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“H4 momentos na vida em que sentimos tanto
a falta de alguém que o que mais queremos
¢ tirar esta pessoa de nossos sonhos
e abraca-la.

Sonhe com aquilo que vocé quiser.
Seja 0 que vocé quer ser,
porque vocé possui apenas uma vida
e nela so se tem uma chance
de fazer aquilo que se quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.
Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes
nio tém as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor
das oportunidades que aparecem
em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam.
Para aqueles que buscam e tentam sempre.
E para aqueles que reconhecem
a importancia das pessoas que passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante
¢ baseado num passado intensamente vivido.
Vocé so tera sucesso na vida
quando perdoar os erros
e as decepcoes do passado.

A vida é curta, mas as emocdes que podemos deixar
duram uma eternidade.
A vida nio ¢ de se brincar
porque um belo dia se morre.”

Clarice Lispector
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1. RESUMO

As espécies do géneEucalyptus apresentam notavel capacidade de
extracdo de agua e nutrientes, assimilacédo fotésisam e crescimento, permitindo seu cultivo
em ambientes considerados improprios para muitdgeolespécies. Além dos fatores
ambientais atuando adversamente no desempenhdati¢asp atualmente estas estdo sujeitas
aos efeitos das mudancas ambientais globais caupatis atividades antrépicas, tais como o
aumento na incidéncia da radiagéo ultravioleta-B\(HB) em consequéncia da destruicdo da
camada de ozoénio. Estudos recentes tém mostrada Rud/-B promove aumento no nivel
de espécies reativas de oxigénio (ERO), ocasionagsteesse oxidativo nas plantas.
Entretanto, as plantas apresentam um sistema esadebntra o estresse oxidativo, constituido
de enzimas antioxidantes, tais como superoxido Wese (SOD, EC 1.15.1.1) e peroxidase
(POD, EC 1.11.1.7), além de outros compostos, camiacianinas, carotendides e compostos
fendlicos, que impedem a formacgédo de ERO ou elimiaa j4 existentes. Ha algum tempo,
tem sido verificada em plantas a presenca de &xidico (NO), radical livre enddégeno que
possui a capacidade de controlar o nivel e a teglg das ERO. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi investigar o possivel efeito citoptotedo NO em plantas de eucalipto
(Eucalyptus urograndis) expostas a RUV-B. Assim, foi realizado um priroexperimento no
qual plantas de eucalipto foram expostas & RUV-Bbama (controle) e elevada incidéncia,

com o intuito de verificar se a radiacdo promovieesse oxidativo nesta espéckaram



realizadas coletas de Iaminas foliares aos cirenedjuinze dias apds o inicio da exposicao a
RUV-B para posterior determinacao do nivel de pidanéo lipidica. A exposicdo por 15 dias
a RUV-B aumentou os teores de lipoperéxidos nasasdé eucalipto devido a ocorréncia do
estresse oxidativo. De acordo com esse resultadmfauzido um segundo experimento no
qgual plantas de eucalipto foram pulverizadas camopiussiato de sédio (SNP), doador de
NO, em doses parceladas por 3 dias consecutivadizemdo 120pmol L, enquanto as
plantas controle receberam tratamento com d&ggaiido pela exposicdo a RUV-B em baixa e
alta incidéncia por 15 dias. Foram coletadas folmas sete e quinze dias apds o inicio da
exposicdo a RUV-B e realizadas determinacdes dadaates das enzimas SOD e POD, dos
teores de compostos fendlicos e de antocianinaquamatificacdo de indicadores de estresse
oxidativo, como teores de lipoperdxidos e de pigoeifotossintéticos (clorofila, b, total e
carotendides). A RUV-B promoveu aumento na atividdds enzimas antioxidantes SOD e
POD, no nivel de peroxidacao lipidica e nos tedeepigmentos fotossintéticos. O tratamento
das mudas de eucalipto com SNP promoveu aumentotedwes de antocianinas e de
carotenoides e também interagiu com a RUV-B elevamdeor de compostos fendlicos e
atenuando o nivel de peroxidacgéo lipidica. Portantdilizacdo de NO na eucaliptocultura
pode ser considerada uma maneira de reducédo dsssixidativo gerado pela exposicdo a
RUV-B.



INTERACTION BETWEEN ULTRAVIOLET-B RADIATION STRESSAND NITRIC
OXIDE IN EUCALYPTUS PLANTS. Botucatu, 2009. 76p. 93ertacdo (Mestrado em
Ciéncia Florestal) — Faculdade de Ciéncias AgronasjiUniversidade Estadual Paulista.
Author: NATALIA CORNIANI

Advisor: ANA CATARINA CATANEO

Co-advisor: INES CECHIN

2. SUMMARY

The species of the genkEscalyptus present notable capacity to extract
water and nutrients, photosynthetic assimilatiod growth, allowing cultivation in ambient
considered inappropriate for many other speciesidgs the environmental factors acting
adversely in the performance of the plants, nowadhgy are subject to the effects of the
global environmental changes caused by human @esivisuch as the increase in the
incidence of the ultraviolet-B radiation (UV-B) aonsequence of the ozone layer destruction.
Recent studies show that UV- B radiation promoteseiase in the level of reactive oxygen
species (ROS), causing oxidative stress in plddtsvever, plants have a defence system
against oxidative stress, constituted of antioxidamzymes, such as, superoxide dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), peroxidase (POD, EC 1.11.1afg others compounds, such as
anthocyanins, carotenoids and phenolic compoutdd, &void ROS formation or eliminate
the already existenf'here has been long, it was notided presence of nitric oxide (NO) in
plants, endogenous free radical able to controR®& level and toxicity. Therefore, the aim
of this work was to investigate the possible cittpctor effect of the NO in eucalyptus
(Eucalyptus urograndis) plants subjected to UV-B radiation. So, a firsperiment was setup
in which plants of eucalyptus were subjected toatazh in low (control) and high incidence
of UV-B, to verify if UV-B radiation promotes oxidiae stress in this specie. Leaves were
collected at five, ten and fifteen days after tlegibning of exposure to UV-B for subsequent

evaluation of the level of lipid peroxidation. Exquoe for 15 days to RUV-B increased the



lipoperoxide content in the eucalyptus seedlings thuthe occurrence of oxidative stress.
According to this result it was setup a second edrpent in which plants of eucalyptus were
sprayed with sodium nitroprusside (SNP), NO dorfor three consecutive days, totaling 120
umol L™, while the control plants were sprayed with watelipwed by exposure to UV-B
radiation in low and high incidence. Leaves werkected at seven and fifteen days after the
beginning of exposure to UV-B and accomplished rdeitgations of the activities of the
enzymes SOD and POD, of phenolic compounds contehtanthocyanins and the
guantification of oxidative stress indicators, &soperoxides content and photosynthetic
pigments (chlorophylh, b, total and carotenoids) were done. UV-B inducestdase in the
activity of the antioxidant enzymes SOD and PODtha level of lipid peroxidation and in
photosynthetic pigment contents. The treatment h&f eucalyptus seedlings with SNP
promoted increase in the content of anthocyanidscanotenoids. Furthermore, NO interacted
with UV-B as a consequence it increased the phegolinpounds content and alleviated lipid
peroxidation. Therefore, the use of NO in the eyutals culture can be considered as a way of

alleviating the oxidative stress generated by #posure to UV-B radiation.

Keywords: superoxide dismutase, peroxidase, lipoperoxidesptoglinthetic pigments,

phenolic compounds, anthocyani&sicalyptus urograndis.



3. INTRODUCAO

As arvores possuem um papel fundamental no ambientestre,
fornecendo matéria prima e ajudando na conservdgdnimeros recursos haturais que sao
essenciais a vida. A madeira, material encontradicamente nos vegetais superiores,
constitui-se no quinto maior produto comercial danoo devido sua enorme gama de
utilizacdes, como por exemplo, producdo de comistpapel e celulose, construcao civil e
muitos outros. Além de seu alto valor econémico s&i@ode negar os efeitos ambientais da
utilizacdo das florestas plantadas, como por exeropsequestro de carbono, reduzindo o
efeito estufa e até mesmo a contribuicdo estétsadavores a paisagem natural (LI et al.,
2006).

Dentre as espécies fornecedoras de madeira, Bscdlyptus, arvores
tropicais de extraordinario crescimento, mereceamdg destaque por apresentarem excelente
potencial para producdo de madeira em funcdo dedsumsidade, adaptabilidade, alta
produtividade e caracteristicas fisico-mecéanicas gprmitem serem utilizadas para diversos
fins (GONZALEZ et al., 2002).

Sob condi¢bes de campo, as plantas estdo freqUemterexpostas a
inUmeras variaveis ambientais que podem atuar sawvemte em seu desempenho.
Atualmente as plantas também estdo sujeitas adssefias mudancas ambientais globais

causadas pelas atividades antrOpicas, tais comanterdo na incidéncia da radiacao



ultravioleta (RUV) em consequéncia da destruicdo cdanada de ozo6nio. A radiagédo
ultravioleta tem sido considerada potencialmentadma de estresse oxidativo em plantas,
principalmente na faixa de 280-320 nm, o que cpoede a radiacdo tipo UV-B (RUV-B)
(BLUMTHALER & AMBACK, 1990). A reducdo da camada dednio conduziu a um
consequente aumento desse tipo de radiacdo sebpedicie terrestre (SAHAI et al., 2000).

O estresse oxidativo é gerado pelo aumento dagiespéativas de
oxigénio (ERO) (STRATMANN, 2003). Fatores como heidas, poluicdo ambiental,
estresse hidrico ou salino, além de radiagéo, naasenento de ERO (FOYER et al., 1997;
PRASAD et al., 1999; TSUGANE et al., 1999; GEOFFRétYal., 2002; MITTLER, 2002).
Quando presente em quantidades relativamente bax&R0O e especialmente o perédxido de
hidrogénio (HO;) podem agir como sinais para a ativacdo de rempat defesa contra
estresse (LEVINE et al., 1994; LOW & MERIDA, 199fprém, quando em quantidades mais
elevadas causam severa injuria, decorrente datelgsagdo de clorofila, fragmentacdo do
DNA, extravasamento de ions, peroxidacao de lipididfinalmente, morte celular (DODGE,
1994). As plantas apresentam um sistema de dedesa © estresse oxidativo, constituido de
enzimas antioxidantes, tais como, superéxido diagauf{SOD, EC 1.15.1.1) e peroxidase
(POD, EC 1.11.1.7), bem como de compostos comdatidd antioxidante podendo-se citar
carotenoides, antocianinas e compostos fendlices dgi modo geral, metabolizam as ERO
formadas sob situacdes de estresse (NOCTOR & FOYEH; SELOTE et al., 2004).

Nos Uultimos anos tem sido investigado o potencial alguns
compostos quimicos, por exemplo, o 6xido nitric@jNna protecdo de plantas expostas a
fatores de estresse de natureza biotica e/ou ehid@® NO é um radical livre enddgeno
formado numa variedade de tipos celulares e padeossiderado, entre outras funcdes, como
um citoprotetor (BELIGNI & LAMATTINA, 1999c). A cibprotecdo estd baseada na
capacidade do NO em regular o nivel e a toxicidads ERO (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1984). Assim, o NO pode exercer acamgbora contra o estresse oxidativo
provocado pelo aumento da concentracdo de radiopieroxido, peréxido de hidrogénio e
peréxidos alquilas (WINK et al., 1995).

O objetivo do presente trabalho foi investigar sgieel efeito protetor
do NO contra o estresse oxidativo em plantas dalipt@ expostas a RUV-B. Neste sentido &

de extrema importancia a determinacdo da ativid#ake enzimas antioxidantes (SOD) e



(POD), bem como a quantificacdo dos teores de cstopdendlicos totais e antocianinas.
Além da determinacdo destes parametros bioguimiaogjuantificacdo dos teores de
lipoperéxidos e de pigmentos fotossintéticos ctuesti-se em um importante meio de
deteccéo do nivel de estresse oxidativo geradplaatas.

Assim, este trabalho pode fornecer informacgdesesalpossibilidade
da utilizacdo do NO em eucalipto, ainda na fasepdwlucdo de mudas em estufa,
anteriormente ao plantio no campo, como medidaenmtexa contra 0 estresse oxidativo
induzido pela RUV-B. Além disso, esta pesquisa d@dsiode servir como subsidio para
pesquisas relacionadas ao melhoramento genéticeemoinnal, na biotecnologia e em
estudos de identificacdo de resisténcia desta iesji@estal a RUV-B.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A cultura deEucalyptus

4.1.1 O génerdeucalyptus

O género foi denominad&ucalyptus por L'Heritier em 1788. Esta
palavra deriva do gregaeu (= bem) ekalipto (= cobrir), em alusdo a estrutura globular
arredondada de seu fruto que protege as semestepi@testejam totalmente desenvolvidas
(GUENTHER, 1977). O eucalipto possui como centroodgem a Austrélia, onde cobre
praticamente 90% da area do pais, e regides préxdmao Timor, Indonésia, Papua Nova
Guiné e sul das Filipinas (PRYOR et al., 1995).

Pertencente a familia Myrtaceae, que concentraegit®s volateis nas
folhas, contém cerca de 100 géneros distribuidogquins os continentes, com excecao da
Antéartida e com predominancia nas regides tropieaabtropicais da América e Australia, o
género Eucalyptus engloba cerca de 700 espécies além de muitas pgdies e hibridos
naturais, que podem ser encontrados desde a fatmatiga até arvores de grande porte.
Apresenta uma ampla plasticidade e dispersdo nmundescendo satisfatoriamente em
diferentes situacdes edafoclimaticas, extrapolampmlas das regides de origem (SANTOS et
al., 2001).



Pryor & Johnson (1971), dividiram o génekiucalyptus em 7
subgéneros: Corymbia, Blakella, Eudesmia, Ganbaea, Idiogenes, Monocalyptus e
Symphyomyrtus. RecentementeCorymbia e Blakella foram formalmente separadesn um
novo género denominadcorymbia.

As espécies do géneEucalyptus sdo mondicas e apresentam ampla
faixa de padrbes de cruzamento, desde autofecumdegdsada por cleistogamia, até
fecundacdo cruzada obrigatéria, devido a autoinedirijdade, macho esterilidade ou
esterilidade feminina (GONZALEZ et al., 2002). Alipizaco € principalmente entomofilica
e as abelhasApis mellifera L.) sdo os principais polinizadores, podendo @orambém a
polinizacdo pelo vento e por passaros (SAMPSON,e1395).

O géneroEucalyptus é utilizado como matéria-prima na producao de
celulose, papel, chapa de fibras, madeira serradaeis, painéis e 6leos essenciais. Outras
vantagens adicionais sdo a protecdo do solo centsbes, capacidade de captacdo de CO
geracdo de energia (carvdo e lenha), tanino (camtin do couro) e mel (visando a
polinizacdo). Com isso, &ucalyptus pode ser uma fonte de riqueza econdmica e social,
gerando empregos diretos e indiretos (SILVA, 2005).

4.1.2 Histoérico

Historiadores mencionam que, por volta de 1774,ucalgto foi
introduzido na Europa por Antdnio Guichenot e, efi8l foi descrito pela primeira vez pelo
botanico francés L’'Héritier de Brutelle, no Sertulmglicum, em Paris, valendo-se do
material recolhido em expedi¢fes no territorio &listno. Até a metade do século XIX o
eucalipto figurou apenas em cole¢fes de algunggatbtanicos, sem nenhuma importancia
comercial. Na india, os primeiros plantios ocomer@m 1843 e, por volta de 1856, ja havia
plantacbes de eucaliptos bem desenvolvidas. Osepads ensaios na Europa visando a
producdo comercial datam de 1854, principalmenta Eacalyptus globulus, plantado em
Portugal pelo Bardo de Massarellos e por J. M. Bogée Almeida. Em 1863 foi introduzido
na Espanha e em 1869 na Itdlia (O EUCALIPTO, 2001).
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Na Ameérica do Sul, o Chile provavelmente foi o mira pais a
introduzir o eucalipto em 1823, recebendo as sessad# um navio inglés. A Argentina teria
introduzido o eucalipto em seu pais em 1865, atral@ Presidente Garcia Moreno e no
Uruguai, as primeiras sementes de eucalipto foem@hidas em 1853. E dificil se determinar,
com seguranca, a data de introducdo do eucaliptBrasil. Acredita-se que os exemplares
mais antigos encontrados no pais sejanEdealyptus robusta e Eucalyptus tereticornis,
plantados pelo Imperador D. Pedro | no Jardim BotAdo Rio de Janeiro, em 1825 (O
EUCALIPTO, 2001). No Rio Grande do Sul, as primeiraudas foram plantadas em 1868,
por Frederico de Albuquerque (FERREIRA & SANTOS97Pe, no mesmo ano, também
foram plantados alguns exemplares na Quinta daVvigta, Rio de Janeiro. Até o principio do
século XX, o eucalipto foi plantado para fins oreatais e também para uso como quebra-
vento. Com o objetivo de realizar pesquisas, olguodoi introduzido sistematicamente no
Brasil em 1903 por Edmundo Navarro de Andrade,trplsalhava na Companhia Paulista de
Estradas de Ferro. Ele iniciou o cultivo e o estddaespécies de eucalipto visando utilizar a
madeira para alimentar as caldeiras das locomotraguzir moirbes para ferrovias e postes
para eletrificacdo e também introduziu um numertraexdinario de espécies no Horto
Florestal de Rio Claro, constituindo um dos maisgletos bancos de germoplasma do pais
(LIMA, 1993).

No Brasil o eucalipto foi adotado gradativamentancoespécie
alternativa para o suprimento de madeira, prinoipate como combustivel nas formas de
lenha e carvao, em funcdo do escasseamento das maditeas. Até 1966, as estimativas sédo
de uma area total plantada de, aproximadamentemlO@ectares. Neste periodo o governo
federal estabeleceu o programa de incentivos §isedim de atender a crescente demanda de
uma incipiente, porém agressiva industria baseadatitizacdo de madeira como matéria-
prima, principalmente nas regifes sul e sudestequess ja estavam naquela época,
completamente destituidas de cobertura florestairala Em 1973, a area total plantada no
pais tinha ultrapassado a cifra de 1 milhdo deahesta maior area plantada com eucalipto em
todo 0 mundo, mais do que o dobro da area plamatasegundo colocado, a india (FAO,
2008).
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4.1.3 Importancia econémica

Estimativas da area global reflorestada com euoadipontam para 18
milhdes de hectares (ha). Ha grandes éareas deioplaat Asia tropical, concentradas
principalmente na india, com cerca de 8 milhdeBajeeomo também na América do Sul, com
aproximadamente 10 milhfes de ha. A estatisticaosirchda pelo Brasil, onde ha
aproximadamente 3,7 milhdes de ha reflorestadoseraralipto (ABRAF, 2008). Além disso,
plantios expressivos sdo encontrados em paiseknue temperado, incluindo China, Chile,
Africa do Sul, Portugal e Espanha.

No Brasil, o eucalipto tem sido extensivamentezaiilo em plantios
florestais, por diversas razdes: pela grande pidatie do género, devido a diversidade de
espécies adaptadas a diferentes condi¢Oes de elgold; pela elevada producédo de sementes
e facilidade de propagacdo vegetativa; pelas @fafitas silviculturais desejaveis, como
rapido crescimento e produtividade; em funcdo dthonamento genético e pela adequacéo
aos mais diferentes usos industriais, com amplisagée no mercado (SILVA, 2005).

As espécies mais plantadas no Brasil BAgrandis, E. saligna, E.
urophylla e E. dunnii. No entanto, da area total plantada com eucalipto Brasil,
aproximadamente 50% é ocupada por algum tipo dedbifBRACELPA, 2008). A
hibridacdo interespecifica tornou-se a forma masda e eficiente de obtencdo de ganhos
genéticos no melhoramento de espécieSutal yptus, com reflexos diretos e significativos na
industria florestal, uma vez que a grande divedgdaterespecifica deste género facilita a
busca de combinacdes desejaveis nos programas deoramento. A busca de
complementaridade nas caracteristicas tecnologieasnadeira, a tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, bem como a manifestacdo derdse foram verificadas em varios
cruzamentos hibridos, como por exemplo, no hibimderespecificoEucalyptus urograndis
(E. grandis x E. urophylla) (ASSIS & MAFIA, 2007).

E. urophylla e E. grandis sdo espécies de maior interesse para a
eucaliptocultura no Brasil, sendo utilizadas pardéalaricacdo de celulose, chapas duras,
producdo de carvao e outros fins.BEOurophylla possui ampla capacidade de adaptacédo a
diversas condicbes de ambientes tropicais, aliadaleddncia ao patdogenGyphonectria

cubensis, causador do cancro do eucalipto (SANTOS et &901L Ja oE. grandis pode
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alcancar producées de 50-6C ' ano em condicdes favoraveis; tem idade de colheita
menor e esta adaptado ao clima quente e imido (MBAIBAD, 2001). Estas duas espécies
foram utilizadas para a constituicdo do hibriderespecificcE. urograndis, possibilitando a
unido das caracteristicas mais desejaveis de aasbaspécies. Assim, este hibrido passou a
ser o mais cultivado no territorio nacional (ABRAI®08).

O eucalipto é cultivado para os mais diversos tais,como producéo
de papel, celulose, lenha, carvao, aglomeradoars®ridleos para industrias farmacéuticas,
mel, ornamentagdo e quebra-vento. H& potencialdossistema agroflorestal para garantir
melhor aproveitamento das areas utilizadas na pé&mdde eucalipto com outras diferentes
culturas, a exemplo de soja, feijdo, mandioca endoien, além de pastagens. De acordo com
0 anuario estatistico da Associacdo BrasileirardeWRores de Florestas Plantadas (ABRAF,
2008) a area com eucalipto das suas associadasggorento industrial, em 2007 foi 72%
para industria de papel e celulose, 22% para sigiara 5% para painéis reconstituidos.

A éarea de florestas plantadas com eucalipto noilBxas 2007 foi de
3.751.867 ha representando um crescimento de ZDR& &m relacdo ao ano de 2006. Desse
total, o Estado de Minas Gerais contribui com 1965 ha, seguido do Estado de Sao Paulo
com 813.372 ha e do Estado da Bahia com 550.1ZFigara 1). O sistema agroindustrial
florestal no segmento de florestas plantadas eri gétou aproximadamente 4,6 milhdes de
empregos diretos e indiretos. A exportacéo de posdderivados de florestas plantadas em
2007 somou US$ 6,1 bilhdes, dos quais 70% forarlteedes do cultivo de eucalipto
(ABRAF, 2008).
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Eucalipto
® MG 28%
@ SP 2
@ BA15%
ES 6%

Qutros 29%

Total: 3.751.B67 ha

Figura 1 - Distribuicao das florestas plantadas de euaappt Estados em 2007 (ABRAF,
2008).

4.2 Radiacao ultravioleta-B

Todos o0s componentes da biosfera estdo expostoadiac@o
ultravioleta-B (RUV-B) sob intensidades que variemnforme o angulo solar e a espessura da
camada de 0zonio no local onde se encontram (JANSEN, 1998).

A camada estratosférica de 0z6nio € o principahiggatenuador da
radiacdo ultravioleta na atmosfera terrestre edaig@ desta camada, resultante da acéo
antrépica, conduziu a um consequente aumento da-BRW280-320 nm) incidente sobre a
superficie terrestre (BLUMTHALER & AMBACK, 1990, EMKE et al., 2000). Durante as
Ultimas décadas a comunidade cientifica e a po@olagm geral tém demonstrado
consideravel preocupacédo acerca da reducdo da aateadzonio (YAO & LIU, 2006). H&
abundantes evidéncias sobre a continua destrugsia damada em varias partes do mundo,
especialmente no polo Sul. Alguns autores, nos &@fs chamaram atencdo para a
possibilidade do buraco na camada de ozo6nio dartiddécausar perturbacées em latitudes
mais baixas. As primeiras evidéncias desta pogiblié foram apresentadas por Atkinson et

al. (1989) para Australia e Nova Zelandia. Pesgqloisss do Instituto Nacional de Pesquisas
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Espaciais (INPE) observaram reducdo desta cama&alndo Brasil (Santa Maria-RS; %)

em outubro de 1993, sendo que esta teve origemmartidla e devido a capacidade de
movimentacdo da massa de ar pobre em oz0Onio daoregiar para outras regides, causou
perturbacbes em baixas latitudes (KIRCHHOFF et1896). Posteriormente, pesquisadores
do INPE observaram reducdo de 3,5% na camada aéoocddrante o periodo de 1990-1997
quando comparada ao periodo de 1974-1979 em Caatitailista-SP, 223 (SAHAI et al.,
2000). Como consequéncia, os seres vivos das eegiéadas por esta destruicdo estdo sob
os danos causados pelo aumento na intensidade WeBRjlie atinge a superficie terrestre
(BLUMTHALER & AMBACK, 1990; ALEXIEVA et al., 2001).

O impacto da RUV-B no crescimento, desenvolvimeatajmulo de
biomassa e metabolismo dos vegetais tem sido tenestddos de varios grupos de pesquisa,
revelando consideravel variacao intra e intere§paana sensibilidade a RUV-B (KRUPA &
KICKERT, 1993; ROZEMA et al.,, 1997; DECKMYN & IMPES| 1999; TEVINI, 1999).
Algumas espécies ndo séo afetadas pela radiacB@tgula enquanto outras, aparentemente,
tém, por exemplo, sua taxa fotossintética aumen{d@INSON & DAY, 2002). Esta
sensibilidade diferencial € parcialmente explicaela habilidade das espécies em responder a
RUV-B por meio da indugdo de mecanismos de defes@éamente com aumento na
concentracdo de pigmentos e compostos protetoE2gIT, 1999; HIDEMA et al., 2001) e
também é influenciada pelo regime hidrico e estaddcional (BALAKUMAR et al., 1997;
MARK & TEVINI, 1997).

Estudos tém mostrado que a RUV-B promove aumentaivel de
ERO presentes em baixa concentracdo sob condigiesis de crescimento, ocasionando
estresse oxidativo (YAO & LIU, 2006; AGARWAL & SHAEEN, 2007; CECHIN et al.,
2008).

4.3 O Estresse Oxidativo em Plantas

As plantas, dada sua caracteristica de seres §eestio expostas a

uma grande variedade de estresses ambientais oeeanal seu metabolismo e

desenvolvimento, exibindo uma grande variedadesgpostas nos niveis molecular e celular
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(FLOWERS et al., 2000; ZHU, 2001). Uma alteracadaimé@ica importante para as plantas
em condicdes de estresse € 0 aumento da produ¢R@¢EAPEL & HIRT, 2004; FOYER &
NOCTOR, 2005).

O oxigénio molecular (& € pouco reativo, mas tem capacidade de
originar estados intermediarios excitados e altaenesativos durante sua reducdo #OH
sendo estes estados representados pelas ERO (SAAQBA1993). As principais formas de
ERO séo: radical superéxido {Q, peréxido de hidrogénio ¢g@,) e radical hidroxila (OR.

A aceitacdo de excesso de energia pela molécula gede levar adicionalmente a formacgéo
do oxigénio singleto 1()2), uma molécula altamente reativpe possui meia-vida de
aproximadamente 4-6 ps na agua e 100 pus em ansiedt®polares, podendo assim
transferir sua energia de excitacdo para outragoulas bioldégicas ou reagir com elas
formando ent&o hidroperéxidos ou endoperéxidopess/amente (VRANOVA et gl2002;
OP DEN CAMP et al., 2003).

O radical superoxido (£) € um radical livre moderadamente reativo,
com meia-vida de aproximadamente 2-4 ps. No entasse radical ndo pode atravessar as

membranas biolégicas e é prontamente dismutadeCa. Laso essa reagdo ndo ocorra, 0
. L, . . . L .~ 3 2+
radical superoxido pode reduzir quinonas e comleretalicos de transicdo de Fe cu’,

afetando portanto, a atividade de metaloenzimaga@isais hidroperoxilas (HQ, que s&o
formados a partir da protonogédo dg @m solucdes aquosas, podem atravessar as membranas
biolégicas e subtrair atomos de hidrogénio de &cidpaxos polinsaturados e de
hidroperéxidos de lipidios iniciando entdo, a péatagao lipidica (NEILL et al., 2002).

O perdxido de hidrogénio ¢&,) é moderadamente reativo, possuli
uma vida celular relativamente longa e pode atsaredistancias consideraveis a partir de seu
local de producdo (VRANOVA et al., 2002), e tambéem capacidade de difundir-se
livremente através das aquaporinas (HENZLER & STEBED2000). Tais caracteristicas
fazem desta ERO um importante sinalizador intrd@eldtendo um papel central em varias
vias (FOYER & NOCTOR, 2003). Entre os processosizittbs pelo HO, estdo a formacao
de ligacbes transversas na parede celular, o femitanestomatico, a expressao de genes
relacionados a uma grande variedade de respostaigrdais e a inducdo da atividade de

enzimas antioxidantes como catalase e peroxidBggI( et al., 2002).
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A mais reativa das ERO é o radical hidroxila (Didrmado a partir de
H,0, pelas reacdes de Haber-Weiss e de Fenton (Figucard a utilizacdo de catalisadores
metéalicos como o I'—“é(HALLIWELL & GUTTERRIDGE, 1989; CHANDRU et al., 2(R).
Este radical pode reagir potencialmente com todama@éculas bioldgicas. Como as células
nao possuem mecanismos enzimaticos para elimirsar espécie altamente reativa, a sua

producdo em excesso leva, por fim, a morte ce(MBANOVA et al., 2002).

Sequéncia da Reacéao de Fenton

Q+Fé¢" —» Q+F¢&

HO,+ F€" — > F& +O0H +OH

Reacéo de Haber-Weiss

H,O, + O, @+ OH + OH

Figura 2 —Esquema das reacdes de Fenton e Haber-Weiss.

Sob condi¢gbes normais de crescimento, as plantaseagam baixa
producédo celular de ERO as quais sdo proveniedisre outras fontes, de processos
ocorrentes nos cloroplastos e da respiracao mith@nDOUDICAN et al., 2005). Nessas
condicbes podem agir como sinais para a ativacaegjmstas de defesa contra o estresse
(LEVINE et al., 1994; LOW & MERIDA, 1996). Portantas ERO podem ser vistas tanto
como indicadores celulares de estresse como mersagecundarios envolvidos na via de
transducgao de sinais na resposta ao estresse (MH;T2002).

Quantidades mais elevadas de ERO ocasionam o sestogglativo
caracterizado por severas injurias, como desintégrae clorofila, fragmentacdo do DNA,
extravasamento ionico, modificagbes protéicas, yp@agao de lipidios e, finalmente, morte
celular (MOLLER et al., 2007). A producao e os tefeide ERO ndo sdo necessariamente
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delimitados dentro do mesmo compartimento celdEm disso, fontes distintas parecem ser
responsaveis pela producdo de ERO sob as difereateicdes de estresse (SMIRNOFF,
1993; BELIGNI & LAMATTINA, 1999a). Nao obstante,tsacdes como extremos hidricos,
metais pesados, radia¢do ultravioleta, poluentesosiéricos, estresse mecanico, baixa
disponibilidade de nutrientes, aleloquimicos, altamperaturas, bem como ataque de
patdgenos podem induzir aumento da producédo de pR@\ovendo a quebra da homeostase
celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; MALAN et al. 1990; ELSTERN, 1991,
GILLE & SIGLER, 1995; FOYER et al., 1997; PRASADRENGEL, 1998; PRASAD et al.,
1999; TSUGANE et al., 1999; GEOFFROY et al., 2002TTLER, 2002; PINHEIRO et al.,
2002).

A producdo continua de ERO, conseqiéncia inevitdgeprocessos
metabdlicos aerobios como respiracédo e fotossinggseu a necessidade de evolugcdo dos
sistemas de protecéo a fim de minimizar os eféito®xicos dessas espécies dentro da célula
(APEL & HIRT, 2004).

4.4 Mecanismos de defesa contra o estresse oxidativ

Apesar das plantas utilizarem os niveis de ERO pam@nitoramento
de seu estado intracelular de estresse, este dewveasitido sob um fino controle devido aos
efeitos devastadores decorrentes do acumulo despésies (MITTLER, 2002; MOLLER et
al., 2007). Para que este acumulo seja evitadplaagas possuem um sistema natural de
defesa antioxidante constituido por componentesatareza enzimatica e nao-enziméatica
muito eficientes que permitem a eliminagdo de ER®o®nsequente protecdo contra danos
oxidativos (BLOKHINA et al., 2003).

Antioxidantes nao enzimaticos sdo representadoss pébrmas
hidrossoluveis, como ascorbato e glutationa, esfipliiveis, coma-tocoferol e carotendides.
Compostos fendlicos também eliminam radicais s@ode hidroxila, além de oxigénio
singleto (APEL & HIRT, 2004). Dentre os compostosndlicos com propriedades
antioxidantes, destacam-se os flavonoides que gamente, englobam as antocianinas e os

flavonois. As antocianinas sdo pigmentos soluveisagua, amplamente difundidas no reino
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vegetal e conferem as varias nuances de coreslardarga, vermelha e azul encontradas em
frutos, vegetais, flores, folhas e raizes (FRANCER9).

Dentre os antioxidantes de natureza enziméaticadiguas superoxido
dismutases, as peroxidases, a catalase e a ghataédutase (MISRA & GUPTA, 2006; SUN
et al., 2007). Como o estresse oxidativo compreemda complexa série de fenbmenos, o
aumento simultaneo em diversos componentes domsistie defesa antioxidante se faz

necessario a fim de se obter maior tolerancia tiesse (RADETSKI et al., 2000).

4.5 Enzimas Antioxidantes

O sistema de defesa antioxidante das plantas idolersas enzimas
localizadas nos diferentes compartimentos celulddesitre as principais enzimas pode-se
destacar as superoxido dismutases e as peroxidasgsuntamente com outras enzimas
promovem a eliminacdo de ERO (HERNANDEZ et al., 2@DAVALCANTI et al., 2004). O
grau de estresse oxidativo em uma célula é detadoipela quantidade de perdxido de
hidrogénio e de radicais superéxido e hidroxilartd&do, o balanco das atividades da
superoxido dismutase e da peroxidase é cruciabpaessado dos niveis toxicos de ERO nas
células (APEL & HIRT, 2004).

4.5.1 Superoxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

Segundo Alscher et al. (2002), as SOD constitugmnaeira linha de
defesa contra as ERO dentro da célula. Estas pastpertencem ao grupo das metaloenzimas
responsaveis pela desintoxicacdo do radical sujplerd®,”), catalisando sua dismutacédo a
perdxido de hidrogénio (,) e oxigénio (Figura 3) (VAN BREUSEGEM et al., 200A
dismutacdo é vital para proteger as células daidnpkidativa, visto que o £ pode reagir
com o HO, para formar radical hidroxila (OHque é altamente reativo. Entretanto, €

um subproduto téxico do metabolismo oxidativo eoét@riormente convertido ou utilizado
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pelas peroxidases (BARTOSZ, 1997; SCANDALIOS, 1993)

Oz._ + 02._ +2H SO—D> HO, + O,

Figura 3 Esquema da a¢édo da enzima SOD na eliminagdo de ERO

A SOD é uma enzima ubiqua, sendo amplamente digtabentre
organismos aerobicos, anaerdbicos facultativosrigaibrios. Trés tipos distintos de SODs
foram observados numa grande variedade de orgasigtiferindo no tipo de ion metalico
presente no sitio ativo (SCANDALIOS, 1993). Destedm existem formas que contém cobre
e zinco (Cu/ZnSOD), manganés (MnSOD) ou ferro (HRB@\s enzimas Fe-SODs estao
presentes nos cloroplastos, enquanto que as Mn-S$@Dmatriz mitocondrial. As Cu/Zn
SODs sao normalmente encontradas no citosol evedrsginte no espaco extracelular, sendo
gue algumas plantas contém uma isoforma nos ckstmgd (TSANG et al., 1991; ALSCHER
et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2004). O numermdipo de isoformas de SOD é variavel
entre as espécies vegetais, bem como a abundétatisa de cada isoforma (ASADA, 1999).

Na tentativa de eliminacdo dos radicais superoxXmoados sob
condi¢cOes de adversidade, as plantas apresentaamisr@os de defesa por meio do aumento
de atividade da SOD, correlacionando-se ao auntntolerancia ao estresse (TSANG et al.,
1991; SCANDALIOS, 1993). Alteracdes na atividadesd2D tém sido verificadas em plantas
sob diferentes condi¢cbes de estresse, incluindkiresse oxidativo pela exposi¢ao a radiacéo
UV-B (BALAKUMAR et al., 1997; AGARWAL, 2007; SELVAKUIMAR, 2008). A SOD
também tem sido associada a resposta das plabtaffe@ntes tipos de estresses como salino
(BOR et al., 2003), nutricional (YU et al, 1998)difico (BAISAK et al., 1994), poluentes
ambientais como o0zb6nio e dioxido de enxofre (SCAMIPS, 1993) e aplicacdo de
herbicidas (CATANEO et al., 2005; FERREIRA, 200ENRAEH, 2008).
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4.5.2 Peroxidases (POD, EC 1.11.1.7)

As POD encontram-se amplamente distribuida entreegstais nos
guais se apresentam em uma variedade de isofoguasjsam diferentes redutores e estéo
localizadas em diferentes compartimentos celulaf@aMPA, 1991). Desempenham
importante papel na biossintese da parede cefulagbes no crescimento, no processo de
diferenciacdo e no desenvolvimento celular, bemocam oxidacéo do acido indol acético e
do etileno, além de estarem envolvidas nas resp@siaestresse (BEWLEY & BLACK,
1994).

Estas enzimas sdo consideradas as mais importemtegninacdo de
H,O, no citosol e nos cloroplastos (Figura 4) (INZE & NAMONTAGU, 1995). De acordo
com Siegel (1993), a atividade das POD é freqUesritgraumentada em resposta ao estresse,
pois a protecdo celular contra reacdes oxidativaa& das principais funcdes dessa enzima.
Isto se deve ao fato das PODs decomporem@; idroduzido nas reagdes catalisadas pela
SOD (BOR et al., 2003).

As peroxidases funcionam como uma espécie de teetndrgeral das
atividades fisiolégicas das plantas, pois suaddke é altamente influenciada pelas condigbes
externas (MENEZES et al., 2004). Gaspar et al.§L88rmaram que as peroxidases parecem
ser a molécula chave na adaptacado das plantag alguim de seus 6rgaos separadamente, as
mudancas do meio ambiente.

O aumento de atividade das PODs é uma respostabdtieta
relacionada a diferentes tipos de estresses (ZHEANGQRKHAM, 1996; JIMENEZ et al.,
1998). A inducdo da atividade da peroxidase foectata em folhas de batata expostas a
RUV-B (SANTOS et al., 2004).

Agente Redutor + D, _POD Produto Oxidado + KD

Figura 4 -Esquema da a¢éo da enzima POD na eliminacédo de ERO.
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4.6 Indicadores de Estresse Oxidativo

Ha diversos indicadores bioquimicos que refletemivel de injarias
celulares resultantes do estresse oxidativo, oS gpeamitem a confirmagao da existéncia ou
ndo da quebra da homeostase celular em decorr@a@xposicdo a estresses bidticos e/ou
abidticos. Dentre os indicadores mais amplamenibzados figuram os teores de

lipoperdxidos e de pigmentos fotossintéticos.

4.6.1 Lipoperoxidos

Efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes piotls j& eram
conhecidos no final de século XIX (LORRAIN-SMITH899), tornando-se objeto de intensa
investigacdo cientifica (HALLIWELL, 2000). Estese#bs séo resultantes da oxidacdo de
componentes celulares como cofatores enziméticosteipas, nucleotideos e lipidios,
principalmente acidos graxos poliinsaturados, nuzd@elas ERO (ROMERO et al., 1998). A
reacdo das ERO com os acidos graxos poliinsaturadesentes nas membranas celulares e
nas lipoproteinas, inicia um processo conhecido ocoperoxidacdo lipidica ou
lipoperoxidagdo, que pode ser avaliada e utilizedao indicadora do nivel de estresse
oxidativo celular (VERMA & DUBEY, 2003).

A lipoperoxidagdo pode ser definida como uma casdat eventos
bioguimicos resultante da acdo de ERO sobre alid#insaturados das membranas celulares,
levando a destruicdo de sua estrutura, falénciantasanismos de troca de metabdlitos e,
numa condi¢cdo extrema, a morte celular (BENZIE,6)9%s alteracbes nas membranas
levam a transtornos da permeabilidade, alteranftloco i6nico e de outras substéncias, o que
resulta na perda da seletividade para entradasaiga de nutrientes e substancias toxicas a
célula, alteragcOes das cadeias de DNA, entre o(B®BER & HARRIS, 1994).

Aumento dos teores de lipoperdxidos foi relatado phantas
submetidas a estresse hidrico severo (BAISAK etl8P4), altas temperaturas (BECANA et
al., 2000), radiacdo UV-B (MALANGA & PUNTARULO, 1% e toxidez por cadmio e
zinco (PRASAD et al., 1999; SHAH et al., 2001). dResas verificaram que metais como
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cobre, niquel, aluminio e cadmio induziram a pefagéo de lipidios eriilene cucubalus
(DE VOS et al., 1989), soja (CAKMAK & HORST, 1991)igo (PANDOLFINI et al., 1992)
e feijdao (SOMASHEKARIAH et al., 1992).

A formacao de lipoperdxidos € iniciada com o setydeto hidrogénio
do acido graxo polinsaturado (LH) da membrana ael(fFigura 5). Tal seqlestro pode ser
realizado pelo radical hidroxila (OH*) ou pelo reai alcoxila (LO*), com consequente
formacdo do radical lipidico (L*). Na primeira eqgda de propagacdo, o L* reage
rapidamente com o fresultando em radical peroxila (LOO*) que, poa M@z, sequestra
novo H do LH, formando novamente o L* na segundaaedo de propagacdo. O término da
lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais L* e LO@roduzidos nas etapas anteriores,
propagam-se até destruirem a si préprios (FERREIRMTSUBARA, 1997).

LOO*
AN

L L*

Figura 5 - Esquema da sequéncia de rea¢des ocorrentes né&peéuxlipidica.
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4.6.2 Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos (clorofilagarotendides) sdo essenciais
ao desenvolvimento das plantas, pois sdo respdag#la captura da energia solar incidente
usada na fotossintese (BLACKBURN, 1998).

As clorofilas correspondem a um grupo de pigmentvesdes
absorventes de luz e ativos na fotossintese. Taslaforofilas tém uma complexa estrutura
em anel que é quimicamente relacionada aos grupé@ismas encontrados na hemoglobina e
nos citocromos. H4, quase sempre, uma longa cautabcarbonetos ligada a estrutura do
anel (TAIZ & ZEIGER, 2004). A clorofila é mais sensivel a fotodegradagdo do que outros
pigmentos fotossintéticos (RONTANI, 2001).

Os carotendides encontram-se entre 0S pigmentagraigatmais
abundantes e ocorrem em bactérias fotossintétinas éotossintéticas, algas, fungos, plantas,
passaros, insetos, crustaceos e peixes. A maite paresenta estrutura lineag,@om
ligacdes duplas conjugadas. O termo caroteno designcarotendide constituido somente por
hidrogénio e carbono. Ja a xantofila refere-seaaotendide que apresenta um ou mais grupos
funcionais contendo oxigénio. O numero de ligagiigdas determina a propriedade espectral
gue o carotenoide tera. Geralmente os carotenalssvem luz na faixa entre 400 - 600 nm
(JUNIOR, 2002). Nas plantas apresentam relevargel peg fotossintese por realizarem trés
importantes funcdes: a) absorvem a luz em comptoseate onda compreendidos entre 400 e
550 nm e transferem-na as clorofilas, desempenhpapel acessoério na captacao luminosa;
b) protegem o aparato fotossintético por extinguiradicais livres prejudiciais que sao
naturalmente formados durante a fotossintese, eqgslo assim funcao antioxidante; c) sédo
importantes para a estruturacdo do fotossistemgdra a estabilidade das proteinas que
constituem os complexos coletores de luz, bem quema a estabilizacdo das membranas dos
tilacéides, tendo desta forma uma funcao estru(@WREBST & DEPKA, 1997; SUJAK et al.,
1999; NIYOGI et al., 2001; KIM et al., 2004).

De acordo com Sangtarash et al. (2009) a exposigab/V-B pode
promover aumento, reducdo ou nenhum efeito no @datele pigmentos fotossintéticos.
Alexieva et al. (2001) verificaram em plantas déllea e trigo que o tratamento com RUV-B

reduziu o contetdo de clorofila. Hofmann et al.0@0trabalhando cornirifolium repens
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verificaram aumento de 4% no conteudo de clorefilaplantas hidratadas expostas a RUV-B,
enquanto que aquelas submetidas somente a deiéci@itica apresentaram decréscimo de
16% nos niveis do pigmento.

4.7 Oxido Nitrico

Por mais de 50 anos, a Unica molécula de sinatizegéhecida pela
ciéncia era o hormonio vegetal etileno. Em 199&r@&mio Nobel de Medicina anunciou o
estabelecimento de outra molécula, até mesmo meéesempenhando essa funcdo em células
de mamiferos - 0 6xido nitrico (NO) (WOJTASZEK, 200

O NO é uma das menores moléculas diatbmicas cowadse
difusibilidade (4,8 x 10 cnf s* em HO), exibindo propriedades hidrofébicas. Assim, pode
ndo somente migrar facilmente pelas regides hidrasi da célula, tal como o citoplasma, mas
também difundir-se livremente pela fase lipidices daembranas (ARASIMOWICZ &
WIECZOREK, 2007). Estima-se que a meia-vida do M®tecidos bioldgicos seja menor
gue seis segundos, o que reflete sua naturezaealtanmeativa (THOMAS et al., 2001,
BETHKE et al., 2004).

Extensivas pesquisas sobre o papel do NO em anirés
demonstrado seu papel chave na sinalizacdo, pamndo de uma ampla variedade de
processos fisioldgicos. Pode-se citar seu papebdomortante neurotransmissor, atuando na
memodria; sua acdo na imunorregulacdo, presentenaocanismos de autoimunidade; além de
atuar no relaxamento dos vasos sanguineos e daulmldso nos sistemas cardiovascular,
bronco-pulmonar e renal (ZILBERSTEIN & FLORA, 200KOPYRA & GWOZDZ, 2003).
Assim, devido ao fato de o NO ser um potente agamt@rocessos bioldgicos, uma renovada
atencdo tem sido dada aos mecanismos de sua sintigsantas (BETHKE et al., 2004).

Em animais, o NO é sintetizado via 6xido nitricotase (NOS) que
também apresenta atividade em plantas (CUETO,€et386). Entretanto, a producdo de NO
nas plantas ndo se restringe a atividade da NOfnpo este ser gerado pela atividade da
nitrito redutase (NiR) e nitrato redutase (NR), iB1@ dependente de NAD(P)H (LESHEM,
1996; YAMASAKI et al., 1999). A NR é consideradanum fonte endégena desta molécula
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(YAMASAKI & SAKIHAMA, 2000). Sao descritos nos orgésmos vegetais mecanismos nao
enzimaticos de geracao de NO, como a reducédo agpicpléle nitrito (N@) (BETHKE et al.,
2004) e por acdo dos carotendides em pH acido opresenca de luz (COONEY et al.,
1994).

Embora as funcdes fisiolégicas do NO em plantadaamao tenham
sido totalmente esclarecidas, evidencia-se sui&ipado em varios processos fisioldgicos,
como na regulagdo do crescimento (BELIGNI & LAMANA, 2000, 2001); ativacdo de
respostas de defesa contra ataque de patégenosNERIRt al., 1998; BOLWELL, 1999);
diferenciacdo celular (FERRER & ROS BARCELO, 199@cumulo de fitoalexinas
(NORITAKE et al., 1996); germinacdo (BELIGNI & LAMRATINA, 2000; NEILL et al.,
2003) e superacédo de dorméncia em sementes (BEHBHKE 2006); organogénese radicular
(PAGNUSSAT et al., 2002) e apoptose/morte celulagamada (BELIGNI et al., 2002).

Embora pesquisas relacionadas aos efeitos do NQegetais sejam
relativamente recentes, constata-se que esta nmléowesmo apresentando estrutura
molecular bastante simples, encontra-se envolvidadizersos mecanismos bioquimicos e
fisiologicos em plantas submetidas a mdultiplas og@ies de estresses bioticos e abioticos
(FERREIRA, 2007).

Assim, o NO pode impedir fenbmenos fisioldgicos ieqbimicos
atribuidos as ERO por meio do controle do niveheaxicidade das mesmas (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1984). Desta forma, o NO pode atuamo antioxidante em plantas por
neutralizar a vazao de ions e a fragmentacgéo de, dBl#orrentes da acdo de ERO (KOPYRA
& GWOZDZ, 2003) e por interromper as reacdes pragag em cadeia que promovem a
peroxidacdo lipidica (RUBBO et al., 1994).

O NO também exerce funcdo na neutralizacdo dossstrexidativo
induzido pelo &cido abscisico (HUNG & KAO, 2003etihjasmonato (HUANG et al., 2004);
excesso de cadmio (HSU & KAO, 2004); salinidade AZHet al., 2007) e a toxidez das ERO
geradas pela exposicdo a RUV-B (SHI et al., 20B05AKG et al., 2009).

Deve-se mencionar que os efeitos do NO sobre esedikes tipos de
células podem ser tanto citoprotetores quanto&itods, de acordo com sua concentragdo
(BELIGNI & LAMATTINA, 1999a). Os efeitos citoprotetes do NO em plantas foram

relatados sob fortes condi¢cdes oxidativas durasttesses bidticos e abidticos (BELIGNI &
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LAMATTINA, 1999b, 1999c, 2002). Segundo Wink et @l995), a citoprotecdo contra dano
oxidativo é claramente observada em diferentesisige organizacdo, tais como cultura
celular, tecido, 6rgédo e planta inteira, podendoesercida sobre todas as macromoléculas
testadas: DNA, RNA, proteinas, clorofilas e lip&io

A citotoxicidade mediada pelo NO é principalmenézagla por este
reagir prontamente com o radical superéxide JOlevando a formacdo do forte oxidante
peroxinitrito (ONOO), que em pH fisiolégico € instavel. Porém, devalsua meia-vida
relativamente longa, de aproximadamente um seguod@NOO pode difundir-se a
consideraveis distancias na célula, reagindo campogr tiol das proteinas e com radicais
poliinsaturados dos acidos graxos dos lipidios @enbrana, resultando na diminuicdo da
atividade de enzimas e em sérios danos as essutalalares, respectivamente. Além disso,
0os anions ONOOpodem protonar-se, formando o acido peroxo-didkicnj uma fonte de
diéxido de nitrogénio (N@) e radical hidroxila (OF (VAN BREUSEGEM et al., 2001;
ARASIMOWICZ & WIECZOREK, 2007).

Doadores de oxidos nitrogenados sdo compostos muaeizem NO
guando aplicados a sistemas biologicos e que sizes de imitar uma resposta relacionada
ao NO enddégeno ou substituir o NO enddgeno quamdiciehte. As vias que levam a
formacdo de NO diferem-se amplamente entre os s/@iopos de compostos, alguns dos
guais requerem catdlise enzimatica, enquanto outrggroduzem nao-enzimaticamente
(WIECZOREK et al., 2006).

Os complexos NO-metais de transicdo representam inpartante
classe de doadores de NO. O mais comumente usadut®prussiato de sédio (SNP), que
atua como um poderoso ligante, em que o nitrogéyaese ao metal em maior proporcéo do
gue o oxigénio. O mecanismo de liberacdo do NOrtér ol SNP nao esta claro, embora seja
conhecido e usado na terapia clinica por mais dené8. A solucdo de SNP é extremamente
fotossensivel e sua degradacao pode ser promoeldaogigénio e por elevada temperatura
(WANG et al., 2002; WIECZOREK et al., 2006).

Assim como os hormdnios vegetais, o efeito do Nd@egendente de
sua concentracdo. Desse modo, concentracdes nientadas do doador podem promover
inibicdo de um determinado processo, de modo quesodtados obtidos néo refletirdo a agéo

do NO endogeno na célula. As concentracfes de deadwumente aplicadas variam de 10 a
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500umol L™, embora existam relatos de concentracdes muitoresgino méaximo iguais a 10
mmol L' (MODOLO et al., 2002; WIECZOREK et al., 2006).



28

5. MATERIAL E METODOS

A execucao deste trabalho foi realizada em dugmst® que permitiu
o alcance do objetivo proposto. As etapas foramgpalas de modo que a execucdo da

segunda etapa dependeu dos resultados obtidosemm@an

5.1 Experimento |

5.1.1 Material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetac@enoente ao

Laboratério de Fisiologia Vegetal e Horticulturagdartamento de Ciéncias Biologicas, FC/
UNESP/Bauru-SP, no més de abril de 2008 (Figurd&6jam utilizadas mudas clonais de
eucalipto hibrido das espécigsgrandis x E. urophylla, denominaddeucal yptus urograndis,
cedidas pela empresa Duratex S/A, Lengéis PawiBtaAs mudas foram mantidas em tubetes
cilindro-conicos de polietileno com volume de 50°cpreenchidos por substrato previamente
adubado com niveis adequados de macro e micramgsiesob condi¢bes fotoperiddicas
naturais durante o periodo experimental. A tempesanaxima e minima foi de ®2e 2iC,

respectivamente.
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O delineamento experimental foi em blocos inteinai@easualizados,
com 4 repeticdes, em esquema fatorial 2 x 3 (trados de radiacdo x épocas de coleta).

; e e - o P e e B e B
Figura 6 - Vista externa da casa de vegetacao — FC/UNESP/Bauru

5.1.2 Tratamentos

Como fonte de RUV-B foram utilizadas lampadas fhsoentes de 40
W (UVB-313, Q-Panel Co., Cleveland, OH, USA) fixadam 2 estruturas de aluminio, com
sistema de roldanas para regular a distancia astt@mpadas e o apice das plantas, dispostas
acima de duas bancadas (0,80 m de largura x 4,8 powmhprimento) que foram separadas
com cortina de poliéster para impedir a passagé&malade RUV-B para as plantas controle.
Sobre cada bancada havia 7 pares de lampadashuddds a cada 50 cm (Figura 7). As
lampadas que irradiaram as plantas controle foraral&s com filtro de poliéster (0,125 mm
de espessura; Du Pont Co., USA) para bloquear ¢oraptos de ondalf menores que 320
nm, enquanto aquelas sobre a bancada contendardagpbubmetidas a maior incidéncia de
RUV-B foram envoltas com acetato de celulose (GvitB de espessura; Malaga Produtos
Metalizados Ltda., BR) para bloquear a radiagdo @Y < 280 nm). Estes filtros foram

trocados a cada 8 e 4 dias, respectivamente, pdea e efeito da fotodegradacdo causado
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pela RUV-B. Para medir a radiagédo incidente soBrglantas foi utilizado um medidor de
voltagem (Marconi Equipamentos para Laboratériatal,t BR) conectado a um sensor de
RUV-B com amplificador (Delta-T Devices Limited, QKA distancia entre as lampadas e o
topo das plantas foi mantida constante atravéssienta de roldanas. A radiacdo média de
RUV-B incidindo no topo das plantas foi de aproximaente 7 W fhe 1,7 W rif para
plantas tratadas (alta incidéncia) e controle @ancidéncia), respectivamente. As plantas
foram irradiadas com RUV-B por 7 h diaentralizadas ao redor do meio dia, por quinze. dia

I) sobre as basd#lcasa de vegetacao.

M

Figura 7 - Sistema de lampadas (vista later
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5.1.3 Quantificacéo dos teores de lipoperoxidos

Para obtencdo das amostras, foram coletadas larfohiases das
plantas controle e expostas a RUV-B suplementacaa®, dez e quinze dias apds o inicio

dos tratamentos.

Padronizou-se como amostragem o0 segundo par dasfabntido
basipeto. Cada amostra coletada correspondeu a l@oisas foliares, as quais foram
mantidas em baixa temperatura para que seu metadmolindo sofresse alteracdes
significativas. As amostras foram pesadas e emasalam plastico e papel aluminio,

devidamente etiquetadas, congeladas em nitrogiéniicld e armazenadas éreezer a -80C.

Para a quantificacdo dos teores de lipoperoxidiogtiizada a técnica
descrita por Heath & Packer (1968), citados por &&mvi & Prasad (1998). Esta técnica
permite quantificar lipoperoxidos através da deteagéo de malondialdeido (MDA), um
produto da peroxidacédo de lipidios.

As amostras de laminas foliares, foram homogenagzad 5 mL de
solucédo contendo &cido tiobarbitrico (TBA) 0,25%a@do tricloroacético (TCA) 10% e
incubadas em banho-maria (@) por 60 minutos, seguido de resfriamento em gélo.
homogeneizado resfriado foi entdo centrifugado €®00Qy por 15 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e leiturasalogorbancia foram realizadas em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de S80enm (Figura 8). O coeficiente de
extincdo molar do malondialdeido (155 mmé! ¢ni') foi utilizado para o célculo dos teores

de lipoperéxidos. Os resultados foram expressosrani de lipoperdxidos Ytecido fresco.
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90 C por 1 hora
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A =560 e 600 nm

Figura 8 - Esquema de quantificacdo dos teores de lipomirex

5.2 Experimento Il

5.2.1 Material vegetal e delineamento experimental

Foram utilizadas mudas clonais do hibriBacalyptus urograndis,
cedidas pela empresa Duratex S/A, Lencois PauiBtacom 60 dias, desenvolvidas em casa
de vegetacdo sombreada, ou seja, sem exposic@®d airadiacdo solar, ndo ocorrendo desta
forma a rustificacdo das mesmas. O experimentocémduzido em casa de vegetacdo
pertencente ao Laboratério de Fisiologia Vegetdbsdicultura do Departamento de Ciéncias
Biol6gicas, FC/UNESP/Bauru-SP, no periodo de setenaboutubro de 2008. As mudas
foram mantidas em tubetes cilindro-conicos de fildi® com volume de 50 cin
preenchidos por substrato adubado com macro e micientes, sob condi¢cdes fotoperiddicas
naturais durante o periodo experimental. As mudesnf regadas diariamente, com agua de
torneira, de acordo com a necessidade hidrica kersaptadas com 50 mL de solucéo de
N:P:K (19:6:20) acrescida de micronutrientes (caondlade = 2) uma vez por semana. A

temperatura méaxima e minima foi de@® 18C, respectivamente.
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O delineamento experimental foi em blocos inteinai@easualizados,
com 4 repeticbes, em esquema fatorial 2 x 2 x &aftnentos de radiacdo x doses de
nitroprussiato de sédio (SNP) x épocas de colésjloses de SNP, utilizado como doador de
NO, foram equivalentes a 0 e 1@fhol L. As épocas de coletas corresponderam aos 7 e 15

dias apos o inicio da exposicéo das plantas a RUV-B

5.2.2 Tratamentos

O tratamento com radiacado UV-B esta descrito ndesmlb.1.2.

As mudas de eucalipto receberam doses fracionad&Ne, 4Qumol
L%, por 3 dias consecutivos, a um intervalo de 2#tajizando 12Qumol L™, de acordo com
Remaeh (2008) (Tabela 1). Aquelas ndo tratadas3f&h receberam aplicagfes de agua de
torneira. Para as aplicacdes, utilizou-se um pidador manual com capacidade de 2 L e com
vazao de bico em torno de 6,4 mt &pds 24 h da Ultima aplicacéo de SNP (4° diagjon-
se a exposicado das mudas a RUV-B. Nos tubetes ddasngue receberam SNP foi colocada
fita adesiva amarela para diferir do controle (FagQ). Os tratamentos estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 1- Dias de aplicacdo das doses de nitroprussiasddie (SNP) ou 4gua e inicio da

exposicao a RUV-B, em plantas de eucalipto.

Dias SNP Controle RUV-B
10 40 pmol L™* agua
20 40 pmol L™* agua
0 40 pmol L™* agua
42 e e Inicio da exposicdo

Total 120pmol L™
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Figura 9 - Tubetes conplantas de eucalipto, sem e com fita adesiva amarel

correspondendo aos tratamentos controle e comegpks de SNP, respectivamente.

Tabela 2- Diferentes tratamentos de RUV-B e SNP aplicadoglantas de eucalipto.

SNP RUV-B Tratamentos
T — -NO -UV-B
2 120pmol Lt - +NO —UV-B
3 e + - NO +UV-B

4 120pmol L™ + +NO + UV-B
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5.2.3 Avaliagdes bioquimicas

5.2.3.1 Obtencao das amostras

Nas duas coletas , aos 7 e 15 dias apoés o ini@gmzsicdo a RUV-B,
foram realizados os mesmos procedimentos desadt@sibitem 5.1.3.1. Para a determinagéo
dos teores de compostos fendlicos e de antociafimam coletadas amostras de laminas

foliares, as quais foram secas em estufa@ jor 48 h e trituradas em moinho.

5.2.3.2 Quantificacdo dos teores de compostos fands e antocianinas

A extracdo de compostos fendlicos e de antociarigiagalizada por
meio da técnica descrita por Musil et al. (2003no&tras foliares previamente secas em
estufa e finamente trituradasn moinho, foram dispostas em frascos contendo 6deL
solucdo de MeOH:pD:HCI (79:20:1) mantidos na auséncia de luz porh48Apds este
periodo, os extratos obtidos foram filtrados emepaje filtro e utilizados para medida de
absorbancia em espectrofotometro a 280, 300, 320, & 657 nm. A concentracdo de
compostos fenolicos foi expressa pela absorbamd@iah pelo peso da matéria secadPsoo,

310 mgY) e o teor de antocianinas pela férmulasstA— 1/3Ass7)/peso da matéria seca
(LINDOO & CALDWELL, 1978).

5.2.3.3Quantificacéo dos teores de pigmentos fotossintébie

Os pigmentos fotossintéticos foram extraidos atildo-se 0 método
de Arnon (1949). Amostras de laminas foliares formmmogeneizadas em almofariz contendo
acetona 80% e em seguida os homogeneizados olftids transferidos para tubos de
centrifuga e centrifugados por 5 minutos a 7000.r@nvolume do sobrenadante foi
completado para 15 mL com acetona 80% e realizadedidas de absorbancia nos

comprimentos de onda de 470, 647 e 663 nm. Osstelerelorofilaa, clorofila b, clorofilas
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totais e de carotendides totais foram calculadoavés das formulas propostas por

Lichtenthaler (1987). Os resultados foram expressosng de pigmento ‘gde matéria fresca.

5.2.3.4 Quantificacao dos teores de lipoperoxidos

Foi realizado de acordo com o subitem 5.1.3.

5.2.3.5 Obtencgédo dos extratos enzimaticos

Os extratos enzimaticos foram obtidos conforme ocgaimento
descrito por Ekler et al. (1993) (Figura 10). O ena vegetal foi homogeneizado em 5 mL de
tampdo gelado TRIS-HC|I 0,2 mol 'LpH 7,8 contendo 1 mmol L de &cido
etilenodiaminotetracétigEDTA) e 7,5% (peso volurn8 de polivinilpolipirrolidona (PVPP),
em almofariz gelado, contendo uma pequena quaetidied areia previamente lavada e
esterilizada. O homogeneizado foi filtrado em teadganza e posteriormente centrifugado a
14.00@ por 20 minutos a €. O sobrenadante obtido de cada amostra foi culeta
armazenado erfreezer a -20C para posterior determinacdo da atividade dasneiszSOD e

POD, bem como dos teores de proteinas soluveis.

,0

20 min em 14000 g a 4°C

SOBFENADANTE

S Eams“

AFNATER AMEHNTO

+ TRIS-HC10,2 mol L' pH 7.8 com 1 mmol L' EDTA ¢ 7,5%
(w.v1) PVFP

Figura 10 - Esquema da extragdo enzimatica.
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5.2.3.6 Atividade da pirogalol peroxidase (PG-POLEC 1.11.1.7)

A determinacdo da atividade da PG-POD foi realizada meio da

técnica descrita por Teisseire & Guy (2000).

O sistema de reacédo constitui-se de extrato enzimdmpao fosfato
de potassio 50 mmolLpH 6,5, pirogalol 20 mmol 't e peréxido de hidrogénio ¢B8,) 5
mmol L, totalizando volume final de 1 mL. A reacdo fondazida a temperatura ambiente
por 5 minutos. A mudanca na absorbancia devidoraggdo da purpurogalina foi medida em
espectrofotdmetro a 430 nm (Figura 11). O coefteia®e extingdo molar da purpurogalina
(2,5 mmol L* cm™) foi usado para calcular a atividade especifica man®, expressa em
mmol de purpurogalina mirmg* de proteina.

Peréxido Hidrogénio ﬁ Extrato Enzimatic
5 mmol L* \ ,’
A e
Pirogalol
20 mmol [*

pH 6,5

e 25°C por 5 min
* A=430 nm

Figura 11 - Esquema da técnica para determinagéo da at&vidadG-POD.

5.2.3.7 Atividade da superoéxido dismutase (SOD, EC15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase foi determirdelacordo com o
método de Beauchamp & Fridovich (1971), citadoshuret al. (2003). A técnica é baseada
na capacidade da enzima em converter radicais ®uger(Q,) em peroxido de hidrogénio

(H20,) e oxigénio molecular (£).
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O sistema de reacdo foi constituido de extratonefitrto, tampao
fosfato de sédio 50 mmollpH 7,8, mistura ‘nitroblue tetrazolium’ (NBT) 38nol L™ com
EDTA 0,66 mmol [* (5:4) e mistura L-metionina 10 mmol‘lcom riboflavina 0,0033 mmol

L (1:1), totalizando um volume de 3 mL.

Esse sistema foi mantido em temperatura ambiest@bdaluminacao
por 10 minutos, utilizando lampada fluorescentequanto outros sistemas preparados
seguindo o mesmo procedimento foram mantidos renaissde luz (utilizados como branco).
A absorbancia da solucédo foi medida em espectiofeti® ¢ = 560 nm) em ambos os
sistemas (iluminado e n&o iluminado) e a difereaniee as duas absorbancias foi considerada

para a determinacdo da atividade da SOD, que tonsg inibicdo da reducdo do NBT em

‘blue formazan’ pela dismutacdo enziméatica do @daperdxido (Figura 12).

Mistura NBT + ﬁ] Extrato enzimatico

EDTA
F 5
‘ I i Mistura L-metionina

TAFPAD e + riboflavina

* NaPi 50 mmol.t!

U &

Amostra Branco Controle

Figura 12 - Esquema da técnica da determinacédo da atividiadeperoxido dismutase.

A riboflavina em meio alcalino gera fluxo de radécsuperéxido (@),
gue converte o NBT (‘nitroblue tetrazolium’) emuetformazan’ (Figura 13). Esta conversdo
€ inibida pela SOD. A velocidade da reducdo do NBTauséncia do extrato enzimatico foi

utilizada como controle.
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N, ozNi
N_N\N /N—N
i
MJH\H

CH 40 0CH,

Nitroblue tetrazolium

‘o - Mistura L-metionina +
2 - riboflavina

MO, o.M
® . @
M— N—H H—MN—T
e N\,

CHLO OCH
* Formazan °

Figura 13 - Conversao do NBT a “blue formazan”, promovida petmficais superéxido.

Uma unidade enzimética (U) de atividade da SODesgarem U my
de proteinafoi definida como a quantidade de enzima necesparmcausar 50% da inibicao

da razéo de reducdo do NBT.

5.2.3.8 Quantificacao dos teores de proteinas sodiy

Os teores de proteinas sollveis dos extratos efizo®A cuja
guantificacdo € necessaria para o calculo da attéeéspecifica das enzimas estudadas, foram
obtidos pelo método de Bradford (1976) (Figura Léjturas de absorbancia foram realizadas

em espectrofotdmetro a 595 nm, utilizando-se casgimo proteina de referéncia.
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ﬁ] Extrato Enzimatic

’4--5

S

—f Reativo de Bradfol
Repouso por 15 min

L A =595 nn

Figura 14 - Esquema da quantificacdo de proteinas solUesi€xtratos enzimaticos.

5.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através dodassoftware Statistical
Package for Social Science (SPSS) versao 9.0 (8fS<%hicago, IL). Os dados obtidos nos
dois experimentos foram submetidos a analise danga fatorial. No primeiro experimento
foram testados os efeitos individuais da radiagf&auioleta-B e das coletas assim como da
interacdo entre eles; com os dados do segundo iexgpeo realizou-se 0S mesmos
procedimentos descritos incluindo os efeitos dadxiitrico. Nas analises, 4 plantas de cada

tratamento foram utilizadas como repeticaes @).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura sdo escassos os relatos de trabglleorelacionem éxido
nitrico, radiacdo ultravioleta-B e espécies flasstassim, tornou-se necessario, a efeitos
comparativos e ilustrativos, mencionar trabalhedizados com espécies agricolas expostas as

mais diversas condi¢des geradoras de estresses.

6.1 Experimento |

Diversas condi¢cdes de estresses em plantas, ddesr@ exposicao a
RUV-B, podem promover aumento na producdo de ER&@retando estresse oxidativo
(ALEXIEVA et al., 2001; HOFMANN et al., 2003). A fomacéo de lipoperoxidos, que é uma
das conseqiéncias da producdo de ERO, é utilizadm e avaliar o nivel de estresse
oxidativo presente (VERMA & DUBEY, 2003). Malondigido (MDA), um produto da
peroxidacdo lipidica, é utilizado como indicadorodarréncia de estresse em plantas. Apesar
de existir muita controvérsia na literatura quasua especificidade, o MDA permanece como
o indicador mais utilizado (ARMSTRONG & BROWNE, 199

No presente estudo a exposicdo de mudas de eocaliiRUV-B

desencadeou 0 processo lipoperoxidativo nas memabratiares. Na Tabela 3 e Figura 15
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pode-se observar aumento no teor de lipoperéxidoseste 15 dias apos o inicio da
exposicao, apesar de haver uma tendéncia de auawnid dias.

Aumento nos teores de lipoperéxidos em decorréaiastresse por
RUV-B foi observado por véarios autores (DAI et dl1997; MACKERNESS et al. 1998;
COSTA et al.,, 2002; SELVAKUMAR, 2008; HAN et al.0@9), indicando que a RUV-B
induz a oxidac&o dos acidos graxos poliinsaturadgsmembranas pelo aumento na geracao
de ERO.

Tabela 3 -Comparacdo de médias e analise de variancia dio efl@iRUV-B nos teores de
lipoperoxidos (MDA) em plantas de eucalipto aod@e 15 dias apds a exposicdo (DAE) a
RUV-B em baixa (-RUV-B) e elevada incidéncia (+RBY.

Teor de Lipoperé%)dos (MDA) 23_1155J_r 2.9¢

35,93+ 3,81
- RUV-B 18,3W$,67 18,89 0,82 *
+RUV-B 17,30+1,42 25,65 + 3,87
Tratamento

Valores sdo Média + Erro de 4 repeticde

Niveis de significancia: * P<0,05; Ng¢ significativo)



43

ISk

25:- : T

15+

O -RUV-E
=g + EUV-E

MDA {nmol g'l matéria fresca)
.I
.I

5 10 15
Dias apés exposigio (DAE)

Figura 15 - Nivel de peroxidacédo lipidica (teor de MDA) em mi&s de eucalipto no
periodo de 5, 10 e 15 dias apos inicio da exposicRV-B em baixa (-RUV-B) e alta

incidéncia (+RUV-B). Os resultados representam awdierro de 4 repeticdes.

Estes resultados indicaram que a RUV-B ocasiontrasse oxidativo
em plantas de eucalipto de modo que se tornouovakdficar o possivel efeito citoprotetor

do oxido nitrico, objetivo da conduc¢éo do segundmeamento.

6.2 Experimento Il

Na analise estatistica, as coletas realizadas aes 16 dias de
exposicdo a RUV-B ndo apresentaram efeito sigtificanas variaveis bioquimicas
analisadas: atividade das enzimas superoxido disauiSOD) e pirogalol peroxidase (PG-
POD), nivel de peroxidacdo de lipidios (MDA), camitacdo de pigmentos fotossintéticos,

antocianinas e compostos fendlicos.



44

As plantas possuem diferentes sistemas de defede ams estresses
ambientais (BOR et al., 2003), o que Ihes permitelapptacdo e minimizacdo dos danos que
podem ocorrer pela acdo de ERO (RADETSKI et alD020Para a verificagdo da ocorréncia
de estresse nas plantas € necessaria a quantfidacéadicadores desta condicdo. Existem
diversos indicadores bioquimicos de estresse odxajatdentre os quais, teores de
lipoperéxidos e de pigmentos fotossintéticos, regmeados por clorofila, b e total, bem
como carotendides. Nesse sentido, hd estudos guendgam elevagdo no nivel de
peroxidacao lipidica, bem como a degradacdo de guitpn fotossintéticos em diferentes
espécies de plantas expostas a RUV-B, tais comoo#itédones de girassol (COSTA et al.,
2002), em plantas de feijao (SHI et al., 2005)Cdssia auriculata L. (AGARWAL, 2007) e
dePicea asperata (HAN et al., 2009).

Na Tabela 4 verifica-se que o efeito da RUV-B nwehide
peroxidacao lipidica foi altamente significativoor®m, a interagdo com o NO resultou na
amenizacédo do seu efeito, com consequente redog@omnde lipoperdxidos (Figura 16).

Estudos indicam que a presenca de NO protege a raeab
lipoprotéica dos danos oxidativos (SUN et al., 200al protecdo se deve ao fato de o NO
interromper as reacdes em cadeia da peroxidacdipidms, por interagir com os radicais
lipidicos alcoxila ou peroxila formados no proce4AN BREUSEGEM et al., 2001).

Zhang et al. (2009) observaram que plantas mutalgdésabidopsis
thaliana, com supressao do gene AtNOS1, com menor ativided®&OS e consequente
reducdo no teor enddgeno de NO, apresentarameaddbd\ maior que o das plantas controle
quando expostas a RUV-B. Entretanto, o tratameasoptantas com SNP 1@énol L™, antes
da exposicdo a RUV-B, reduziu o teor de MDA, sendmesmo observado neste trabalho,
utilizando plantas de eucalipto tratadas com SNeonaentracdo de 120nol L™,

Alteracdes no fluxo idnico refletem os danos caosats membranas
como consequéncia do estresse oxidativo. Shi €2@05) verificaram que o fluxo iénico
aumentou em folhas de feijio expostas & RUV-B. aammento com SNP 10@mol L™
reduziu significativamente o fluxo iGnico observag@aquanto concentracées mais elevadas

(200 e 50(umol LY n&o exerceram efeito protetor.
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Tabela 4 - Andlise de Variancia Fatorial da aplicacdo de SNiaeRUV-B nos teores de

lipoperéxidos (MDA) e de pigmentos fotossintétiens plantas de eucalipto.

Fator de Variagéo

RUV-B NO RUV-B«NO
MDA i NS NS
Clorofila a * NS NS
Clorofila b ** NS NS
Clorofila total * NS NS
* * NS

Carotenodides

Niveis de significancia: * P<0,0%5P<0,01; *** P<0, 001; NS (n&o significativo)

E 40 |
=
o T
- T
g 30
'_I"'.‘I.I:I
E 20 L
!
g 10 - [0 -Ho
E==1 + HO
n
-RUV-B + RUV-B

Figura 16 — Nivel de peroxidacéo lipidica (teor de MDA) em pém de eucalipto sem
aplicacdo de SNP (-NO) e com aplicacdo de SNP (+HKpostas a baixa e alta incidéncia
de RUV-B (-RUV-B, +RUV-B), respectivamente. Os ésdos representam médias * erro

de 8 repeticdes.



46

Observa-se na Tabela 4 e Figura 17 (a, b, ¢) qRE\AB promoveu
aumento nos teores das clorofilas. Diversos autobgiseram resultados concordantes aos
resultados do presente estudo, onde descreveraentasmos teores de clorofilas sob efeito
da RUV-B (CALDWELL et al., 1982; TEVINI & TERAMURA1989; MARK & TEVINI,
1997; BOEGER & POULSON, 2006). Entretanto, Kakanalke (2003) observaram que as
concentracdes de clorofilas b e total foram menores nas folhas tratadas com BUpara
varias espécies estudadas, em funcdo da rupturdil@o&@des e a desintegracdo de suas
membranas.

Segundo Boeger & Poulson (2006) os estudos quelalvoa relacao
entre as concentracdes de clorofila com RUV-B aisdla controversos. Alguns autores
sugerem que plantas tratadas com RUV-B e que apaeasn maiores concentractes de
clorofila parecem ser mais tolerantes a radiacGORBMAN & VOGELMANN 1991;
GREENBERG et al.,, 1997), enquanto outros considejaeras maiores concentracdes de
clorofila, juntamente com os compostos fenolicaglgm ser indicadores da resposta da planta

a radiagdo, mas ndo um indicador de sensibilida#TH et al., 2000).
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Figura 17 - Teores de clorofila (a), clorofilab (b), clorofila total(c), carotendides (d)
em plantas de eucalipto sem aplicacdo de SNP (eN€@)m aplicacdo de SNP (+NO),
expostas a baixa e alta incidéncia de RUV-B (-RUWBUV-B), respectivamente. Os

resultados representam médias * erro de 8 reps:

Os carotenoides, além de sua acao na fotossirtesmem funcao
antioxidante nos cloroplastos devido sua capacidadextinguir ERO, que s&o naturalmente
formadas durante este processo (KIM et al., 2004).presenca de luz os carotendides
também podem promover a sintese de NO enddgermardas (COONEY et al., 1994).
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A Tabela 4 e Figura 17d mostram os efeitos do N ®UV-B nos
teores de carotendides. Nota-se que tanto a RUMaBtq o NO, isoladamente, apresentaram
efeito promovendo aumento nos teores deste pigmento

O aumento na concentracdo de carotenoides, resuttarexposicao a
RUV-B suplementar, protege as plantas dos efegetedestresse (LIU et al., 1995).

Sangtarash et al. (2009) observaram aumento naewwacio de
carotendides em plantas de canola expostas a RE\¢R: o regime hidrico ao qual estavam
expostas interferia na magnitude deste aumentdpseaior em plantas bem hidratadas.

Han et al. (2009) observaram que plantaPidea asperata cultivadas
em temperatura ambiente apresentavam aumentoores tie carotendides quando expostas a
RUV-B, porém, aquelas cultivadas em temperaturd&Cl,ais elevada apresentavam
decréscimo na concentracdo deste pigmento quapdstas a radiacao.

Alguns estudos relataramm efeito protetor do NOdegradacéo de
carotenoides em plantas sob estresse pela aplickgcdwrbicidas. Em folhas de soja foi
demonstrado que tratamentos com SNP (50, 100 qu®@0d L) promoveram aumento nos
teores de carotendides as 48, 72, 96 e 120 h apagli@acdo do herbicida lactofen
(FERREIRA, 2007). Remaeh (2008) observou que @rrahto com doses fracionadas de
SNP por 3 dias, totalizando 1aénol L™, amenizou a degradacéo de carotendides aos 5 dias
apos aplicacao do herbicida oxyfluorfen em pladasucalipto.

O grau de dano que a RUV-B pode causar nas plaejgsnde da
eficiéncia dos mecanismos de protecdo e reparo,0 conacumulo de substancias que
absorvem a radiacdo, assim como, a ativacao deadeémtioxidantes (JANSEN et al., 1998;
MAZZA et al., 2000).

Adicionalmente, as plantas expostas a RUV-B sawzidds a
alteracfes bioquimicas, tais como a producédo depestios que absorvem RUV-B, como 0s
compostos fendlicos e antocianinas (DAY, 1993; MAZe&t al.,2000). Os compostos que
absorvem a RUV-B atenuam seu efeito e reduzem asgimficativamente seu potencial de
danificar o DNA, que ocorre nas células do mesofidd\Y, 1993; HOQUE & REMUS,
1999).

De acordo com Searles et al. (2001) muitas plasdascapazes de

reduzir a penetracdo da RUV-B nas folhas atravésindcemento na concentracdo de
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compostos fendlicos, sendo tal aumento interpretadw indicador de adaptacdo das plantas
a RUV-B.

Com relacdo aos compostos fendlicos pode-se \arifia Tabela 5 e
Figura 18a que a interacdo do NO com a RUV-B resukm aumento nos teores de
compostos fendlicos.

N&o obstante, ha inUmeros estudos que mencionamnerdoindestes
compostos absorventes de radiacdo em diversasiesgdpostas a RUV-B, como relatado
em plantas de sorgo (AMBASHT & AGRAWAL, 1998), dha e trigo (ALEXIEVA et al.,
2001), feijao (MEIJKAMP et al., 2001), soja (MAZZ&t al., 2000) eArabidopsis thaliana
(BOEGER & POULSON, 2006).

Pode-se observar que dentre as plantas ndo expoRidy-B aquelas
pulverizadas com SNP apresentaram menores teommngeostos fendlicos, em comparagao
as plantas controle, apesar desta diferenca naestarsticamente significativa (Figura 18a).
Estes resultados estdo de acordo com Wu et al7Y2ie relataram reducdo dos teores de
compostos fenolicos em raizes adventiciatd®nacea purpurea submetidas a doses de
SNP superiores a 1qQ0nol L™

Tabela 5 - Andlise de Variancia Fatorial da aplicacdo de SN&a RUV-B nos teores de

compostos fendlicos e de antocianinas em plantasiciipto.

Fator de Variacao

RUV-B NO RUV-BCNO
Fendlicos NS NS *
Antocianinas NS * NS

Niveis de significancia: * P<0,05; N@@nsignificativo)
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Figura 18 - Teores de compostos fendlicos (a) e de antociafiasm plantas de eucalipto
sem aplicacdo de SNP (-NO) e com aplicacdo de SMNID), expostas a baixa e alta
incidéncia de RUV-B (-RUV-B, +RUV-B), respectivanten Os resultados representam

médias * erro de 8 repeticdes.
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As antocianinas absorvem a RUV-B e assim reduzenefedos
deletérios nos tecidos foliares (DAY & VOGELMANN995). Segundo Balakumar et al.
(1997) as antocianinas também exercem atividadexatante em plantas expostas as injurias
decorrentes do estressadativo.

No presente trabalho foi detectada uma tendénciauteento da
concentracdo de antocianinas promovido pela RUVF&béla 5 e Figura 18b). Diversos
trabalhos relataram aumento nos teores de antoemm@m plantas expostas a este tipo de
radiacdo (DAY & VOGELMANN, 1995; BALAKUMAR et al.1997; VEGA & PIZARRO,
2000; MEIJKAMP et al., 2001).

Na Tabela 5 e Figura 18b observa-se que houve adaoamea
concentracdo de antocianinas nas plantas de ewocaélgiadas com NO. Estes resultados
concordam com os relatados por Zhang et al. (2@Q#,0bservaram aumento nos teores de
antocianinas em plantas Aeabidopsis pulverizadas com SNEOOpumol L™

A fim de mitigar o estresse oxidativo, ocasionadslapelevada
producdo de ERO, as plantas desenvolveram um rgBcigistema antioxidante incluindo
enzimas como SOD e POD (COSTA et al., 2002; WHITEA&INKE, 2002; APEL & HIRT,
2004; GONG et al., 2005). A utilizacdo de antioxigs exdgenos também pode amenizar o
estresse oxidativo e o SNP, doador de NO, esté eatprodutos quimicos mais eficientes na
protecdo das plantas sob condicbes de estresseN€@HEI., 2003; MORLEY et al., 2003;
LASPINA et al., 2005).

Assim, a atividade das enzimas antioxidantes SOPGePOD foi
determinada no presente trabalho, por desempenhagém protetora contra situacdes de
estresse como a exposi¢cdo a RUV-B.

A SOD catalisa a dismutacéo de radicais superdd® formados
em plantas expostas a agentes oxidantes (BOWLER &892; SCANDALIOS, 1993).

Na Tabela 6 e Figura 19a pode-se observar queasiefp a RUV-B
elevou a atividade da SOD, enquanto que o NO né&seamptou efeito.

Diversos trabalhos relataram aumento de atividad®8@D em plantas
expostas a RUV-B. Selvakumar (2008) constatou atoresm plantas d€rotalaria juncea e

Vigna unguiculata e Han et al. (2009) erRicea asperata, sendo 0 aumento acentuado pela
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elevacdo na temperatura ambiente. Entretanto, @bsth (2002) observaram diminuicdo da
atividade da SOD em cotilédones de girassol exp@sRUV-B.

Apesar de o NO néo ter efeito na atividade da S@Prasente estudo,
Shi et al. (2005) observaram que o tratamento chif $00umol L™ aumentou a atividade

desta enzima em plantas de feijdo expostas a RUV-B.

Tabela 6 - Analise de Variancia Fatorial da aplicacdo de @\#a RUV-B na atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e pirogalol ygase (PG-POD) em plantas de

eucalipto.

Fator de Variagéo

RUV-B NO RUV-BxNO
SOD o NS NS
PG-POD e NS NS

Niveis de significancia: ** P<0,01; ** P<0,001; N@&o significativo)
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As PODs apresentam fungéo antioxidante nas célaelgtais expostas
a condicdes de estresse por decomporem@ Idroduzido pela SOD (BOR et al., 2003).
Assim, as peroxidases sdo isoenzimas associadaglangas nos processos fisiologicos e
bioguimicos de plantas submetidas a estresses (&R$Pal., 1986).

A exposi¢cdo a RUV-B pode provocar um estimulo dbi¢gdo das
peroxidases (MEIJKAMP et al., 2001).

A atividade da PG-POD apresentou comportamento afigst
semelhante ao observado em relacdo a SOD, ouaggaas a RUV-B promoveu aumento
significativo da atividade da enzima (Tabela 6guFa 19Db).

Aumento de atividade das peroxidases pela RUV-B t&do
observado em diversas espécies, tais como betefRaramgopoulos et al., 1990), pepino
(Krizek et al., 1993)Arabidopsis thaliana (Rao et al., 1996), batata (Santos et al., 2004),
Mono maple (Yao & Liu, 2006) e girassol (CECHIN et al., 200§antos et al. (2004)
afirmaram que a alta atividade das peroxidaseslemas expostas a RUV-B, poderia indicar
um grau mais elevado do metabolismo oxidativo Bhdas.

O efeito do NO na atividade das peroxidases tanteémsido objeto
de estudos (ARASIMOWICZ & WIECZOREK, 2007). Wang at (2008) relataram que a
exposicao de algasdostoc sp. a RUV-B aumentou a atividade da POD porém, a agéic de
SNP 50pmol L™ a reduziu. Wu et al. (2007) observaram reducaatidelade da enzima em
raizes adventicias dgehinacea purpurea submetidas a varias concentragdes de SNP (50, 100
e 250umol LY.

Nota-se que as mudas de eucalipto expostas a R&¢eBn aplicacdo
de SNP 120umol L* apresentaram tendéncia a maior atividade da PG-BQdénhdo
comparadas com as néo pulverizadas (Figura 19b).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam daetas de
Eucalyptus urograndis sdo sensiveis a RUV-B e que a utilizacdo de NOmiirai os efeitos
deletérios deste estresse.

Entretanto, as respostas das plantas a RUV-B esmwvolvarios
mecanismos fisiolégicos que ainda necessitam smideldos. Os resultados apresentados
mostraram as respostas desta espécie sob um médadee RUV-B e de SNP. Deste modo,

outros experimentos utilizando outros niveis de RRJ\¢ outras concentracdes de SNP,
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podem gerar informacgdes importantes acerca da@iggwotetora do NO, bem como para o
entendimento do desempenho Haecalyptus urograndis sob condicbes simuladoras das

alterac6es ambientais globais, como 0 aumento d&BREobre a superficie terrestre.
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7. CONCLUSOES

Para as condi¢cdes em que se desenvolveu a preesoigEsa, pode-se

concluir que:

i  aexposicdo a RUV-B ocasiona estresse oxidativanadas de eucalipto;

1 o NO minimiza o estresse oxidativo gerado pela sixgo a RUV-B
atenuando o nivel de peroxidacao lipidica , nda pelucdo de enzimas antioxidantes (SOD e
PG-POD), mas sim pelo aumento dos teores de caideesne compostos fendlicos e/ou por

controlar diretamente o nivel de ERO;

i1 a utilizacdo de SNP na eucaliptocultura pode sasiderada como uma
ferramenta para reduzir os danos decorrentes tessstoxidativo ocasionado pela exposicao

de mudas a RUV-B e portanto,

i1 estudos mais avancados sdo necessarios para aresficos beneficios

oriundos da aplicacdo de SNP em mudas se reflegmoaucao final.
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