Acdo do Oxido Nitrico sobre a Atividade de Enzimas Antioxidantes em

Plantas de Soja Submetidas ao Lactofen

Leonardo Cesar Ferreira’; Ligia Maria Ramazzini Remaeh?!; Yara Andréo de Souza’;
Jennifer Bufalo'; Natélia Corniani® Joseane Scavronil; Bruno José Aparecido

Soares®: Inés Cechin®; Terezinha de Fatima Fumis®; Ana Catarina Cataneo?

'Universidade Estadual Paulista — Instituto de Biociéncias, s/n — Distrito de Rubi&o Janior, 18618-000,
Botucatu/SP; 2Universidade Estadual Paulista — Faculdade de Ciéncias Agronémicas — Fazenda
Experimental Lageado, s/n, 18603-970, Botucatu/SP; >Universidade Estadual Paulista — Faculdade de
Ciéncias — Av. EngP Luiz Edmundo Carrijo Coube, 14-01, Vargem Limpa, 17033-360, Bauru/SP.

RESUMO - O lactofen € um herbicida utilizado na cultura da soja para o controle de
plantas daninhas de folhas largas que, apresentando acdo na inibicdo da
protoporfirinogénio oxidase (Protox), acarreta diminuicdo da atividade das enzimas da rota
de sintese de clorofilas e citocromos, bem como o surgimento de gotas lipidicas nos
cloroplastos provenientes da peroxidacdo de lipidios das membranas. Devido a estas
alteracdes, pode ocorrer uma excessiva producao de espécies reativas do metabolismo
do oxigénio (ERMO), além de diminuicdo dos teores de pigmentos fotossintéticos. Como
consequéncia, podem ocorrer manchas, enrugamento e queima das folhas, o que leva a
paralisagédo temporaria do crescimento da cultura. Em contrapartida, o oxido nitrico (NO) é
uma molécula capaz de eliminar diretamente as ERMO e assim finalizar reagfes
propagadas em cadeia, atuando como um antioxidante. Desta forma, o presente estudo
teve como objetivo avaliar se o pré-tratamento de plantas de soja com solucdo de
nitroprussiato de sodio (SNP), substancia doadora de NO, promove protecdo contra o
estresse oxidativo gerado pelo lactofen. Assim, plantas de soja no estadio fenolégico V3,
apos pré-tratamento com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 pmol.L™") por dois
dias consecutivos, foram pulverizadas com lactofen na dose recomendada para esta
cultura, equivalente a 0,7 L.hat. Em seguida, foliolos foram coletados as 24, 48, 72, 96 e
120 h apds a aplicacao de lactofen (HAAL) para a determinacédo da atividade das enzimas
antioxidantes glutationa S-transferase (GST), superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POD). O NO apresentou capacidade de eliminacdo das ERMO

geradas pela agdo do herbicida lactofen, o que acarretou tanto diminuicdo de substrato



disponivel para as enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD, essenciais na protecdo das
plantas em situacfes indutoras de estresse oxidativo, como auséncia de inducdo da GST
pelo H,0..

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max L. Merril, estresse oxidativo, espécies reativas do

metabolismo do oxigénio.

ABSTRACT — Nitric oxide action on antioxidant enzyme activity in soybean plants
submitted to lactofen. Lactofen is an herbicide applied in soybean fields to control
broadleaf weeds due to inhibition of protoporphyrinogen oxidase (Protox) action, which
leads to a decrease in chlorophyll and cytochrome biosynthetic pathway enzyme activity,
besides the appearance of lipid drops in chloroplasts from membrane lipid peroxidation.
These alterations can cause an excessive production of reactive oxygen species (ROS)
and decrease of photosynthetic pigment levels. Consequently, spots, wrinkles and leaf
burn can occur, which results in transitory cessation of crop growth. However, nitric oxide
(NO) is a molecule able to scavenge ROS directly and to end chain reactions, thus acting
as an antioxidant. So, the present research aimed to evaluate if the pre-treatment of
soybean plants with sodium nitroprusside (SNP) solution, a NO donor substance,
promotes protection against oxidative stress generated by lactofen. Thus, soybean plants
at V3 phenologic stage were pre-treated with different SNP levels (0, 50, 100 and 200
umol.L™) for two consecutive days and on third day they were sprayed with lactofen at
recommended rate for this crop, equivalent to 0.7 L.ha?. Afterwards, leaflets were
harvested at 24, 48, 72, 96 e 120 h after application of lactofen (HAAL) in order to quantify
the activity assay of glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and peroxidase (POD) antioxidant enzymes. NO was able to scavenge
ERMO generated by lactofen herbicide action, which lead to a decrease in the available
substrate for antioxidant enzymes SOD, CAT and POD, which are essential in protecting

plants under oxidative stress situations, as well as the absence of GST induction by H,0,.
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INTRODUCAO

Uma grande variedade de estresses abidticos incluindo seca, salinidade, radiagédo
ultravioleta, poluentes atmosféricos e metais pesados causam danos moleculares as
plantas, direta ou indiretamente pela formacédo de espécies reativas do metabolismo do
oxigénio — ERMO (Laspina et al., 2005).

O estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, incluindo os vegetais, é resultante de
uma superproducdo das ERMO, tais como radicais superéxido (O,*), radicais hidroxila
(OH*), peréxido de hidrogénio (H,0.) e oxigénio singleto (*O,). Estas ERMO sdo capazes
de alterar quimicamente as principais classes de biomoléculas, causando mudancas
estruturais e funcionais em lipidios, proteinas, clorofilas e acidos nucléicos (Scandalios,
1993; Smirnoff, 1993; Thérond et al., 2000). Dentre estas alteracdes podem-se destacar
guebra das clorofilas, fragmentacdo do DNA, extravasamento ionico, peroxidacdo de
lipidios e, finalmente, morte celular (Dodge, 1994).

Alguns herbicidas também produzem estresse oxidativo. Desta forma, o lactofen
[1’(carboetoxi)etil 5-(2-cloro-4-(trifluoro-metil)fenoxi)-2-nitrobenzoato], herbicida do grupo
quimico dos difenil-éteres, atua na inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase (Protox)
(Vidal, 1997; Rodrigues & Almeida, 1998). Como consequéncia, ocorre quebra de
ligacOes eletroliticas, diminuicdo da producdo de ascorbato e glutationa, bem como da
atividade das enzimas da rota de sintese de clorofila (Merotto Junior & Vidal, 2001).
Paralelamente a esses processos, ocorre 0 surgimento de gotas lipidicas nos cloroplastos
provenientes da peroxidac@o de lipidios das membranas (Devine et al., 1993). Devido a
estas alteracbes moleculares, a evolugdo dos efeitos tem como conseqiéncia uma
excessiva producdo de ERMO, além de diminui¢cdo dos teores de clorofila e carotendides
(Merotto Junior & Vidal, 2001).

As plantas, porém, apresentam um sistema de defesa antioxidante, responsavel
pela eliminacdo das ERMO, que confere protecao contra o estresse oxidativo. Tal sistema
€ composto por enzimas como por exemplo peroxidases (POD), glutationa S-transferases
(GST), glutationa redutase (GR), superéxido dismutases (SOD) e catalase (CAT), além de
compostos ndo-enzimaticos, como glutationa (GSH), carotendides, ascorbato, a—tocoferol

e flavondides, entre outros (Foyer et al., 1994, Laspina et al., 2005).



As glutationa S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) sao consideradas como enzimas
de desintoxicacdo, por metabolizarem uma ampla variedade de compostos exdégenos
toxicos, denominados “xenobioticos”. Assim, a GST promove a conjugacdo de tais
compostos ao tripeptideo glutationa (GSH, y-glutamil-cisteinil-glicina), produzindo
conjugados soluveis em agua destes compostos, com toxicidade reduzida (Jepson et al.,
1994; Marrs, 1996).

As superdxido dismutases (SODs, EC 1.15.1.1) sdo enzimas que catalisam a
dismutacdo do radical superoxido (O,*) em perdxido de hidrogénio (H.O,) e oxigénio
molecular (O;) (Chi Yu et al., 2005). Sado ubiquas nos organismos aerobicos e divididas
em trés classes, as Cu/Zn-SODs, encontradas no citosol e nos cloroplastos, as Fe-SODs,
nos cloroplastos, e as Mn-SODs, na matriz mitocondrial (Tsang et al., 1991).

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é considerada juntamente com as SODs como as
mais eficientes enzimas antioxidantes. Ambas as enzimas apresentam uma funcao
combinada, de modo que a CAT converte o H,O,, originado em fungcédo da atividade da
SOD, em H,0 e O, (Scandalios, 1993).

As peroxidases (POD, EC 1.11.1.7) possuem uma variedade de isoformas, que
usam diferentes redutores e estdo localizadas em diferentes compartimentos celulares
(Campa, 1991). Estas enzimas, além de desempenharem importante papel na biossintese
da parede celular, catalisam a reagéao entre um agente redutor e o H,O,, para produzir um
composto oxidado e agua (IUBMB, 2007).

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula altamente reativa e o fato de ser um radical
livre permite-lhe eliminar outros intermediarios reativos e assim finalizar reagdes
propagadas em cadeia (Kopyra & Gwo6zdz, 2003). Seu efeito protetor em combater o
estresse oxidativo pode se dar ou por atuar como um antioxidante, eliminando
diretamente as ERMO (Radi et al., 1991; Laspina et al., 2005), ou por atuar como uma
molécula sinalizadora, numa cascata de eventos, levando a mudancas de expressao
génica (Lamattina et al., 2003; Laspina et al., 2005). Enquanto que alguns autores
consideram o NO como um agente indutor de estresse (Leshem, 1996), outros
mencionam seu papel protetor contra o estresse oxidativo (Beligni & Lamattina, 1999a, b;
Hsu & Kao, 2004), dependendo de sua concentracado, tecido vegetal, idade da planta e

tipo de estresse.



Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do NO sobre a
atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD, CAT e POD, em plantas de soja tratadas

com lactofen.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi conduzido entre janeiro e fevereiro de 2005 em casa de
vegetacao pertencente ao Departamento de Ciéncias Bioldgicas, situado na Faculdade de
Ciéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Bauru-SP, até a
realizacdo das coletas das plantas de soja. Posteriormente, as avaliagdes bioquimicas
foram realizadas no Laboratério de Xenobidticos, pertencente ao Departamento de

Quimica e Bioquimica, no Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu-SP.

Material vegetal

No presente experimento foram utilizadas sementes de soja (Glycine max L. Merril)
cv. Pintado. Doze sementes foram colocadas para germinar em vasos de 8 L de
capacidade preenchidos com substrato da marca Rendimax Floreiras®, de seguinte
composicao: a) em porcentagem na matéria seca: 1,08 de N; 0,40 de P,0s; 0,21 de K;0O;
14,00 de umidade; 58,00 de matéria organica; 32,23 de C; 0,59 de Ca; 1,04 de Mg; 0,25
de S; b) em mg.kg™ de matéria seca: 240 de Na; 54 de Cu; 8150 de Fe; 88 de Mn e 112
de Zn. A relagdo C/N correspondeu a 29/1, enquanto que o pH (CacCl,) foi de 4,94. Os
vasos foram mantidos em casa de vegetacdo a temperatura entre 31 - 35°C e com

umidade relativa igual a 52,8%.

Delineamento experimental

Os vasos foram distribuidos inteiramente ao acaso, em esquema fatorial quatro x
cinco, isto é, quatro doses de nitroprussiato de sédio (SNP) x cinco épocas de coleta, com

guatro repeticoes, num total de 80 vasos. As doses de SNP, utilizado como doador de



NO, foram equivalentes a 0, 50, 100 e 200 umol.L™*. As épocas de coleta corresponderam
as 24, 48, 72, 96 e 120 h apés a aplicacdo de lactofen (HAAL).

Aplicacbes das doses de SNP e lactofen

Os tratamentos das plantas de soja foram realizados quando estas encontravam-se
no estadio fenolégico V3. As plantas foram pulverizadas com as doses de SNP acima
mencionadas por dois dias consecutivos, a um intervalo de 24 h. Aquelas ndo tratadas
com SNP (0 umol.L™") receberam aplicagéio de agua destilada. No terceiro dia, ap6s 24 h
da ultima aplicacdo de SNP, todas as plantas receberam a aplicacédo de lactofen na dose
recomendada para a cultura de soja, equivalente a 0,7 L.ha. Para tais procedimentos,
utilizou-se um pulverizador manual com capacidade de 250 mL, cuja vazao correspondeu

a6,3mLs?

Coletas

Padronizou-se como amostragem os foliolos laterais adultos das folhas
trifolioladas. Cada amostra coletada correspondeu a duas laminas foliares, de cujo par se
registrou a matéria fresca. Em seguida, as amostras foram embaladas em sacos plasticos
e em papel aluminio, sendo posteriormente congeladas em gelo seco e armazenadas em

freezer a -80°C para as posteriores avalia¢cdes bioquimicas.

Obtencéao dos extratos enzimaticos

Os extratos enzimaticos foram obtidos conforme o método descrito por Ekler et al.
(1993). As amostras foram homogeneizadas com a utilizacdo de almofariz gelado, em 5
mL de tamp&o gelado TRIS-HCI 0,2 mol.L™ pH 7,8 contendo 1 mmol.L™* de EDTA e 7,5%
(peso.volume™) de polivinilpolipirrolidona e uma pequena quantidade de areia
previamente lavada e esterilizada. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante obtido de cada amostra foi coletado e armazenado em
freezer a -20°C para posterior determinacéo da atividade das enzimas GST, SOD, CAT e

POD, bem como dos teores de proteinas soluveis.



Determinacdes enzimaticas

A atividade da GST foi determinada de acordo com o método descrito por Wu et
al. (1996). O sistema de reacdo foi composto de 30 uL de extrato enzimatico, tampao
fosfato de potassio 100 mmol.L™ pH 6,9, glutationa reduzida (GSH) 3,3 mmol.L™ e 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 30 mmol.LY, num volume final de 3,03 mL. A reacao foi
conduzida a 25°C durante 30 minutos. A utilizacdo de CDNB simula a presenca de
compostos sintéticos, como herbicidas (Figura 1). A absorbancia do conjugado GSH-
CDNB foi medida em espectrofotdmetro UV-visivel a 340 nm. Para os célculos, utilizou-se
o coeficiente de extingdo molar do conjugado, igual a 10 mmol.L .cm™ (Mannervik &
Guthenberg, 1981). A atividade da enzima foi expressa em nmol de
GSH-CDNB.min.mg™ de proteina.

Para a determinacdo da atividade da CAT, o sistema de reagdo, mantido a 20°C
por 60 segundos, foi composto de 50 uL de extrato enziméatico, tampéao fosfato de sédio
0,05 mol.L™ pH 7,0 contendo 1 mmol.L™ de EDTA e H,0, 20 mmol.L™}, num volume final
de 1 mL. Apds leituras de absorbancia a 240 nm, utilizou-se para os célculos o coeficiente
de extingdo molar do H,0; (39,4 mmol.L™ .cm™). A atividade da enzima foi expressa em
nmol de H.O, consumido.min™.mg™ proteina (Bor et al., 2003).

Para a determinacdo da atividade da SOD, seguiu-se o método de Bor et al.
(2003). O sistema de reacéo foi composto de 30 pL de extrato enzimatico, tampéo fosfato
de sédio 50 mmol.L™ pH 7,8, mistura “nitroblue tetrazolium” (NBT) 33 umol.L™* + EDTA
0,66 mmol.L™" (5:4) e mistura L-metionina 10 mmol.L™ + riboflavina 3,3 mol.L™* (1:1),
totalizando um volume de 3,0 mL. Apds iluminacdo dos tubos por dez minutos a 25°C, a
reducdo do NBT a “blue formazan” foi medida por leituras de absorbancia em
espectrofotdmetro UV-visivel a 560 nm. A atividade da SOD foi expressa em U.mg™ de
proteina. Neste caso, uma unidade (U) representa a quantidade de enzima necesséria
para inibir em 50% a raz&o de reducao do NBT.

A atividade da POD foi determinada de acordo com as condi¢gbes citadas no
trabalho de Teisseire & Guy (2000). O sistema de reacdo foi composto de 30 uL de
extrato enzimatico diluido (1:10 em tampéao de extragdo), tampao fosfato de potassio 50
mmol.L'* pH 6,5, pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L™ e peréxido de hidrogénio
(H202) 5 mmol.L?, totalizando um volume de 1,0 mL. A reacdo foi conduzida a
temperatura ambiente por 5 minutos. A formacdo de purpurogalina foi medida em

espectrofotdmetro UV-visivel a 430 nm e seu coeficiente de extingio molar



(2,5 mmol.L™.cm™) foi usado para calcular a atividade especifica da enzima, expressa em

umol de purpurogalina.min™.mg™ de proteina.

Quantificacao dos teores de proteinas sollveis

Os teores de proteinas sollveis dos extratos enzimaticos, necessarios para o
calculo da atividade especifica das enzimas estudadas, foram quantificados pelo método
de Bradford (1976). Leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdbmetro UV-

visivel a 595 nm, utilizando-se caseina como proteina de referéncia.

Andlise estatistica dos resultados

Todos os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, pelo teste F,
a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional SAS. Em seguida,
modelos de regressao polinomial foram construidos, quando verificada interacdo
significativa entre doses de SNP (umol.L™) + lactofen (0,7 L.ha™) x HAAL. Nas épocas de
coleta onde tal interacdo ndo foi observada, somente os pontos foram plotados nos

graficos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversas condicbes de estresse, tais como a utilizacdo de herbicidas, podem
promover nas plantas elevada producdo de ERMO, acarretando em estresse oxidativo
(Scandalios, 1993; Smirnoff, 1993; Thérond et al., 2000; Couée et al., 2006). Como
consequéncia, as ERMO podem causar peroxidacao de lipidios, modificagbes protéicas,
rompimento das cadeias de DNA, destruicdo de clorofilas e extravasamento idnico, entre
outras alteracbes, de modo que tais eventos podem culminar com a morte celular
(Halliwell & Gutteridge, 1984; Baker & Orlandi, 1995; Giardi et al., 1997; Beligni &
Lamattina, 1999b).

Porém, as plantas possuem enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e POD
(Elstner, 1982; Winston, 1990; Smirnoff, 1993; Sies, 1997; Radetski et al., 2000). Além
destas, as GSTs catalisam a conjugacdo de compostos eletrofilicos sintéticos com o
tripeptideo glutationa (y-glutamil-cisteinil-glicina, GSH) e os produtos S-glutationilados
polares formados sdo entdo ativamente removidos do citosol por transportadores ligados

ao ATP, sendo exportados das células, no caso dos animais, ou importados para 0s



vacuolos das plantas, antes de serem posteriormente metabolizados (Sanchez-Fernandez
et al., 2001).

Por pertencerem ao sistema de defesa de protecdo das plantas, as GSTs atuam na
metabolizagdo dos xenobibticos, como lactofen em soja (Remaeh, 2004), oxyfluorfen em
células de soja (Knorzer et al., 1996) e plantas de trigo (Cataneo et al., 2002), glyphosate
(Cataneo et al., 2003) e atrazine (Nemat Alla & Hassan, 2006) em plantas de milho.

No presente trabalho, observou-se interacdo significativa entre doses de SNP +
lactofen x HAAL em relagéo a atividade da GST e das enzimas antioxidantes SOD, CAT e
POD (Tabela 1).

Tabela 1. Analise de variancia referente as atividades da GST, SOD, CAT e POD em
plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP, seguido de lactofen (X), em

cinco épocas de coleta (Y).

variaveis interacao F Pr>F CV%
GST X*Y 17,59 <0,0001* 12,59
SOD X*Y 35,92 <0,0001* 11,34
CAT X*Y 10,57 <0,0001* 23,27
POD X*Y 87,21 <0,0001* 10,89

*Significativo a 5% de probabilidade.

A atividade da GST foi maior nas plantas de soja tratadas somente com o lactofen,
em comparacdo com as que receberam pré-tratamento com SNP, exceto na primeira
avaliacdo realizada, as 24 HAAL (Figura 1). As plantas pré-tratadas com 50 umol.L™* de
SNP apresentaram aumento linear de atividade da enzima ao longo do tempo, enquanto
que naquelas pré-tratadas com a maior dose (200 pmol.L™") houve um decréscimo dessa
atividade apds 24 HAAL.

Para nosso conhecimento, ndo existem relatos da acdo de NO sobre a atividade de
GST em plantas submetidas ao tratamento com herbicidas. Porém, estudos demonstram
gue o NO promove a expressao génica da GST em plantas de soja (Delledone et al.,
1998) e tabaco (Durner et al., 1998) expostas a presenca de patdogenos. A GST também
pode sofrer um aumento de sua expressao génica na presenca de H,O,, fato observado
por Desikan et al. (1998) em células de Arabidopsis, e por Levine et al. (1994) em plantas

de soja.



Assim, no presente estudo, o fato de as plantas pré-tratadas com SNP terem
apresentado menor atividade da GST, principalmente naquelas que receberam a maior
dose (200 umol.L™?), pode ter sido decorrente da acéo antioxidante do NO na eliminacéo

do H,0O, gerado em consequéncia da acao do lactofen.
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Figura 1. Atividade da GST (nmol de GSH-CDNB.min™*.mg™ proteina) em plantas de soja
pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 pmol.L™"), seguido de
lactofen (0,7 L.ha'l), as 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Na auséncia de SNP e no pré-
tratamento com 100 umol.L™*, ndo houve interacdo significativa entre doses de SNP +
lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade — sem ajuste. Médias de quatro repeticdes.

HAAL: horas apoés aplicacao de lactofen.

A SOD é uma enzima participante da eliminacao de radicais O,™* formados em
plantas expostas a agentes oxidantes (Bowler et al., 1992; Scandalios, 1993). Trabalhos
relatam aumentos de atividade da SOD em plantas promovendo protecéo e tolerancia a
herbicidas. Como exemplos, lannelli et al. (1999) constataram que um aumento de
atividade da SOD promoveu resisténcia de plantas de milho ao paraquat, enquanto que
Nemat Alla & Hassan (2006) observaram aumentos de atividade da SOD em plantas de
milho hibrido 351 pulverizadas com atrazine. Remaeh (2004) também verificou aumento

de atividade da SOD em plantas de soja tratadas com lactofen.



No presente estudo, pode ser verificado que na auséncia do pré-tratamento das
plantas com SNP, maior atividade da SOD foi detectada nas avaliacdes iniciais com
estabilizacéo a partir das 72 HAAL (Figura 2). Foi detectado que nas primeiras avaliacfes
ocorreu maior atividade da SOD em decorréncia do aumento da dose de SNP. Porém,
este comportamento inverteu-se no transcorrer do tempo, onde na ultima avaliacao
realizada (120 HAAL) a atividade da SOD diminuiu em fungcdo do aumento da dose de
SNP.

Estudos mostram que, na presenca de NO ou de substancias doadoras, uma baixa
atividade da SOD, acompanhada de reducédo dos teores de lipoperoxidos e impedimento
da degradacdo de pigmentos fotossintéticos, indicam protecdo das plantas contra o
estresse oxidativo gerado em diferentes situagdes, como € o caso da presencga de cadmio
em plantas de girassol (Laspina et al., 2005). De maneira similar, Hung & Kao (2003)
observaram que o &acido abscisico (ABA) promoveu estresse oxidativo e senescéncia em
folhas de arroz, caracterizados pelo aumento dos teores de H,O, e de lipoperéxidos e
pelo aumento de atividade da SOD. Porém, quando as folhas foram expostas a presenca
de ABA e de N-tert-butil-a-fenilnitrona (PBN), substancia doadora de NO, houve uma
reducéo na atividade da SOD, dos teores de lipoperdxidos e de H,0,. E valido registrar o
trabalho de Caro & Puntarulo (1998), que observaram reducgdo na producdo de radicais
O2* em eixos embrionérios de soja na presenca de NO.

Baseado na literatura, € evidente que a diminui¢cdo da atividade da SOD detectada
no presente trabalho é devida a menor disponibilidade de substrato (O,*) como efeito da

acdo do NO, amenizando-se o0 estresse oxidativo gerado pelo lactofen.
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Figura 2. Atividade da SOD (U.mg* proteina) em plantas de soja pré-tratadas com
diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 umol.L™%), seguido de lactofen (0,7 L.ha™), as
24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Médias de quatro repeticbes. HAAL: horas apos aplicacdo de

lactofen.

A CAT também atua como antioxidante, por converter o H,O, em H,O e O;
(Scandalios, 1993). No presente trabalho, foi observado que as 24, 72 e 96 HAAL, as
plantas pré-tratadas com SNP apresentaram menor atividade da CAT (Figura 3). Quando
se aplicou SNP na dose de 100 umol.L"* em pré-tratamento, as plantas apresentaram
baixa atividade da CAT as 24 e 120 HAAL.



120

— y (A) = -0,0076x2 + 1,029x + 13,19185 Dose de SNP
z u R2=0,9063 (umol.L?t) +
*05J 100 - y () = 0,007975 - 0,91049x + 63,197 lactofen
2 R2=0,8444 (0,7 L.ha?)
o
o
€ 80 -
< *0
E ) m 50

: *
© 607 “ // 4100
£ n S L S - * % 200
o — A e x
> K m . —_
c
g 20}
S,
T

0
24 48 72 96 120

Horas apés aplicagé@o de lactofen (HAAL)

Figura 3. Atividade da CAT (nmol de H,O, consumido.min™.mg™ proteina) em plantas de
soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 pmol.L™}), seguido de
lactofen (0,7 L.ha™), as 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Na auséncia de SNP e no pré-
tratamento com 50 pmol.L™, ndo houve interacdo significativa entre doses de SNP +
lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade — sem ajuste. Médias de quatro repeticdes.

HAAL: horas apoés aplicacao de lactofen.

Como efeito isolado, observou-se um pico de atividade da CAT as 48 HAAL nas
plantas pré-tratadas com 50 pmol.L™ de SNP, periodo onde a atividade da SOD também
foi elevada. Tais resultados indicam a ag&do antioxidante conjunta da CAT e da SOD no
combate ao estresse oxidativo, de modo que a SOD converte o radical O,* em H,0,, que
posteriormente é hidrolisado pela CAT, produzindo H,O e O, (Halliwell & Gutteridge,
1990; Laspina et al., 2005).

De acordo com Polidoros & Scandalios (1999) a expressao génica da CAT em
milho pode ser inibida por baixas concentracdes de H,O, ou induzida por elevadas
concentracdes. Além disso, em folhas de arroz tratadas com acido abscisico (ABA), Hung
& Kao (2003) observaram aumentos concomitantes dos niveis de H,O, e da atividade da
CAT.

Estas informagfes permitem sugerir que no presente estudo a reducao de atividade

da CAT nas plantas pré-tratadas com SNP pode ter sido decorrente da menor producao



de H,0O,, como efeito do NO, 0 que reitera sua acao protetora nas plantas de soja pela
eliminacdo das ERMO geradas pelo lactofen.

Porém, foi detectado aumento de atividade da CAT nas plantas pré-tratadas com a
maior dose de SNP (200 pmol.L™") as 120 HAAL. Tal fato ndo era esperado, pois neste
periodo as plantas apresentaram baixas atividades das enzimas GST e SOD. Uma
possivel explicacéo seria que a CAT estaria removendo parte do H,O, gerado e ainda néo
eliminado por acdo do NO, contribuindo para a defesa antioxidante das plantas contra o
estresse oxidativo induzido pelo lactofen.

As PODs apresentam fungdo antioxidante nas células vegetais expostas a
condicbes de estresse por decomporem o H;O, produzido pela SOD, tendo acao
semelhante a da CAT (Bor et al., 2003). Pesquisas relatam aumentos de atividade da
POD em resposta a diferentes condicbes de estresses ambientais, como presenca de
0z6nio em folhas de Sedum album (Castillo et al., 1984), didxido de enxofre em plantas de
cevada (Navari-1zzo & 1zzo, 1994), elevada luminosidade em plantulas de trigo (Mishra et
al., 1995), baixas temperaturas e presenca de H,O, em plantulas de milho (Prasad et al.,
1994) e presenca do herbicida oxyfluorfen em células de soja (Knorzer et al., 1996).
Nesses casos, foi considerado que a POD desempenhou importante papel na eliminagéo
do H,0O; durante as referidas condigdes geradoras de estresse oxidativo.

Nos momentos iniciais da avaliacdo, até 72 HAAL, as plantas pré-tratadas com 50
umol.L* de SNP apresentaram aumento de atividade da POD, seguido de reducgéo nos
periodos posteriores, semelhante ao observado em relagédo as atividades da SOD e da
CAT (Figura 4).
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Figura 4. Atividade da POD (umol de purpurogalina.min*.mg™” proteina) em plantas de
soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 umol.L™), seguido de
lactofen (0,7 L.ha'l), as 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Na auséncia de SNP, nao houve
interacdo significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade —

sem ajuste. Médias de quatro repeticdes. HAAL: horas ap0s aplicagéo de lactofen.

Nas plantas pré-tratadas com as maiores doses de SNP (100 e 200 pumol.L™),
houve tendéncia a reducéo de atividade da POD com o decorrer do tempo. Similarmente,
Chi Yu et al. (2005) observaram auséncia de inducéo de atividade da POD em folhas de
arroz pré-tratadas com SNP sob estresse induzido pela presenca de cobre.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode ser concluido que em
plantas de soja, o0 NO apresenta capacidade de eliminacdo das ERMO geradas pela acéo
do herbicida lactofen, o que acarretou tanto diminuicdo de substrato disponivel para as
enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD, essenciais na protecdo das plantas em

situacdes indutoras de estresse oxidativo, como auséncia de indu¢édo da GST pelo H,0..
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