com ostiolo
obliterado e deformacdo das células guarda e subsidiarias.

A egtrutura anatbmica da folha foi mais aterada em plantas expostas em loca mais
contaminado por ozonio (Ibirapuera). Nestas observouse: reducéo na espessura do
mesofilo, especialmente no parénquima paicadico, aumento na densidade estomética e
na densidade dos elementos de vaso, degradacdo das ceras epicuticulares e deformacdo

dos estdmatos.
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7. Per spectivas

Estudos futuros a serem desenvolvidos com a mesma planta dever&o enfocar aspectos
da ultra-estrutura da mesma. Além disso, um monitoramento das condicbes ambientais

permitird determinar se os fatores climéticos interferem nas respostas aqui encontradas.



8. Resumo

Nicotiana tabacum ‘Bel W3 é uma bioindicadora consagrada de 0z6nio umavez que,
em contato com esse poluente, apresenta necroses foliares facilmente identificaveis.

Este estudo teve como objetivos verificar se a estrutura anatbmica da folha dessa
planta, quando mantida nas condi¢des ambientais da cidade de S50 Paulo, apresenta
alteracOes edtruturais que dificultem a entrada dos poluentes na planta; quais sdo os
tecidos primeiramente afetados e se € possivel relacionar parametros anatdbmicos com a
concentracdo de poluentes, especiamente o ozoénio, a qual a planta estd submetida.
Plantas de N. tabacum foram expostas em diferentes pontos da cidade de S&o Paulo:

Parque do lbirapuera, Moo6ca, Santana e S0 Caetano do Sul (RMSP), locais
monitorados pela CETESB e sujeitos principalmente ao 0z6nio, nos meses de outubro a
dezembro de 2003. Como controle utilizou-se casa de vegetacdo, que apresenta Sistema
de filtros, que impede a entrada de poluentes. Folhas com e sem necrose foram fixadas
em FAA7;, e em FGAA, e posteriormente armazenadas em dcool 70% e 95%,
respectivamente. Estas foram processadas segundo técnicas usuais empregadas em
anatomia vegeta. Redizaramse andlises quantitativas e qualitativas dos tecidos
foliares. Comparando as folhas sem necroses expostas na cidade e aquelas da casa de
vegetacdo verificaram se alteragOes na densidade estomatica, espessura das células dos
parénquimas palicadico e do parénguima lacunoso e nimero de camadas do parénquima
palicadico e densidade dos elementos de vaso. Foi possivel relacionar ateracOes
estruturals quantitativas a concentragdo de 0zonio e material particulado no Ibirapuera,
local onde os indices desses poluentes sGo comparativamente mais altos. Variagdes no
formato das células do parénquima palicadico, agrupamento dos elementos de vaso

foram as variagbes qualitativas observadas. Nas folhas com necroses, as primeiras
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alteragdes ocorreram nas cdlulas do parénquima palicadico, como sinuosidade das

paredes anticlinais seguida da compactacdo das células do parénquima clorofiliano,

com aglomeracdo dos cloroplastos na periferia das mesmas, observouse 0 colapso das
células epidérmicas adaxiais, seguido da plasmdlise do tecido parenquimético e colapso
das células epidérmicas abaxialis. ObservacOes nas superficies foliares redlizadas em
microscopia eletronica de varredura evidenciaram a desestruturacéo da ornamentacdo
da cera epicuticular, presenca de estomatos atrofiados, com ostiolo obliterado e
deformacéo das células guarda e subsidiarias. Os resultados obtidos indicam que afolha
de tabaco B W3 sofre ateragbes em sua estrutura, mesmo naguela que ndo apresenta
necrose, quando a planta é submetida aos poluentes aéreos urbanos.

Pdavras-chave: anatomia foliar, estbmatos, necrose, Nicotiana tabacum Bd W3,

parénguima palicadico
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9. Abstract

Nicotiana tabacum ‘Bel W3', bioindicator of ozone shows foliar injuries easily
identified when they are exposed to air pollution. The objectives of this study are: to verify
if the entering and diffusion of ozone inside the plants are due to the anatomic structure or
not, to make a relationship between anatomica parameters with the concentration of ozone
and to detect any dteration in the structure of the leaf surrounding of visible injury. Plants
of tobacco were exposed to different polluted sites of Sdo Paulo city, southearsten Brazil
which were: Parque do Ibirapuera, Modca, Santana and S&o Caetano do Sul (RMSP) and
these places were performed by CETESB. A greenhouse with filtered air was used for the
control plants. Specific leaves with and without injuries were fixed in FAA;o and FGAA,
and stored in acohol 70% e 95%, respectively. They were processed according to usua
anatomic techniques for plants. Quantitative and qualitative analyzes were aso done.
Leaves without injuries showed dterations in: stomatic density, number of spongy
parenchyma layers, dengity of elements vessals and aso showed higher mesophyll cdls. It
was possible to relate quantitative structural alterations to ozone and particulate matter at
the Parque do Ibirapuera, which is the most polluted site. It was observed qualitative
changes like dterations in the form of palisade parenchyma and grouping el ements vessels.
In the leaves with injuries, the first dteration was the sinuosity of anticlina walls in the
palisade parenchyma, followed by compactation mesophyll cells with agglomerations of
chloroplasts in the cells periphery, collapsed of upper epidermis cells, plasmolyse of tissue
and collapsed of lower epidermis. Scanning electron microscope examination showed the
structure of epicuticular wax alterations, atrofiated stomata, obliterated pore and
deformation of guard and subsidiary cells. The results indicated that cultivar Bel W3

suffered dterations on its structure when submitted to air pollution.



Key words. foliar anatomy, stomata, injury, Nicotiana tabacum Bel W3, pdisade
parenchyma
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